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RESUMEN

Se ha deseado encontrar marcadores genéticos basados en la presencia de
variaciones genéticas asociadas a enfermedades multifactoriales y que sean de utilidad
para cualquier poblacién, sin embargo, la distribucién de dichas variaciones varia
importantemente entre diferentes zonas geograficas y grupos étnicos, lo que hace que los
marcadores sean de utilidad solo para las poblaciones donde se disefiaron. Objetivos:
Describir la distribucién de frecuencias alélicas y genotipicas de 11 variaciones en sujetos
mexicanos Mestizos (MES) y de 2 denominaciones indigenas (IND): mazahua (MAZ) y
huichol (HUI). Evaluar las asociaciones de los genotipos individuales de las variaciones con
los 3 grupos de estudio. Determinar la capacidad de haplotipos para marcar
especificamente a los grupos de estudio. Métodos: Se evaluaron un total de 169 muestras
de DNA gendmico utilizando las técnicas de PCR (polymerase chain reaction), RFLP
(restriction fragment length polymorphism) y secuenciacién. Las frecuencias alélicas y
genomicas, individuales o combinadas fueron calculadas y comparadas entre grupos. Se
utilizé un modelo matematico para identificar los perfiles genéticos asociados a los grupos
de estudio. Resultados: Se determind un marcador que se asociaba significativamente con
el grupo de indigenas (F p<0.001). El marcador propuesto, presentd mejores valores
estadisticos como marcador del grupo IND que cualquiera de los genotipos o alelos
individuales. Conclusiones: Las poblaciones indigenas presentan frecuencias mas altas de
algunos genotipos comparadas con los mestizos. Se presenta un marcador genético para
la poblacién indigena que confirma que las variaciones tienen una distribucién diferente

incluso en individuos que son de una misma poblacién pero de distintas etnias.




INTRODUCCION

ANTECEDENTES

Conceptos basicos de genética humana

Fisicamente el genoma puede ser dividido en diferentes moléculas de dacidos
nucleicos. Funcionalmente el genoma es dividido en genes (Lewin 2004).
Conceptualmente, el genoma (de la raiz griega gen: origen) puede ser considerado como
el “patrimonio genético” de un organismo. La naturaleza hereditaria de todo organismo
viviente se encuentra definido en su genoma, el cual consiste en una secuencia larga de
acidos nucleicos que proveen la informacién necesaria para crear un organismo. La
mayoria de los organismos poseen un genoma constituido por DNA; excepcionalmente,
algunos virus tienen un genoma de RNA. En los seres humanos a la totalidad del ADN
(acido desoxirribonucleico) de un individuo que se encuentra condensado en los
cromosomas se le denomina genoma, el cual contiene el set completo de informacién
hereditaria para cualquier organismo, siendo la secuencia de las subunidades individuales
que llevan por nombre bases de acidos nucleicos las que determinan las caracteristicas
hereditarias. El conjunto total de material genético hereditario presente en una célula,
codificante o no. La parte codificante del genoma especifica, en forma de genes, la
informacién necesaria para dar lugar a productos génicos como los diferentes tipos de
RNA y las proteinas, responsables de toda actividad celular, de las caracteristicas
morfoldgicas y del comportamiento de un organismo desde la embriogénesis hasta el
crecimiento, maduracion fisica e intelectual, reproduccién y demas funciones metabdlicas

o actividades fisioldgicas (Cabrera 2001). Mediante una serie compleja de interacciones,
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dicha secuencia tiene como finalidad principal producir las proteinas que un organismo

requiera en un momento y lugar apropiados.

La genética humana es una disciplina bioldgica que se encarga de estudiar la forma
como se transmiten los caracteres de padres a hijos a lo largo de generaciones y a la vez
también se encarga de analizar las semejanzas y diferencias que existen entre padres e
hijos y que se encuentran determinadas por la herencia y el medio ambiente. La genética
entendida como un conjunto de postulados y de métodos analiticos comenzd
aproximadamente en el afio de 1860 cuando un monje agustino llamado Johann Gregor
Mendel realizd una serie de experimentos que apuntaban a la existencia de unos
elementos bioldgicos llamados genes, Mendel fue el primero en concebir la idea de un
gen (Griffiths 2004). En 1854 en la Real Escuela de Briinn, donde fue profesor suplente,
dedicé la mayor parte de su tiempo a investigar sobre la variedad, la herencia y la
evolucion de las plantas, en especial de los guisantes. Es asi que actualmente sus aportes a
la ciencia son considerados como fundamentales para el desarrollo de la genética. En
1856 inicid trabajos sobre hibridacion mediante experimentos de cruzamientos de
diversos guisantes y el estudio de la descendencia producida en cada caso. Sus
observaciones le permitieron acufiar dos términos que se siguen empleando en la
genética actual: dominante y recesivo. También los términos factor e hibrido, son dos
conceptos establecidos por Mendel de absoluta vigencia en la actualidad. Su labor pasd
inadvertida hasta 1901. Sus investigaciones obtuvieron reconocimiento cuando fueron
redescubiertas por parte de H. de Vries, C. E. Correns y E. Tschernack von Seysenegg,

guienes con mas de treinta afios de retraso atribuyeron a Mendel la prioridad del




descubrimiento resumido en tres leyes con las cuales es posible describir los mecanismos
de la herencia y son conocidas como las leyes de Mendel que mas tarde fueron explicadas
por el padre de la genética experimental moderna, el bidlogo estadounidense Thomas
Hunt Morgan. Tras dichas aportaciones, se iniciaron en el siglo XIX las investigaciones para
descubrir molécula que guardaba la informacién. La primera molécula propuesta y aislada
fue la “nucleina”, localizada en el nucleo celular y constituida por una parte acida (DNA) y
otra parte basica (proteina), se llevd a cabo el estudio parcial de sus propiedades y de la
relacion con la herencia celular. Sin embargo, fue hasta mediados del siglo XX que se
demostrd que era el DNA, y no la nucleina, el componente cromosémico depositario de la
informacién genética. Cabe destacar como antecedentes clave los experimentos de
Oswald T. Avery, Colin MacLeod y Maclyn McCarty en 1994 y de Alfred D Hershey y
Martha Chase en 1952, que constituyen un hito en el conocimiento actual del material
genético en la biologia a escala molecular, aunque el verdadero inicio de la Biologia
Molecular moderna fue la propuesta de la estructura para el DNA, es decir, el modelo
tridimensional postulado en 1953 por James Dewey Watson y Francis Harry Compton
Crick que corresponde a la actualmente denominada forma B del DNA, siendo la forma
mas comun en las células y la mas estable de todas las formas que puede adoptar el DNA
bajo condiciones fisioldgicas. Para establecer la estructura del DNA hubo una contribucién
importante de Erwin Chargaff quién establecié las dos reglas de proporciones de
nucledtidos que forman pares de bases. El modelo del DNA también se basé en las
observaciones de la biofisica y cristalégrafa inglesa, autora de contribuciones importantes

para la comprension de las estructuras del DNA, los virus, el carbén y el grafito, Rosalind




Elsie Franklin, quien obtuvo la fotografia de difraccion de rayos X que revel6 de manera
inconfundible la estructura helicoidal de la molécula del DNA. La imagen, conocida como
la famosa fotografia 51, fue un respaldo experimental crucial para que el investigador
estadounidense James D. Watson y el britdnico Francis Crick establecieran en 1953, la
célebre hipdtesis de la "doble hélice" que es caracteristica de la estructura molecular del
DNA 'y por la que en 1962, junto con Maurice Hugh Frederick Wilkins, les fuera concedido
el Premio Nobel en Fisiologia y Medicina (Lewin 2004, Vazquez-Contreras 2003, Watson

& Crick 1953b).

Estructura del ADN

El DNA es una macromolécula compleja, compuesta por dos cadenas que se
entrelazan formando una doble hélice. Dicha macromolécula es un polimero lineal de
unidades denominadas nucleétidos que se encuentran unidas por enlaces fosfodiester 5'-
3’, ambas hélices se mantienen unidas entre si por la complementariedad de las bases
nitrogenadas las cuales forman parejas. La disposicion de las hebras es anti-paralela y cada
una de estas hebras se compone de una secuencia de nucledtidos. Un nucledtido se forma
a partir de un grupo fosfato unido a la desoxirribosa, y constituyen la columna vertebral
de la doble hélice. Las bases nitrogenadas de una cadena son complementarias a las de la
otra cadena. Los cuatro tipos diferentes de bases nitrogenadas para el ADN son: Adenina,
Timina, Citocina y Guanina (A, T, C y G). Las dos hebras de nucleétidos son
complementarias entre si para formar las parejas (A-T, G-C) unidas por enlaces débiles
denominados “puentes de hidrégeno”. Es la secuencia de los pares de bases es lo que

determina el cédigo genético, es decir que la naturaleza diferente del cédigo del ADN




entre los organismos depende del orden o secuencia de las bases a lo largo de la cadena

de DNA (Watson & Crick 1953a).

El DNA de las células se organiza en cromosomas. Cada cromosoma es una molécula
larga de DNA condensada. La condensacion del DNA comprende dos aspectos
tedricamente independientes pero funcionalmente relacionados y subordinados entre si.
Uno de los aspectos es denominado superenrollamiento que es propio de la molécula de
B-DNA (doble hélice dextrogira) poco conocida en eucariontes por su mayor complejidad
debido a la magnitud del genoma. El otro aspecto se denomina empaquetamiento,
plegamiento o compactacion de la molécula del DNA debido a la asociacion con proteinas
como histonas para dar lugar a las nucleoproteinas. La condensacion del DNA desde
cromatina hasta cromosomas ocurre de forma gradual durante la fase G2 del ciclo celular,
mientras que el proceso inverso comienza después de la division celular o fase M vy
contintda durante la fase G1 hasta alcanzar de nuevo la condicidn difusa que permite la
replicacion en la fase S. Las células eucariotas tienen caracteristicas que las distinguen de
las células procariotas, entre otras que el genoma nuclear aparece bajo dos formas
estructuralmente diferentes durante el ciclo celular: la cromatina (en la interface, entre
divisiones) como material filamentoso disperso en la mayor parte del nucleo y los
cromosomas (durante la divisidn) facilmente observables como entidades morfolégicas o
corpusculos independientes. Ambas formas estan constituidas por las mismas moléculas
lineales muy largas de DNA de doble hebra estrechamente asociadas a proteinas (Cabrera

2001).




El nimero de cromosomas nucleares es caracteristico de cada especie y varia
bastante entre unas y otras. El ser humano tiene su DNA organizado en 23 pares de
cromosomas distintos entre si. Un ser humano estd constituido por millones de células,
normalmente en cada célula existen 46 cromosomas, de ésta generalizacion deben
exceptuarse las células germinales dedicadas a la reproduccion del individuo las cuales
poseen solo la mitad, es decir, 23 cromosomas. Los 46 cromosomas de todas las células
son al suma de los 23 aportados por el espermatozoide mas los 23 aportados por el évulo
de modo que, al ocurrir la fecundacion, se constituyen los 46 cromosomas del cigoto
inicial y de todas las células derivadas de él. Se habla de células haploides cuando los
cromosomas se presentan de forma individual, de modo que cada célula contiene solo un
juego de cromosomas (23). Por el contrario se les denomina células diploides a aquellas
en las que se observan pares de cromosomas morfolégicamente iguales entre si, los dos
miembros de la pareja de cromosomas se conocen como homdlogos, de cada pareja un
cromosoma se ha heredado del padre y otro de la madre. Por lo tanto, cada célula
diploide tiene dos juegos de cromosomas, es decir 46 cromosomas homodlogos que se
presentan como 23 pares de cromosomas homodlogos (XX) en el género femenino a
diferencia del género masculino donde uUnicamente existen 22 pares de cromosomas

homadlogos ya que el par 23 es heterdlogo (XY) que define al sexo masculino.

Cada cromosoma contiene miles de genes. Hoy dia se estima que el ser humano
tiene mas de 30.000 genes en sus cromosomas . El gen es considerado como una unidad
de almacenamiento de informacién y una unidad de herencia al transmitir esa

informacién a la descendencia. La informacion genética se encuentra codificada en




fragmentos de DNA y es la secuencia especifica del DNA la que codifica la informacion
necesaria para sintetizar una molécula que cumpla una funciéon determinada o para
sintetizar una proteina que tenga un papel fundamental en las células de nuestro

organismo.

Los seres vivos comparten un mismo sistema de almacenamiento y expresién de la
informacién genética y muestran homologias derivadas de una relacion evolutiva
(Griffiths 2004) sin embargo, al analizar la magnitud del genoma ya sea entre individuos
de una misma especie como entre individuos de diferentes especies se ha observado que,
tanto el contenido total del DNA expresado en picogramos (pg) o pares de bases (bp) asi
como el numero de cromosomas, varian ampliamente entre los seres vivos. La magnitud
del genoma esta relacionada con el grado de informacion requerido por cada especie, es
decir, su magnitud es mayor cuanto mas complejo es el organismo o cuanto mads se
asciende en la escala evolutiva aunque dicha correlacién sélo es vdlida al comparar
especies muy alejadas evolutivamente. Por otro lado, no existe correlacién alguna entre el
tamafiio del genoma de distintas especies y el nUmero de cromosomas que lo componen.
Por ejemplo, mientras que el genoma humano (Homo sapiens) de 3.1 x 10° bp estd
repartido en 23 cromosomas, las células de ratén (Mus musculus) con un genoma menor
de 2.5 x 10° bp poseen 20 cromosomas; en contraste, las células de cebolla (Allium cepa)
tienen un genoma 4.8 veces mayor que el del humano con un total de 1.5 x 10* bp
distribuidas en 8 cromosomas. La ausencia de correlacidn en los ejemplos anteriores
sugiere que el tamafio del genoma de los organismos superiores es mayor al necesario y

por lo tanto, que una gran parte es material genético no codificante, es decir, que nunca




traduce su informacion a un producto génico (RNA o proteina). En relaciéon con la
complejidad del organismo y el tamafio de su genoma nuclear se debe destacar que,
ademas de la presencia de grandes regiones que no codifican producto génico alguno
(DNA no codificante), hay presencia de secuencias de DNA que se repiten en un numero
elevado de veces (DNA repetitivo) por lo que actualmente se estima que la proporcion
codificante sélo alcanza alrededor del 3% del DNA total (Cabrera 2001). La minima
secuencia de DNA que es capaz de codificar para una funcién o una estructura completa
se conoce como gen. Sin embargo existen largas secuencias de ADN que, aunque
molecularmente se compongan de lo mismo que un gen, no codifican para ningun
producto génico, por lo tanto no se les llama genes, algunos autores les han llamado
secuencias vacias o DNA basura. Hoy dia se piensa que la funcion de tal DNA es

estructural, es decir, contribuye a dar estabilidad a la molécula de DNA.

En cada cromosoma, los genes ocupan una posicidon determinada llamada /locus, un
cromosoma contiene miles de locus o genes dispuestos en forma de secuencias lineales de
nucleétidos dentro de una molécula de DNA (o RNA en el caso de algunos virus) que se
encuentran en el nucleo, de ahi su nombre de acidos nucleicos. Un individuo normal
posee parejas de cromosomas autosomicos, en cada cromosoma existe una version para
cada gen, lo que se conoce denomina alelos. Por ello, cada individuo posee dos alelos para
cada gen autosdmico. Si los dos alelos son idénticos, se habla de individuo homocigoto y si
son diferentes se habla de un individuo heterocigoto. En una poblacién humana pueden
existir mas de dos alelos para un mismo /ocus cromosémico (alelos multiples), un ejemplo

ocurre con el caso de los antigenos de histocompatibilidad del sistema inmune los cuales
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tienen un elevado nuimero de alelos diferentes (alto polimorfismo) y pueden estar
involucrados en trasplantes de érganos ya que debido a los alelos multiples es mas dificil

encontrar donadores compatibles en individuos no emparentados.

Las caracteristicas fisicas de un individuo, que son observables y que se encuentran
determinadas por los genes y el medio ambiente es lo que conocemos como el fenotipo
de un individuo y por otro lado a la totalidad de genes de un individuo le corresponde el
término de genotipo, ambas definiciones se mezclan en la ecuacién fundamental de la
genética donde todo fenotipo es el resultado de un genotipo que se expresa en un
determinado ambiente en el cual establece interacciones. La ecuacién fundamental de la
genética es: GENOTIPO + AMBIENTE = FENOTIPO (Santos & Morizon 2000). El genotipo es
el conjunto particular de genes que posee el individuo y el ambiente es el conjunto de
todas las causas no genéticas que influyen en el valor fenotipico. El genotipo da un cierto
valor al individuo, pero este valor se ve afectado por el ambiente que produce un
incremento positivo o negativo. Si no existiera influencia del ambiente, el valor genotipico
seria igual al fenotipico. Cuando medimos el valor fenotipico de un cardcter en individuos
que han crecido en el mismo ambiente, las diferencias entre unos y otros se deben
exclusivamente a causas genéticas. Si no hubiera influencia del genotipo, todo el valor
fenotipico se deberia al efecto ambiental y de la misma manera cuando medimos el valor
fenotipico de un cardcter en individuos con el mismo genotipo, las diferencias se deberan

a causas ambientales (Del Arco 2008).
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Proyecto del genoma humano

La ultima década del siglo XX fue testigo del inicio de un proyecto cientifico Unico. Su
objetivo consistié en determinar el orden o la secuencia de todas las unidades de
informacién genética que nos distinguen como especie, las cuales, ademas de darnos
caracteristicas individuales (color de ojos, estatura, complexion, tipo de cabello, etc.),
revelan los puntos débiles de nuestro organismo. La contemplacion de proyectos como el
HapMap que intentaba secuenciar el DNA de 4 individuos diferentes y que posteriormente
se amplié en lo que constituye una visidn mas compleja y completa llamada “Proyecto del
Genoma Humano (PGH)” (Chomali et al. 1999). Este proyecto de investigacion billonario
comenzé en 1990 en Estados Unidos, el propdsito fue conocer la secuencia de todo el
DNA humano (~3,2 billones de bases nitrogenadas), identificar los ~25.000 genes
normales y conocer los genes responsables de multiples enfermedades como el cancer. En
1990 se inaugurd definitivamente el Proyecto Genoma Humano calculandose quince afios
de trabajo. Sus objetivos principales en una primera etapa eran la elaboracidén de mapas
genéticos y fisicos de gran resolucion, mientras se ponian a punto nuevas técnicas de
secuenciacion, para poder abordar todo el genoma (Marquez Pifiero 1995). El 6 de abril
de 2000 se anuncié publicamente la terminacion del primer borrador del genoma humano
secuenciado que localizaba a los genes dentro de los cromosomas. Los dias 15 y 16 de
febrero de 2001, las dos prestigiosas publicaciones cientificas americanas, Nature vy
Science, publicaron la secuenciacién definitiva del Genoma Humano con un afo de
antelaciéon a la fecha presupuesta y concluyendo que un 99.9% de la secuencia de genes

es comun entre todos los seres humanos, sin importar raza o nacionalidad. Este proyecto




analizé la diversidad genética de individuos africanos, europeos y asiaticos, y sus hallazgos
han acelerado profundamente la investigacion biomédica y clinica al permitirnos entender
las bases biolégicas de la enfermedad humana. Sin embargo, no se incluyé al grupo
continental americano, de modo que el conocimiento derivado de él beneficid
principalmente a Europa o Asia. El trabajo sobre la interpretacién de los datos obtenidos
de la secuenciaciéon del genoma se encuentra todavia en sus etapas iniciales. Se preveé
gue un conocimiento detallado del genoma humano ofrecerd nuevas vias para los avances

de la medicina y la biotecnologia (Cook-Deegan 1994, Sabatti 2003).

La decodificacion del genoma humano, calificado como "el mapa mas importante
jamas producido por la humanidad", prometia alentadoras perspectivas en el tratamiento
y prevencion de enfermedades hasta ahora incurables (Marquez Pifero 1995).
Actualmente se han podido descifrar algunos de los genes en relacion con las
enfermedades que producen, asi entre los genes mas relevantes, destacan los asociados al
cancer de préstata, glaucoma y Alzheimer, los cuales se encuentran en el cromosoma 1.
En el cromosoma 2 se identificé el gen de cancer de colon, mientras que en el cromosoma
3 se encontraron algunos de cdncer de pulmén y otra variante del cdncer de colon. La
enfermedad de Parkinson y el Corea de Huntington se alojan en el 4. En el cromosoma 6
fueron identificados los genes asociados a la diabetes y la epilepsia. En el 9 se encuentra el
gen del melanoma maligno y la leucemia crdnica, mientras que el 11 guarda el gen que
produce tumores endocrinos multiples y alteraciones cardiacas en jovenes. La
fenilcetonuria tiene su gen asociado en el cromosoma 12, mientras que en el 13 estan el

de cancer de mama vy retinoblastoma. Se podria continuar la lista pero antes de lograr
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comprender el cédigo completo era necesario identificar la totalidad de los genes para
averiguar cual es la funcién de cada uno de ellos y cémo interactian entre si dentro del

cddigo genético humano.

La aplicacién mas inmediata de conocer el genoma humano y con ello, las posibles
mutaciones que se pudieran producir en los genes es poder realizar un diagndstico preciso
(Anénimo 2009). El genoma, o conjunto de genes de un individuo, guarda las
instrucciones que determinan cada una de las caracteristicas individuales de un humano
desde el timbre de su voz y el color de sus ojos, hasta la apariciéon de una determinada
enfermedad y, descifrar este cddigo permitird que en las préximas décadas el desarrollo
de farmacos especificos para cada individuo o la creacion de tratamientos para
enfermedades como cancer, diabetes, problemas cardiacos, esquizofrenia o incluso el
tratamiento de enfermedades degenerativas como el Alzheimer, artritis reumatoide vy

otras que cursen con una etiologia similar (Melgar 2009, Sabatti 2003, Varmus 2003).

El analisis de las similitudes entre las secuencias de DNA de diferentes organismos es
también la apertura de nuevas vias en el estudio de la evolucidn. Muchas de las preguntas
acerca de las similitudes y diferencias entre los seres humanos y nuestros parientes mas
cercanos (los primates y otros mamiferos) se espera que sean descifrados con los datos de
este proyecto. En el futuro, el PGH podria exponer nuevos datos en la vigilancia de las

enfermedades, el desarrollo humano y la antropologia.

El Proyecto Diversidad del Genoma Humano (PDGH), derivado de investigaciones

dirigidas al DNA humano que varia entre distintos grupos étnicos continda hasta la fechay
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ha arrojado nuevas conclusiones. Lucca Cavalli-Sforza, un prestigioso genetista
especializado en estudio de poblaciones humanas, esta impulsando la idea de realizar una
investigacion destinada a comprender la variacion genética humana y a reconstruir la
historia de las poblaciones humanas en los ultimos 100.000 afios de nuestra especie. Este
Proyecto de Diversidad del Genoma Humano (PDGH) imbricaria una diversidad de
disciplinas como genética, arqueologia, linglistica, antropologia, etc., para entender la
evolucion de la humanidad, reconstruir las grandes migraciones de grupos humanos, la
distribucién de las poblaciones y culturas, entre otros temas. La estrategia consistia en la
toma de muestras de DNA de una serie de poblaciones y etnias con el estudio
comparativo de polimorfismos genéticos. Se pretendia estudiar muestras
correspondientes al 10% de las 5000 poblaciones linglisticas diferenciadas que existen,

con el objeto de ver si existian correlaciones entre la diseminacién cultural y la genética.

La estimulacion y el desafio impulsado por el conocimiento incipiente y
emocionante de variaciones genéticas y de mutaciones adaptativas (Marsh 2007) que den
explicacion al origen de los seres humanos es una tematica que ha dominado el debate de
la paleontologia en la ultima década, en esta cuestion se ha investigado y en el 2002 se
analizaron los principales modelos propuestos para explicar los origenes del hombre
moderno (Homo sapiens) examinando la evidencia fésil de Europa, Africa y Australia. Con
los datos arqueoldgicos y genéticos se concluyé que el origen en Africa estd apoyado en la
similitud que encontraron con el H. sapiens tanto morfoldgica como conductual vy
genéticamente, aunque son necesarias mas pruebas antes de determinar el origen

africano como absoluto para nuestra especie (Stringer 2002). Otra aplicacion podria ser
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en la ideologia de Sir Francis Galton, famoso gedgrafo y estadistico que inventd Ia
"eugenesia" en 1883. La eugenesia, que se define como la ciencia de la mejora del origen
racial, se desarrollé a partir de una nueva teoria de la herencia, concebida por el propio
Galton, de la teoria de la evolucion de Charles Darwin adaptada a la sociedad humana por
Herbert Spencer. La eugenesia de Galton era un programa para producir artificialmente
una mejor raza humana a través de la regulacién del matrimonio y por lo tanto la
procreacién con especial hincapié en la "eugenesia positiva", destinada a fomentar la

superioridad fisica y mental de los miembros de una poblacién (Aubert-Marson 2009).

Segun sus impulsores, el PDGH daria una rica vision de la variedad de recursos
genéticos de nuestra especie, y junto con los datos del PGH convencional facilitaria la
comprension del fundamento genético de la susceptibilidad o resistencia a distintas
enfermedades, incluidas las infecciosas para comprender mejor el papel de la seleccién y
el de la deriva genética (Anénimo 2009). El PGH podria descifrar secretos y crear nuevas
estrategias para combatir la vulnerabilidad de algunos grupos étnicos a ciertas
enfermedades y también podria mostrar cémo las poblaciones humanas se han adaptado

a estas vulnerabilidades (Yafiez Pareja 1997).

Diversidad genética en el ser humano

La genética se define como el estudio de la herencia, estos fendmenos hereditarios
han llamado la atencién de los seres humanos desde los albores de la civilizacion. La
genética ha llegado a tener un protagonismo central, como no tiene ninguna otra

disciplina cientifica, en numerosos aspectos de la vida del hombre. Al ocupar una posicion
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pivote sobre la que gira la biologia, resulta esencial para cualquier estudioso de la vida

animal, vegetal o microbiana.

En el afio 2009 se conmemord el 200 aniversario de la publicacion de la Filosofia
Zooldgica de Jean-Baptiste Lamarck y el 150 aniversario de la publicacién de la primera
edicion de El Origen de las Especies (Koonin & Wolf 2009, Scorza et al. 2009). Lamarck
creyé que la evolucién es impulsada principalmente por cambios fenotipicos que resultan
benéficos y que no son adquiridos de manera aleatoria, en particular, los directamente
afectados por la utilizacién de drganos que Lamarck pensaba que eran heredados. La
transferencia horizontal de genes es un proceso evolutivo dominante en las células
procariotas, parece ser una forma de herencia de Lamarck, donde los genes transferidos
confieren una ventaja selectiva para el crecimiento en determinado entorno. Por otra
parte las diversas formas de mutagénesis inducida por el estrés constituyen una respuesta
de adaptacién universal a la presién ambiental en las formas de vida celular. La
mutagénesis inducida por el estrés puede ser interpretado como un fenédmeno al azar
provocado por factores ambientales pero que resultan benéficos para el organismo
(Koonin & Wolf 2009). Dos pasos indispensables estdn involucrados en este proceso: el
origen de nuevas copias del gen por mutacion y la evolucidon de nuevas funciones que
lleva a la fijacién de las nuevas copias dentro de las poblaciones. No es raro que los
nuevos genes desarrollarian nuevas estructuras y funciones para contribuir a la evolucién
adaptativa de los organismos (Zhou & Wang 2008). En contraste, Darwin le asigna una
mayor importancia al cambio al azar, considerando que proporciona el material necesario

para que se dé la seleccién natural (Koonin & Wolf 2009). Las teorias de Darwin de la
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seleccién natural y la seleccion sexual son importantes aunque su aplicacidn sobre la raza
y el género fue limitado por el contexto socio-histérico en el que opera la seleccidn
natural (Shields & Bhatia 2009). Aunque las teorias de la selecciéon natural a menudo
parecen inaplicables a la historia humana. se centran procesos como la sinergia entendida
como la compleja interaccidon de variables en multiples niveles entre las especies y su
entorno o la cibernética donde los sistemas de informacion permiten la comunicaciéon
entre individuos y grupos en el tiempo (Masters 2007). Pese a los avances de la biologia
evolutiva, se ha tenido poco impacto en los estudios de la historia social. Una vez que los
estudiosos admitan la necesidad de vincular los procesos de seleccién natural con las
transformaciones humanas, va a parecer ilégico que haya tomado tanto tiempo integrar la
biologia de Darwin con las ciencias sociales (Masters 2007). Tanto las aportaciones de
Lamarck como de Darwin reflejan diferentes aspectos de la interaccion entre las
poblaciones y el medio ambiente (Koonin & Wolf 2009) y vale la pena hacer hincapié en
ésta relacion que resulta fundamental para entender el alcance del presente trabajo y el

futuro del mismo.

La genética se refiere a el estudio de los genes, los que resultan ser para los
genetistas, el objeto central de estudios moleculares, celulares y de los organismos, tanto
a nivel poblacional como evolutivo (Griffiths 2004). Un tema de repercusién global es el
de la salud genética de nuestras poblaciones. Muchos genetistas estdn alarmados porque
nuestros genomas humanos se ven agredidos por una gama creciente de agentes que
producen cambios aleatorios en los genes que a corto plazo parecen no incrementar de

forma significativa la frecuencia de enfermedades hereditarias pero a largo plazo su
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acumulacién produce enfermedades, a tal efecto se le ha denominado “bomba genética

de relojeria” (Griffiths 2004).

Las variaciones genéticas, también conocidas como factores genéticos
modificadores, influyen sobre el progreso de los eventos de inicio hacia estados en los que
la enfermedad se evidencia clinicamente, mediante la exacerbacion o represion de la
progresion influyen, en ultima instancia, sobre el desarrollo propio de la enfermedad y su
presentacion clinica. Existen evidencias cientificas crecientes de que las variaciones en los
genes que codifican para moléculas inflamatorias influyen sobre la susceptibilidad vy
severidad clinica del individuo a tales enfermedades. Un numero importante de
polimorfismos funcionales en genes que codifican para citocinas inflamatorias y sus
receptores han sido asociados e identificados como principales mediadores en la
patogenia de diversas enfermedades infecciosas y autoinmunes multifactoriales comunes
como la artritis reumatoide (Cimaz et al. 2007, Gomez et al. 2007, Nemec et al. 2008, You
et al. 2007), el asma (Harada et al. 2007, Hosseini-Farahabadi et al. 2007, Pawlik et al.
2007, Zhang et al. 2007), la psoriasis (Baran et al. 2007, Kim et al. 2007, Li et al. 2007,
Reich et al. 2007), la colitis ulcerativa (Arisawa et al. 2008, Celik et al. 2006, Cucchiara et
al. 2007, Fei et al. 2008), la enfermedad periodontal (Huynh-Ba et al. 2007, Moreira et al.
2007a, Moreira et al. 2007b, Sumer et al. 2007), la diabetes (Aminkeng et al. 2007, Deja
et al. 2006, Qi et al. 2007, Sbarsi et al. 2007), las enfermedades coronarias (Bai et al.
2008, Clarke et al. 2006, Koch et al. 2006, Sie et al. 2006), la osteoporosis post-
menopausica (Bustamante et al. 2007, Goseki-Sone et al. 2005, Kim et al. 2006) y la

enfermedad de Alzheimer (Bagnoli et al. 2007, Bossu et al. 2007, Koivisto et al. 2005, van




Oijen et al. 2006). Esto es debido a que la presencia de variaciones genéticas que afectan
la expresiéon de genes que codifican para citocinas inflamatorias da como resultado
individuos con una respuesta inflamatoria exacerbada o prolongada, haciéndolos mas
susceptibles a enfermedades que cuentan con componentes inflamatorios importantes en

su patogenia.

En las poblaciones suelen presentarse variantes genéticas de un mismo gen que
puede llegar a ser ligeramente diferente de un individuo a otro. En general, los rasgos
hereditarios humanos mas comunes tales como color de ojos, tipo y color de cabello,
peso, estatura, coeficiente intelectual (Cl), tipo de sangre, etc. son rasgos que presentan
una variacidén continua en la poblacién ademas de una herencia compleja. Poseen una
base genética multifactorial poligénica, de tipo aditivo. Es decir existen varios genes
ubicados en distintos cromosomas, con efecto fenotipico de tipo aditivo (esto es, cada
poligen aumenta un determinado valor fenotipico sobre un basal) y no es discernible
individualmente. Ademas, estos caracteres poseen una fuerte dependencia ambiental,
como lo han mostrado los estudios de caracteres humanos poligénicos comparando
mellizos monocigdticos (genéticamente idénticos al 100%) contra mellizos dicigéticos (50
% de genes idénticos) sometidos a diferentes condiciones ambientales (Santos & Morizon

2000).

Sin negar que el proyecto del genoma humano del mexicano pudiera tener
implicaciones negativas, se debe destacar que se trata de un mapa general de la
diversidad genética de nuestra poblacién en el que no existe la informacion

individualizada. Es muy importante que la gente tenga conocimiento claro sobre este




trabajo cientifico, de sus beneficios y limitaciones. En una primera etapa se trata de
utilizar las herramientas que nos proporciona la ciencia para ayudar a acelerar la
investigacion y promover la formacion de mds grupos de investigacién genética de
enfermedades en México y es innegable el hecho de que se debe discutir en México sobre
dicho tema, la gente involucrada en investigacion social y en la generacién de leyes debe
prestar atencion a este tema para proteger a su poblacién de potenciales efectos
negativos que pudiera tener el analisis genético individual y el conocimiento de las bases
genéticas de las enfermedades (Chomali et al. 1999, Varmus 2003, Yanez Pareja 1997)
por supuesto, evitando obstaculizar el progreso de la investigaciéon y el desarrollo de la
ciencia y la tecnologia, pero estipulando que el objetivo principal de los avances o de los

logros obtenidos debe ser de apoyo y para el beneficio del pais.

La ingenieria genética, asi como es una de las mas promisorias de las biotecnologias
destinadas a mejorar la calidad de vida de la poblacién humana, necesita ser
reglamentada para que no se transforme en nuevos intentos de llevar adelante practicas

de cardacter eugenésico.

Los millones de personas en todo el mundo que han apoyado la busqueda de la
secuencia del genoma humano, lo hizo con la esperanza de que pudiera beneficiar a la
humanidad porque encerraba la promesa de la esperada "medicina individualizada", es
decir, la adaptacion de las practicas de prescripcién y tratamiento de pacientes con el
perfil genético de cada persona (Collins et al. 2003). Ahora, en los albores de la era
gendmica, nos imaginamos que pronto comenzaran a revelarse los misterios de los

factores hereditarios en las enfermedades como cancer, diabetes, esquizofrenia, etc. Estas
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revelaciones por un lado tienen el riesgo de ser utilizadas en perjuicio de la humanidad y
por otro lado tienen una enorme cantidad de beneficios, por ejemplo el de tener una
mejor comprension de los factores genéticos que influyen en la susceptibilidad y/o la
respuesta a diversas enfermedades infecciosas, dicha comprension tendria un inmenso
impacto a nivel mundial sin mencionar que se haria justicia al beneficio mas afiorado en la

busqueda para descifrar el genoma del ser humano, la salud de sus poblaciones.

Etnias

La palabra etnia (del griego ethnos, que actualmente se refiere a "pueblo" o
"nacién"), histéricamente tenia otra concepcion, la palabra "etnia" significaba "gentil",
proveniente del adjetivo griego ethnikos. El adjetivo se deriva del sustantivo ethnos, que
significa gente o nacidn extranjera. El sustantivo dejé de estar relacionado con "pagano" a
principios del siglo XVIII. El uso en el moderno sentido de la palabra comenzé en la mitad
del siglo XX. El término etnia se refiere a una poblacién humana en la cual los miembros se
identifican entre ellos con base en una real genealogia o presunta ascendencia comun,
generalmente basada en lazos histéricos. Las etnias estan normalmente unidas por
practicas culturales, sociales, linglisticas, o religiosas comunes y mantienen una

estructura politica y un territorio propios.

El término "etnia" se usa a veces erréneamente como un eufemismo para raza o un
sindnimo para grupo minoritario, sin embargo, el término etnia comprende factores
culturales, de nacionalidad, afiliacion tribal, religién, lengua, tradiciones y factores
biolégicos de un grupo humano, mientras que el término de raza especificamente alude a

los factores morfoldgicos distintivos de esos grupos humanos como el color de piel o los




rasgos faciales, desarrollados por un proceso de adaptacion a determinado espacio
geografico o ecosistema (clima, altitud, flora, fauna, etc.) a lo largo de varias generaciones.
Asi, la palabra "raza" es solo un concepto que ha sido asociado al de etnia. Cabe
mencionar que un gran porcentaje de personas no esta de acuerdo con el hecho de
clasificar a los humanos en distintas razas y etnias. Algunas razones por las que dicen se
deben rechazar estos conceptos de etnia y raza son porque se generan conflictos y
agresiones muy graves, se causan falsos sentimientos de identidad que causan desunién, a
pesar de ello, actualmente se impone la idea de que la negacion de las diferencias no

permite su valoracion y respeto.

La separacion de las etnias tiene conflictos desde el lenguaje, que suele ser el primer
factor clasificador de los grupos étnicos, también la delimitacion cultural de un grupo
étnico respecto a las etnias vecinas, se hace dificil en especial en lo tocante a grupos
humanos altamente comunicados con sus vecinos. Generalmente se aprecia que los
grupos étnicos comparten un origen comun, y tienen una continuidad en el tiempo, es
decir, una historia o tradicidn comun y proyectan un futuro como pueblo. Esto se alcanza
a través de la transmisién generacional de un lenguaje comun, valores y costumbres que
los distinguen de otras etnias. Si bien en determinadas culturas se entremezclan los
factores étnicos y los politicos, no es imprescindible que un grupo étnico cuente con
instituciones propias de gobierno para ser considerado como tal. La soberania por tanto,
no es definitoria de la etnia, si bien se admite la necesidad de una cierta proyeccién social

comun.




Es importante considerar la genética de los grupos étnicos si debemos distinguirlos
de un grupo de individuos que comparten Unicamente caracteristicas culturales. Las etnias
generalmente se remiten a mitos de fundacién que revelan una nocién de parentesco mas
0 menos remoto entre sus miembros. La genética actual tiende a verificar la existencia de
esa relaciéon genética, aunque las pruebas estan sujetas a discusion (Gellner 1988,
Guibernau 1996, Hobsbawm 1992). La conveniencia de estudiar grupos étnicos que se
mantienen aislados. Es posible asumir que en comunidades cerradas en las que los indices
de incorporacion y propagacion de los alelos variantes (A2) son bajos, los individuos son
poco susceptibles a determinadas enfermedades y, en consecuencia, la prevalencia de las
mismas es baja. El fendmeno inverso seria entonces cierto para comunidades cerradas en
las que la forma sobre-representada es A2. Considerando lo anterior, las poblaciones
cerradas son un modelo de estudio interesante con el que, entre otras cosas, se facilita la
identificacion de los efectos y asociaciones de genotipos polimodrficos especificos con

determinados padecimientos.

Origen y evolucion de los mexicanos
El mestizaje en nuestro pais surgid con la llegada de los europeos a América. Los
espafioles pensaron en el mestizaje como un elemento de integracién social y un factor de
paz social entre culturas. En la actualidad, en México, “mestizo” se ha convertido mas que
nada en una etiqueta cultural, sin embargo, tiende a ser un grupo de la poblacién en el
gue se presenta frecuentemente mezcla con otras poblaciones. En el contexto cultural,
suelen considerarse como "indigenas" a aquellos que viven y mantienen una forma de

vida ‘tradicional’ (vestuario, costumbres, idioma, etc.). Sin embargo, algunos de estos
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grupos indigenas representan etnias que, aunque también fueron conquistadas, se
mantuvieron y contindan hasta cierto punto manteniéndose practicamente sin mezcla con
otras razas. Algunas de las mismas son aun consideradas como “razas puras”. En el
presente estudio, reportamos a mestizos y a dos de dichas etnias puras: los mazahuas y
los huicholes. La regién mazahua esta situada en la parte noroeste del Estado de México y
en una pequefa area del oriente del estado de Michoacdn. Este grupo tiene como vecinos
a los indigenas Otomies con quienes mantiene relacién, pero ésta es principalmente de
tipo comercial. Los huicholes, por otra parte, habitan en los estados de Jalisco y Nayarit,
cuentan también con grupos minoritarios en los estados de Zacatecas y Durango. En
Nayarit, los huicholes conviven en el mismo territorio con indigenas Coras, sin embargo,

ambos grupos sueles ser renuentes a la mezcla étnica.

En México, el mayor porcentaje de la poblacion estd compuesto por individuos
provenientes de una mezcla de indigenas con europeos (mayormente espafioles), con una
pequefia pero importante contribucién de africanos (Bonilla et al. 2005). Ademads de la
inmigracion espafola a México, durante los siglos XIX y XX, practicamente no existio
inmigracion de otros grupos europeos como ocurrié de forma masiva en Argentina, Brasil
y Uruguay (Palma-Mora 2005). Sin embargo, en el mismo periodo, llegd a México un gran
numero de inmigrantes del medio oriente, principalmente de Turquia y Libano (Garcia-Ita
2005); asi como de China y Corea (Instituto Nacional de Estadistica y Geografia 2007). Por
lo tanto, no es sorprendente que las caracteristicas genéticas de los mexicanos presenten
similitudes con las poblaciones turcas (Karahan et al. 2005), afroamericanas (Jenny et al.

2002, Nibali et al. 2009) y asiaticas (Furuta et al. 2002, Nibali et al. 2009, Um & Kim 2003)




antes mencionadas. Sin embargo, las similitudes detectadas con la poblacion de la
Republica Checa (Fassmann et al. 2003); compuesta mayormente por mezclas de checos,
alemanes, polacos, romanos y hdngaros, son dificiles de explicar y merece exploraciones
de patrones histdricos de ascendencia e inmigracion profundas que se salen de los
alcances del presente trabajo. Asi mismo, exceptuando el reporte citado de individuos de
raza negra de Sudafrica (Corbett et al. 2002), el resto de las discrepancias observadas con
otros reportes, parecen ldégicas siendo que todas las poblaciones en cuestién estdn
compuestas primordialmente por individuos de raza caucasica y/o ascendencia

anglosajona.

En el genoma descifrado por investigadores del Instituto Nacional de Medicina
Gendmica (INMEGEN); inspird muchas teorias e hipdtesis de la historia de los mexicanos,
algunas se confirman y otras se descartan, por ejemplo, la teoria que suponia una alta
presencia asidtica en nuestro componente genético, estaba equivocada. En el genoma
mexicano se ve un alto componente europeo en la region del norte del pais, en Sonora, en
contraste con la alta proporcidon del componente indigena en zonas centrales como
Guanajuato y costeras como Veracruz y Guerrero, regiones de alta densidad indigena. En
el genoma mexicano se cuantificaron las distancias genéticas entre las poblaciones
mestizas de Guanajuato, Guerrero, Sonora, Veracruz, Yucatan y Zacatecas, con el grupo
zapoteca y las tres poblaciones del HapMap lo que permitié distinguir los estados con
mayor componente europeo como Sonora y con mayor componente indigena como

Guerrero (Anénimo 2009, Instituto Nacional de Medicina Gendémica).




Con el andlisis de los zapotecos, del estado de Oaxaca, los investigadores han
observado que los grupos indigenas tienen diferente origen histérico y distinto
comportamiento demografico como los mayas de la peninsula de Yucatdn o los
tepehuanos de Durango. Al realizar el andlisis de esas poblaciones en contraste con los
mestizas de las mismas regiones para hacer correlaciones mas profundas se puede
observar que los patrones de mestizaje del pais coinciden con los registros histéricos

(Instituto Nacional de Medicina Genémica).

La variabilidad genética entre los seres humanos estd en el 0.1 por ciento de su
genoma y es justo en ese pequeifio margen que los mexicanos tienen hasta un 35 por
ciento de variaciones en comparacién con otras poblaciones. La falta de informacién sobre
poblaciones mestizas (genéticamente menos homogéneas respecto a las razas estudiadas)
e indigenas generé dudas sobre la completa utilidad del HapMap para la poblacién de
México y Latinoamérica. Fue asi que en el INMEGEN surgié el proyecto de crear el mapa
gendmico del mexicano. Este trabajo ha tenido como objetivos principales caracterizar la
diversidad genética de la poblacidn mexicana, mestiza o indigena, y evaluar la posibilidad
de que un trabajo asi contribuya a nuestros estudios genéticos (Instituto Nacional de
Medicina Genémica). Surgidé una iniciativa muy importante para analizar ese minimo
porcentaje restante que puede variar de persona en persona y que nos confiere

individualidad, conocido como mapa de haplotipos o HapMap (Anénimo 2009).

Al analizar la diversidad genética en la poblacion mexicana se reportan frecuencias
de variaciones genéticas muy diferentes de las otras poblaciones del mundo lo cual nos da

las caracteristicas genéticas particulares que se corroboran en el HapMap internacional
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donde las poblaciones de Africa, Europa y Asia se muestran lejanas de la poblacidn
indigena que se encuentra muy condensada y aislada en un extremo, mientras que los
mestizos mexicanos representan toda una franja que une a los europeos e indigenas. Lo
que lleva a pensar que los grupos indigenas mexicanos o amerindios son Unicos y distintos
a cualquier grupo ancestral como el caucasico, el asidtico o el africano. También se
obtuvieron variaciones genéticas (SNPs) que no se encontraron en las poblaciones del
HapMap, son exclusivas de las poblaciones de México (Anénimo 2009, Instituto Nacional

de Medicina Gendmica).

La parte de componente africano siempre es un tema a discusiéon, al ser el mas
ancestral ha habido interés por saber su presencia en las poblaciones y en la de México
existen grupos mestizos que se acercan a los africanos, principalmente en los estados de
Guerrero y Veracruz (Anénimo 2009). Entre las poblaciones mestizas, la proporcion del
componente africano es de aproximadamente un 2 por ciento pero en ciertos estados del
pais como Guerrero y Veracruz hay individuos que tienen alrededor del 15 por ciento. El
componente africano en México no llegd a través de los esclavos traidos durante la
colonia sino a través de los espafioles que tenian una fuerte influencia africana, es decir,
esta diluido dentro del componente europeo de los Espafioles (Instituto Nacional de

Medicina Gendmica).

El mapeo del genoma del mexicano arrojé varias conclusiones y posibilidades de
desarrollo importantes. La primera de ellas, de gran utilidad para futuros analisis y
estudios clinicos, es que se puede evidenciar claramente las diferencias genéticas en cada

region de México, las cuales coinciden con nuestra historia demografica: las personas del




norte tienen mayor aportacion de genes europeos que las del centro y sur, donde se
presenta una mayor proporcién de contribucidn indigena, sin olvidar la existencia de

cierto componente africano en Veracruz y Guerrero (sur del pais) (Anénimo 2009).

Uno de los aspectos mas importantes, es que ahora contamos con un catalogo de
diversidad genética que nos permite evaluar, si nuestra poblacidn posee las variantes
genéticas que pudiera descubrirse que guardan relacién con alguna enfermedad y la
frecuencia con que se presenta (Melgar 2009). Asi, cuando se reporte en otra parte del
mundo que se ha comprobado la relaciéon de un gen determinado, por ejemplo, con un
tipo de cancer o problema hormonal, bastard con buscar en el mapa gendmico del
mexicano si esa porcidn de informacién genética existe y cual es el grado en que nos
afecta. Otro hecho importante del estudio fue el hallazgo de ciertas variaciones genéticas
en indigenas y mestizos que no se habian observado en los grupos continentales (asiatico,

europeo o africano) (Anénimo 2009, Instituto Nacional de Medicina Gendémica).

Por otra parte, el contar con este mapa gendmico representa varios logros para los
mexicanos, pues fue construido por nosotros mismos y eso también nos ha permitido
montar la tecnologia necesaria y formar los recursos humanos que puedan trabajar en las
vertientes involucradas, sin olvidar la contribucién global que esta informacidn representa
para los estudios de genética humana que se realizan tanto por investigadores nacionales
como extranjeros. Al ser la primera descripcion genética amplia de poblaciones mexicanas
mestizas e indigenas, también brinda informacidn relevante de nuestra historia evolutiva.
Un aporte mas, fue la confirmacion a través de cdlculos matematicos de que contar con

un mapa gendmico de poblacion mexicana es de utilidad en la realizacion de estudios




clinicos. Latinoamérica tiene experiencia en este tipo de analisis, y esto puede dar pauta a
que otros paises de la regién se unan a éste tipo de iniciativas y se beneficien con los

resultados de la investigacion.

Enfermedades de origen genético

Cada vez se hace mas dificil separar las afecciones de etiologia ambiental de aquellas
llamadas "genéticas puras". A modo de ejemplo, conviene recordar que para varias
enfermedades tipicamente ambientales, como infecciones bacterianas, parasitarias, etc.,
recientemente se ha demostrado una susceptibilidad genética individual. Las
enfermedades genéticas corresponden a un grupo heterogéneo de afecciones que en su
etiologia presentan un componente genético (Hassan et al. 2003). Ello puede ser alguna
alteracion en un solo gen, en varios genes (poligenes) o en muchos genes (cromosomas).
La alteracién genética puede producir directamente la enfermedad por ejemplo, en el
caso de la hemofilia o en otros casos puede interactuar con factores ambientales y formar
parte de la predisposicién genética en la etiologia de enfermedades como la hipertensién
arterial. Diversas enfermedades multifactoriales comunes tienden a prevalecer en
familias, grupos étnicos y zonas geograficas (Hassan et al. 2003). Sin embargo, a pesar de
gue éstas se trasmiten hereditariamente, su transmisién no se ajusta a los patrones
Mendelianos de herencia. En la genética Mendeliana, las interacciones entre genes y
factores ambientales de riesgo o microorganismos que dan como resultado un
determinado fenotipo, son dominadas por los componentes genéticos. La mayor parte de
las enfermedades asociadas con genes Unicos que muestran patrones Mendelianos de

herencia, como la fibrosis quistica. En el caso de las enfermedades multifactoriales
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comunes, se hereda el riesgo de desarrollar la enfermedad y no la certeza de presentarla
(Hart & Atkinson 2007). Para el estudio de la distribucién de polimorfismos genéticos, los
grupos étnicos seleccionados en el presente estudio, resultan particularmente
interesantes. Las comunidades indigenas viven en un aislamiento cultural en una parte por
la carencia de vias de acceso y comunicacidn con poblaciones civilizadas y en otra porque
las comunidades tienen la necesidad de protegerse del "ataque de la civilizacion" que
significaria perder su identidad como poblacién indigena. En dichas poblaciones cerradas,
la mezcla con otras poblaciones es poco frecuente, también la propagacion, y por ende la
frecuencia de alelos especificos tiende a concentrarse y sobre-representarse en

comparacion a poblaciones en las que existe un indice de mezcla mas elevado.

Significado bioldgico de las variaciones genéticas
El hallazgo de que muchas enfermedades y la existencia de diferencias fenotipicas
entre individuos llevd a concluir que la diferencia entre un individuo sano y uno portador

de una enfermedad se encontraba en la genética del individuo.

El primer polimorfismo detectado fue en grupos sanguineos ABO en 1900 por
Lansteiner. Inicialmente, el estudio de los polimorfismos se limitaba al campo de la
inmunogenética, en 1955 con la llegada de la electroforesis se abrid la posibilidad de
analizar una mayor cantidad de proteinas. El desarrollo del Southern blot en 1975 hizo
posible examinar los polimorfismos genéticos dentro y fuera de las regiones codificadoras
(Southern 1975). A finales de la década de 1970 se detectd la primera variante de DNA en
Southern blot mediante la restriccion de longitud polimérfica (RLFP). Las diferencias se

detectaban porque el DNA se ancla a sitos particulares, dependiendo de los polimorfismos




genéticos, permitiendo o evitando que una enzima de restriccion reconozca secuencias
especificas (4-6 nucledtidos) y se observan patrones diferentes entre individuos (Botstein
et al. 1980). Estas variaciones fisicas entre secuencias de DNA llevaron a concluir la
existencia de mutaciones puntuales, sustituciones de un solo nucleétido, inserciones,

deleciones y longitudes polimdrficas de secuencias repetitivas.

Muchos estudios de secuenciacion de DNA comprobaron que existe una diferencia
fisica en el sitio polimdrfico (Bowcock et al. 1991, Kruglyak 1997, Landegren et al. 1988,
Saleeba et al. 1992) y se propuso que los SNPs podrian usarse como marcadores para
hacer estudios comparativos en poblaciones humanas, comparando las frecuencias
alélicas salud-enfermedad entre poblaciones, busqueda de genes candidato para
mutaciones versus polimorfismos y estudios evolutivos que comparen diversas

poblaciones (Cooper & Clayton 1988, Kwok et al. 1994).

Los polimorfismos genéticos (SNPs) son variaciones comunes en el DNA de cada
individuo. Estas variaciones entre individuos abarcan aproximadamente el 1% de su DNA
total y es lo que los hace Unicos dentro de una especie. Las variaciones genéticas de tipo
SNP pueden afectar la estructura y composicién de la proteina para la cual el gen codifica,
cuando el nucleétido que se sustituye afecta la informacién del codén da como resultado
la incorporacién de un aminodcido diferente. Esto ocurre cuando la variacion se localiza
en regiones de exones que estan sujetas al proceso de traduccién, siempre y cuando la
sustitucion no produzca un codén con diferente secuencia pero con informacién
redundante para el mismo aminoacido (Takashiba & Naruishi 2006). Los avances

tecnolégicos han permitido la comparacién y analisis de secuencias de distintos individuos
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mediante el marcaje de los SNPs como es de esperarse, los polimorfismos que si caen
dentro de una zona codificadora se han investigado ampliamente debido a que producen
alteraciones en las funciones bioldgicas de una proteina, sin embargo ha sido una gran
interrogante el significado de los polimorfismos que caen en las zonas contiguas a los
genes. La mayoria de los polimorfismos caen en zonas no codificadoras, dado que sélo del
3 al 5% del DNA codifica para proteinas. En la mayoria de los casos, las variaciones de tipo
SNP producen sustituciones en las regiones 5" 0 3’ no traducidas del gen, en intrones o en
regiones cercanas al gen pero fuera de las secuencias codificantes (Cabrera 2001, Higuchi
et al. 1998). Las variaciones en dichas regiones, no producen cambios en la estructura o
composicion de la proteina codificada, sino que generalmente influyen sobre los
mecanismos que regulan la expresion del gen. De tal manera, que ante estimulos
similares, la expresion del gen puede verse aumentada o disminuida cuando se presenta

un alelo o genotipo determinado de la variacién (Hart & Kornman 1997).

Actualmente se cree que la susceptibilidad, el riego y la respuesta al tratamiento de
las enfermedades difieren entre individuos debido a la presencia de SNPs. En los ultimos
30 afos se han clonado, secuenciado y analizado una gran cantidad genes con el fin de
encontrar los genes responsables de un defecto metabdlico que producen una condicidn
patoldgica con la técnica de clonacion funcional (Collins 1992). En los siguientes afios se
desarrolld la técnica de clonacidn posicional, con la que no era necesario saber la base
bioguimica de una enfermedad para encontrar los genes responsables, si no que analiza la
funcién de un gen mediante la creacion de mutaciones (SNPs) y evaluando las frecuencias

alélicas en familias afectadas (Lander & Schork 1994). De manera que los investigadores
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se concentraron en evaluar estas diferencias con el fin de hacer mapas genéticos y evaluar
los patrones de herencia de los alelos mediante RLFP. De los estudios antes mencionados
en los que se analizan secuencias de DNA para encontrar mutaciones, han sido estudiados
muchos de ellos. El nimero de individuos que se requieren para tener una asociacién
significativa entre un SNP y una condicién patoldgica depende de muchos factores como
la frecuencia de la enfermedad, la proporcion de pacientes portadores del alelo putativo,
la significancia estadistica y el poder de la prueba (McCarthy & Hilfiker 2000). A pesar de
gue estos estudios hicieron que la genética molecular fuera una realidad y dirigio el
mapeo de muchas enfermedades mendelianas, la frecuencia de los polimorfismos dentro
de los RFLP no es suficiente como para hacer estudios de ligamiento (Kruglyak 1997). Son
polimorfismos cuyas frecuencias alélicas son demasiado bajas para tratar de hacer
estudios de asociaciéon. No obstante, es clara la necesidad de seguir estudiando las
variaciones de tipo SNP en poblaciones homogéneas, para ir desenmascarando los genes
mas relevantes para el desarrollo de una determinada enfermedad. Las ventajas que
ofrecen estos estudios son muchas por ejemplo, establecer ciertos SNPs como marcadores
del riesgo a padecer enfermedades y que seran de utilidad en el prondstico, severidad y
extension de una enfermedad, y representan ventajas en el desarrollo de pruebas de

diagndstico y de terapia individualizada (Hassan et al. 2003, McCarthy & Hilfiker 2000).

La idea de que la deteccidn de variaciones genéticas especificas, pudiera servir como
una herramienta diagndstica y predictiva util en la préactica clinica para el manejo de
enfermedades multifactoriales comunes, no es nueva. Una gama relativamente amplia de

variaciones en genes que codifican para citocinas inflamatorias han sido propuestas como
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marcadores de predisposicion y riesgo a diversas enfermedades incluyendo la enfermedad
coronaria (Basso et al. 2002), la artritis reumatoide (Buchs et al. 2001, Jouvenne et al.
1999), el sindrome de Sjogren primario (Hulkkonen et al. 2001), la esquizofrenia (Katila et
al. 1999), la colitis ulcerativa y enfermedad de Crohn (Bioque et al. 1996, Bioque et al.
1995, Hacker et al. 1998, Heresbach et al. 1997, Nemetz et al. 1999, Stokkers et al.
1998), la psoriasis (Cork et al. 1993), la enfermedad de Graves (Blakemore et al. 1995), el
cancer colorectal (Landi et al. 2003), la ateroesclerosis (Jenny et al. 2002) y el lupus
eritematoso (Blakemore et al. 1994). Las citocinas representan una familia de proteinas
solubles reguladoras que intervienen en el crecimiento, migracién, senalizacion vy
diferenciacién de un gran numero de lineas celulares. Dichas proteinas tienen un alto
grado de pleotropia y redundancia; es decir, que varias citocinas pueden contribuir al
desarrollo de la misma funciéon en un determinado tipo celular y como consecuencia; en
ausencia de una determinada citocina, sus funciones pueden ser reemplazadas total o
parcialmente por otras. Esta caracteristica complica tanto la separacion de sus roles
individuales dentro de las respuestas tisulares, como el entendimiento de las
implicaciones funcionales de las variaciones en los genes que las codifican y la
comprensién del fundamento biolégico de las asociaciones que se han establecido entre
dichas variaciones y enfermedades especificas en el ser humano (Hassan et al. 2003). A |a
fecha, algunos estudios han comenzado a abordar este problema describiendo
interacciones complejas entre una gama relativamente amplia de citocinas y las
variaciones genéticas que afectan su expresion (Knight 2005, Peng et al. 2006, Smeltz et

al. 2002). La distribucion de polimorfismos en genes que codifican para citocinas




inflamatorias varia importantemente no soélo entre individuos de diferentes zonas
geograficas sino también entre grupos étnicos dentro una misma region (Hoffmann et al.
2002). Por lo tanto, las asociaciones de polimorfismos genéticos con diversas
enfermedades, reportadas para una poblacién determinada no pueden ser extrapoladas a
otras poblaciones con diferentes caracteristicas genéticas. La informaciéon sobre la
distribucién de frecuencias de polimorfismos que codifican para citocinas inflamatorias en
poblaciones sanas es necesaria y de gran importancia para poder investigar y establecer
las asociaciones de dichos polimorfismos con enfermedades especificas, en particular
cuando dichas asociaciones se analizan utilizando disefios experimentales de casos y

controles.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

México constituye un espectaculo social sumamente diverso que lo hace Unico vy al
mismo tiempo proporciona herramientas abundantes para estudiar la poblacién
constituida en gran parte por una diversidad de etnias (pueblos indigenas) que habitan en
el territorio y que enriquecen de manera importante el patrimonio genético de la
poblacién mexicana. Los pueblos indigenas estdn integrados por mas de 12 millones de
personas, que constituyen mas de la décima parte de la poblacién mexicana (Comision
Nacional del Desarrollo de Pueblos Indigenas 2006a, Comisién Nacional del Desarrollo
de Pueblos Indigenas 2006b), siendo los que mdas aportan en recursos humanos,
naturales, territoriales y culturales, a pesar de estar entre los mas pobres de los

mexicanos.
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En la actualidad, existe un ndmero significativo y creciente de publicaciones que
reportan la distribucién de polimorfismos genéticos en diversas poblaciones del mundo,
sin embargo, la informacién publicada sobre la poblacidn mexicana y sus diferentes

grupos étnicos, continlda siendo limitada.

La comprensién de las diferencias genéticas en nuestro pais, nos dard el poder de
disefiar herramientas terapéuticas y preventivas especificas para el control de
enfermedades en nuestros grupos étnicos y también nos dara la capacidad de comparar
nuestra poblacidn con otras del mundo. Se trata de poder hacer en poblaciones mexicanas
lo que en otras ya ha sido estudiado para establecer con base a investigaciones propias las

aplicaciones especificas para nuestra poblacion.

OBJETIVOS

e 1. Describir la distribucion de frecuencias alélicas y genotipicas de las
variaciones genéticas IL1A:c.-949C>T (rs1800587), IL1B:c.315C>T (rs1143634),
IL1B:c.-583T>C (rs16944), IL1IRN:c.215-516(86)[2_6) (rs2234663), IL6:c.-237C>G
(rs1800795), IL8:c.-352A>T (rs4073), I1L10:c.-627T>G (rs1800872), IL10:c.-854T>C
(rs1800871), 1L10:c.-1117A>G (rs1800896), IL12B:c.*159A>C (rs3212227) vy
LTA:c.-10+90A>G (rs909253), en sujetos mexicanos mestizos (MES) y de 2
denominaciones indigenas (IND): mazahua (MAZ) y huichol (HUI).

e 2. Evaluar las asociaciones de genotipos individuales de las variaciones
genéticas anteriormente descritas con los 3 grupos de estudio.

e 3. Determinar la capacidad de haplotipos complejos para marcar y separar

especificamente a los grupos de estudio.




MATERIALES Y METODOS

DISENO EXPERIMENTAL

La presente investigacidon consistid en un estudio de tipo transversal en el que se
evaluaron muestras de DNA provenientes de un total de 169 sujetos de estudio mexicanos
mestizos (MES, n=133) y de 2 denominaciones indigenas (IND): mazahua (MAZ, n=21) y
huichol (HUI, n=15). Los sujetos fueron examinados en una sola visita en la que se realizé
una evaluacién de su estado de salud general, se registraron los datos clinicos y se
recolecté la muestra. Las muestras de DNA fueron genotipificadas mediante RFLP
(restriction fragment length polymorphism) y/o secuenciacion para determinar la
presencia de alelos y genotipos polimorficos de las 11 variaciones genéticas siguientes:
IL1A:c.-949C>T  (rs1800587), IL1B:c.315C>T (rs1143634), IL1B:c.-583T>C (rs16944),
ILIRN:c.215-516(86)[2_6) (rs2234663), I1L6:c.-237C>G (rs1800795), 1L8:c.-352A>T (rs4073),
IL10:c.-627T>G (rs1800872), 1L10:c.-854T>C (rs1800871), 1L10:c.-1117A>G (rs1800896),

IL12B:c.*159A>C (rs3212227) y LTA:c.-10+90A>G (rs909253).

POBLACION DE ESTUDIO Y CRITERIOS DE SELECCION
Los sujetos incluidos en el estudio fueron seleccionados con base a su origen étnico
y ascendencia, asi como a la ausencia de enfermedades sistémicas, autoinmunes e
infecciosas. La poblacion de estudio consisti6 de un total de 169 sujetos adultos
sistémicamente sanos sin relacidon familiar sanguinea (MES n=133, IND n=36). En la tabla 1

se describen las caracteristicas generales de la poblacién de estudio.




En el caso de los individuos MES, todos los sujetos eran residentes del Distrito
Federal o el area Metropolitana y eran mexicanos por nacimiento con ascendencia de
ambos padres y 4 abuelos nacidos en México. Para los grupos IND, todos los sujetos
fueron nacidos dentro de sus respectivas comunidades indigenas y tenian ascendencia de
ambos padres y 4 abuelos nacidos dentro de la misma comunidad. Los IND MAZ
pertenecian a la comunidad del Municipio de San Felipe del Progreso en el estado de
México y los IND HUI a la comunidad de Guadalupe Ocotan del Municipio de La Yesca en

el Estado de Nayarit.

Los criterios de exclusion incluyeron relacién familiar con otros sujetos de estudio,
embarazo y lactancia, asi como la presencia de enfermedades sistémicas, autoinmunes e
infecciosas incluyendo, entre otras, diabetes, VIH/SIDA, trastornos de la presion arterial,
hemofilia, anemia, leucemia, asma, artritis, alergias, enfermedades inflamatorias

intestinales y padecimientos cardiovasculares.

El propdsito y los procedimientos para el estudio fueron explicados a cada sujeto de
estudio quienes recibieron una copia de la forma de consentimiento informado aprobada
por el comité de ética de la Facultad de Odontologia de la Universidad Nacional Auténoma
de México, en la que se delined explicitamente el protocolo del estudio (Anexo 1). Se
pidid a cada sujeto que firmara dicha forma, con lo cual establecié su deseo voluntario de

participar en el estudio.




EVALUACION CLiNICA
Se realizd una evaluacién clinica general, y se levantd un cuestionario médico y de
antecedentes hereditarios a cada sujeto de estudio. Asi mismo, se registraron mediciones
de estatura, peso, porcentaje de grasa corporal, presion arterial y pulso. Tanto los sujetos
MES como aquellos de las diferentes poblaciones IND fueron evaluados por el mismo

grupo de clinicos.

EVALUACION GENETICA
Se evalud la presencia de alelos y genotipos polimérficos de las 11 variaciones
genéticas que se describen en las tablas 2a, 2b y 3, mediante las técnicas que se resumen

en las tablas 4ay 4b.

Recoleccion y procesamiento de muestras
Se obtuvo una muestra de DNA de cada sujeto de estudio mediante alguno de los

métodos que se describen a continuacion:

Muestras de sangre

Se recolectaron 3 ml de sangre periférica total en un tubo vacutainer de 6 ml, que
contenia 0.4 ml de solucién de citrato acido de dextrosa (ACD). Una alicuota de 200 pl fue
procesada inmediatamente para la extraccion y purificacion de DNA gendmico, el resto de
la sangre fue almacenada en crioviales a -80°C. La extraccion y purificacion de DNA se
realizd utilizando el kit QlAamp™ DNA Blood Mini (Qiagen Inc., Valencia, CA, USA)
siguiendo las instrucciones del fabricante. La cantidad y calidad del DNA obtenido se midio
a partir de 2 pl de cada muestra utilizando el espectrofotometro NanoDrop ND-1000

(Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, DE, USA). El resto de la muestra de DNA




purificado fue almacenada a -20°C hasta su procesamiento para la identificacion de las

variaciones genéticas.

Muestras de células epiteliales de mejilla

En algunos casos, se tomd una muestra de células epiteliales de la mucosa bucal, la
cual fue recolectada utilizando hisopos estériles (Whatman, Clifton NJ, USA) y colocada en
una tarjeta MiniCard FTA (Whatman) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
permitid que la muestra secara sobre la tarjeta a temperatura ambiente durante 1 hora.
Un disco de 2 mm de didmetro fue tomado de la muestra para la deteccién de cada una
de las 11 variaciones genéticas evaluadas, utilizando un Uni-Core punch estéril
(Whatman). Cada disco fue colocado individualmente en un tubo para PCR de 0.2 ml y
procesado para la extraccion y purificacién de DNA gendémico siguiendo las instrucciones

del fabricante.

Deteccion de variaciones genéticas

Los alelos y genotipos de cada variacion se determinaron mediante reacciones
individuales de PCR (polymerase chain reaction) utilizando los métodos que se describen
en las tablas 4a y 4b. Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de 50 pl
utilizando ~150 ng de DNA gendmico purificado, 2.5 unidades de Tag DNA polimerasa
(Biogénica, México, D.F.), 0.2 mM de mezcla de dNTPs (Biogénica), 1 x Tag DNA
polimerasa buffer (10 mM Tris-HCl (pH 9.0 a 25°C,), 50 mM KCl (Biogénica), 1.5 mM MgCl,
(Biogénica), 0.01% gelatina y 1 uM de cada uno de los primers (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA). Las reacciones consistieron de una desnaturalizacion inicial a 94°C durante 4min,

seguida por 35 ciclos de desnaturalizacion a 94°C durante 1 min, alineamiento de primers




durante 1 min a las temperaturas que se indican en las tablas 4a y 4b, y extensién a 72°C
durante 1 min, después de lo cual se realizé una extensidn final a 72°C durante 10 min.
Todos los primers fueron disefiados con base a las secuencias de referencia de cada gen
depositadas en las bases de datos del NCBI (National Center for Biotechnology
Information). Asi mismo, cada primer fue alineado in silico para comprobar su
especificidad, localizaciéon y el tamaiio del fragmento resultante. Para cada corrida de PCR,
se incluyeron controles positivos utilizando DNA de sujetos previamente caracterizados
mediante secuenciacién como portadores de cada uno de los posibles genotipos de cada

variacién, y un control negativo sin templete de DNA.

El analisis de los fragmentos se llevé a cabo con 10 pl de los productos de PCR o
digestion, dependiendo del caso. Se utilizaron geles de TBE en gradiente del 4 al 20%
(Invitrogen), corridos a 200V (10V por cm entre electrodos) como indica el fabricante, en
camaras de electroforesis XCell SureLock™ (NOVEX, Invitrogen). Los geles se tifieron
durante 40 min con SYBR Green | (Molecular Probes, Invitrogen, Eugene, Oregon, USA)
para visualizar las bandas bajo luz ultravioleta (UV Transilluminator 2000, BioRad
Laboratories, Hercules, CA, USA). Se obtuvieron imdagenes digitales de todos los geles
utilizando el sistema de documentacion DigiDoc (BioRad). El analisis del peso molecular de
cada banda se realizé mediante la comparacion con estandares de pesos moleculares

conocidos (Invitrogen) utilizando el programa Quantity One (BioRad).

En el caso de las variaciones que fueron analizadas por secuenciacidon, la
amplificacidon y verificacion de los fragmentos se realizaron como se describié en los

parrafos anteriores. La secuenciacion de los fragmentos fue realizada en los laboratorios




de QIAGEN Genomic Services (Sequencing services, QIAGEN Str. 1, Hilden, Alemania) y los
electroferogramas fueron analizados utilizando el programa Chromas 2.33 (Technelysium

Pty Ltd., Tewantin, Australia).

ANALISIS ESTADISTICO DE DATOS

La distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas de las 11 variaciones
genéticas evaluadas fue calculada para cada uno de los grupos de estudio mediante
conteos directos. Las frecuencias de alelos y genotipos individuales fueron comparadas
entre grupos de estudio considerando a cada poblacién IND de manera independiente y
en conjunto como un grupo general de IND. Las comparaciones entre grupos se realizaron
mediante la prueba no-paramétrica U de Mann-Whitney (MW). Asi mismo, se buscaron
las asociaciones de alelos y genotipos individuales con los diferentes grupos de estudio
utilizando la prueba exacta de Fisher (F) y se estimaron los indices de riesgo mediante la
razon de momios (RM) comun de Mantel-Haenszel (MH) utilizando intervalos de confianza

al 95% (1C95%).

Siguiendo un enfoque multidisciplinario y menos ‘tradicionalista’ de exploracién y
analisis de la informacién genética, se disefié un modelo matematico con el fin de
identificar los haplotipos polimdrficos que pudieran asociarse con y separar a los grupos

de estudio, como se describe a continuacion:

Desde una dptica analitica matematica, la cantidad de haplotipos que pueden llegar
a producirse considerando los diferentes genotipos de las 11 variaciones evaluadas,

rebasa las 354,000 posibilidades. Evidentemente no todas existen en la realidad; sin




embargo, el conjunto de haplotipos presentes, considerando variantes con dos, tres,
cuatro, cinco y mas genotipos, representa aln un nimero demasiado elevado de opciones
para hacer los andlisis factibles. Cuando este problema es atacado mediante la seleccién
inicial de genotipos individuales que muestran una alta correlacidon con el fendmeno de
interés (en este caso, el grupo de estudio) y a partir de ellos iniciar la generacion de
haplotipos, se corre el riesgo de omitir aquellas combinaciones relevantes en las cuales
puede estar presente mds de un genotipo con correlaciones individuales poco
significativas. Por esta razén, el problema de identificacion de haplotipos polimdrficos se
ataco sin descartar ninguno a priori, para tal efecto, se utilizdé la técnica estadistica

conocida como analisis de vinculos®.

Para conducir este analisis se conceptualizd al genotipo presente para cada una de
las 11 variaciones como el evento a ser vinculado, en este caso, por su portador. Los datos
fueron separados en dos conjuntos, uno con la informacion de MES y otro con la
informacién de IND, los cuales fueron estudiados de manera independiente para que la
deteccion de haplotipos presentes en el grupo de MES o de IND se mantuviera libre de
influencias cruzadas. En la busqueda de asociaciones se contemplaron los casos de
haplotipos (combinaciones) con hasta seis genotipos individuales, encontrandose en la

practica que la combinacién relevante mas extensa soélo fue de cinco, lo cual revel6 que

1 En el andlisis de vinculos se busca detectar eventos que condicionan o favorecen la existencia de otros.
Cuando un evento ocurre con mayor frecuencia ante la presencia de uno o mas eventos combinados, se
dice que se presenta una regla de asociacién entre ellos. Para que la regla de asociacion sea relevante,
se requiere que se cumplan al menos un par de supuestos: a) que la regla se presente en un niumero
suficiente de casos (soporte de la regla) para descartar que se trata de una singularidad y b) que el
evento en cuestion ocurra predominantemente en conjunto con otros eventos y no so6lo de forma
aislada (confianza de la regla).
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combinaciones de siete genotipos o mas, si bien parecen atractivas, en realidad sélo

representan singularidades.

Los haplotipos detectados para MES e IND fueron analizados en principio para
identificar cuales aparecieron en ambos grupos. Cabe sefialar que existieron algunos
haplotipos que permitieron marcar a un grupo, y de manera complementaria también al
otro. Esto explica porqué fue posible captar ciertos haplotipos en ambos grupos al
explorarlos de manera independiente; sin embargo, no puede generalizarse que todo
haplotipo sera bidireccional debido a los errores condicionales inherentes en la

identificacion de cada grupo.

Para todos los haplotipos detectados se procedid a calcular su nivel de riesgo
mediante la razén de momios, su nivel de separacién de Kolmogorov-Smirnov (KS), su
potencia de discriminacién global (capacidad predictiva) y su habilidad para identificar
cada grupo (precision individual). De manera complementaria a la precisiéon individual, se
obtuvieron los errores tipo | y tipo Il asociados. De particular importancia fue la potencia
de discriminacién global ya que ella nos brindd el valor esperado de aciertos como
marcador genético, pero fue también importante que las precisiones individuales
estuvieran balanceadas. Por esto, la seleccidén de haplotipos se realizé creando un espacio
de clasificacion definido por la precision individual para marcar al grupo IND versus la
potencia de discriminacion global, a saber: p(GR|i=1) vs. PG. En este sentido, la funcién
descrita por el producto de dichas variables [Z=p(GR|i=1)PG] es una excelente referencia
para ordenar los haplotipos de acuerdo a su habilidad para marcar a la poblacién de

interés siendo ésta una medida de cobertura. Los mejores haplotipos en este sentido,




fueron seleccionados en base a su potencia de discriminacién global y al buen equilibrio
entre las precisiones individuales en cada grupo, es decir, se seleccionaron aquellas reglas

gue mostraron el mejor compromiso entre ambas variables.

Se considerd entonces al conjunto de haplotipos seleccionados como una plantilla
de opciones y, bajo un modelo aditivo, se consideréd 6 como una variable discreta con
dominio [0, x] que cuantificd las combinaciones de la plantilla presentes en un individuo
dado. De esta forma, entre mas grande fuera o6, mayor certeza se tuvo en la calificacion de
ese caso como un IND; por otra parte, mientras mas pequefio fuera ¢ o inclusive si fuera
igual a cero, mayor certeza se tuvo en la calificacion de ese caso como un MES. Dicho
modelo fue aplicado a toda la poblacién, encontrdndose las frecuencias relativas
acumuladas. Asi mismo, se establecié un punto de corte en ¢ para que actuara como
limite en la calificacién en un sentido o en el otro. El estadistico Dys (Kolmogorov-Smirnov)
para medir la separacién entre las funciones de densidad de probabilidad acumulada o en
su defecto entre las frecuencias relativas acumuladas, fue el punto de partida para elegir
la regidon de corte. Se establecid el punto de corte en el nivel donde se lograra el maximo

nivel de acierto con el nivel de error mas bajo aceptable.
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RESULTADOS

La distribucién de 11 variaciones en genes que codifican para citocinas pro y anti
inflamatorias fue evaluada y comparada considerando alelos y genotipos individuales, asi
como haplotipos polimérficos en 169 individuos sistémicamente sanos y sin relaciéon

familiar, mexicanos MES e IND de 2 denominaciones.

DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS ALELICAS Y GENOTIPICAS INDIVIDUALES
(OBJETIVO 1)

La distribucion de frecuencias de alelos y genotipos individuales para las 11
variaciones estudiadas se sintetiza en la tabla 5. Las estadisticas comparativas, de
asociacion y las estimaciones de riesgo para cada alelo y genotipo individual en las
comparaciones MAZ vs. HUI, MAZ vs. MES y HUI vs. MES, se presentan en las tablas 6a-6c.
Todos los genotipos conocidos de cada una de la variaciones, fueron identificados en uno
o mas de los grupos de estudio exceptuando aquellos que incluian los alelos IL1IRN:c.215-
516(86)[3] y IL1RN:c.215-516(86)[6] de la variacién de tipo VNTR IL1RN:c.215-

516(86)[2_6].

No se detectaron diferencias estadisticamente significativas entre los 2 grupos IND
(comparacion MAZ vs. HUI) para ninguno de los alelos o genotipos individuales. En total,
18 alelos (n=8) y/o genotipos (n=10) individuales de 7 de las 11 variaciones genéticas
evaluadas, mostraron diferencias estadisticamente significativas (prueba U de Mann-
Whitney) en la frecuencia de portadores, cuando se compard a cada uno de los grupos IND

con el grupo de MES (comparaciones MAZ vs. MES y HUI vs. MES, tablas 6a-6c¢). Sin




embargo, Unicamente 9 de dichos alelos (n=3) y/o genotipos (n=6) individuales,
presentaron ademas, asociaciones significativas con alguno de los grupos IND (prueba
exacta de Fisher) y mostraron relevancia (razén de momios), asi como significancia

(prueba de Mantel-Haenszel) para marcar a alguno de los grupos IND del grupo MES.

Los alelos y genotipos individuales que fueron relevantes y significativos tanto en la
comparacion MAZ vs. MES como en HUI vs. MES, fueron IL8:c.[-352A], LTA:c.[-10+90A],
IL8:c.[-352AT], IL10:c.[-627GG], IL10:c.[-854CC] y LTA:c.[-10+90AA]. Unicamente en la
comparacion MAZ vs. MES, fueron relevantes y significativos los genotipos I1L1B:c.[315CC]
IL1B:c.[-583[CC], y en la comparacion HUI vs. MES el alelo I1L10:c.[-1117G]. En ninguna de
las comparaciones entre grupos se detectaron diferencias significativas en la frecuencia de
alelos o genotipos individuales de las variaciones IL1A:c.-949C>T, IL1RN:c.215-516(86)[2_6],

IL6:c.-237C>G e IL12B:c.*159A>C.

ASOCIACION DE GENOTIPOS INDIVIDUALES (OBJETIVO 2)

Debido a que no se detectaron diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos IND incluidos en el estudio (MAZ y HUI), y a que cada uno de dichos grupos
presentd diferencias significativas en comparacién al grupo MES. En los andlisis que se
describen a continuacion los individuos MAZ y HUI fueron incluidos en un solo grupo

descrito en el texto como “Indigena” o “IND” (n=36, tabla 1).

En la figura 1 se presentan las frecuencias genotipicas individuales de las 11
variaciones genéticas evaluadas en los grupos MES e IND. Al analizar los datos

considerando a individuos MAZ y HUI dentro de un solo grupo, los genotipos individuales




para los cuales se detectaron diferencias estadisticamente significativas en comparacién al
grupo de MES, asi como asociaciones relevantes con el grupo de IND fueron
IL1B:c.[315CC], IL1B:c.[-583CC], IL8:c.[-352AT], IL10:c.[-627GG], IL10:c.[-854CC] y LTA:c.[-

10+90AA].

Cabe senalar, que con excepcion del genotipo IL1B:c.[-583CC], todos los genotipos
individuales que mostraron asociaciones relevantes con el grupo IND, estuvieron también
positivamente asociados con los grupos MAZ y HUI en los analisis en los que estos dos

grupos fueron evaluados individualmente.

EVALUACION DE HAPLOTIPOS COMPLEJOS (OBJETIVO 3)

Utilizando los métodos descritos en el inciso de analisis estadisticos de datos en la
seccion de Material y Métodos, se detectaron 324 haplotipos distintivos para el grupo
MES y 422 para el grupo IND (figura 2). Al analizar dichos haplotipos se determiné que 79
de ellos fueron relevantes para ambos grupos. La figura 2 representa el universo de los
haplotipos que fueron encontrados después de eliminar el efecto de multiplicidad vy

redundancia.

La figura 3 ilustra la distribucidn de los 667 haplotipos detectados, de acuerdo a su
habilidad para marcar a la poblacién de interés (IND). Dicha habilidad esta representada
por el tamano de las burbujas en el grafico. Los mejores haplotipos fueron identificados en
la region cercana al cuadrante superior derecho debido a que presentaron valores en las

abscisas cercanos en magnitud a los valores identificados en las ordenadas. Bajo este




criterio fueron seleccionados 10 haplotipos, los cuales se encuentran marcados dentro de

la elipse punteada en la figura 3.

En la figura 4 se presentan los resultados de las estadisticas para cada uno de los 10
haplotipos seleccionados en cuanto a su habilidad para marcar al grupo IND. Las
estimaciones de riesgo (razon de momios, RM) para cada haplotipo variaron entre 2.0 y
9.0. Asi mismo, el grupo IND presentd un mayor porcentaje de portadores de todos los
haplotipos que el grupo MES. Las diferencias en el porcentaje de portadores entre dichos
grupos (Dmax) Variaron entre 16.7% y 50.0%. Cabe sefialar que la composicién de los 10
haplotipos seleccionados, incluyd genotipos de 8 de las 11 variaciones genéticas evaluadas
incluyendo IL1A:c.[-949CC], IL1B:c.[315CC], IL1RN:c.215-516(86)[4]+[4], IL8:c[.-352AT],
IL10:c.[-627TT], IL10:c.[-854TT], IL10:c.[-1117AG] e IL12B:c.[*159AC]. Ocho de los 10
haplotipos seleccionados estuvieron constituidos por 2 genotipos individuales y 2
haplotipos por 3 genotipos. A pesar de que se encontraron haplotipos relevantes
constituidos por cuatro o cinco genotipos individuales, ninguno de ellos cumplié con los

criterios establecidos para la seleccion final.

Interesantemente, el genotipo IL1B:c.[315CC] formd parte de ocho de los 10
haplotipos seleccionados. Debido a que los haplotipos constituidos por 5 o mas genotipos
individuales representaron, en el mejor de los casos, Unicamente marcadores débiles; y a
que los haplotipos identificados con cuatro y cinco genotipos individuales no resultaron
relevantes para marcar al grupo IND, se considerd que la posibilidad de identificar un
porcentaje significativo de individuos portadores de los 10 haplotipos propuestos eran

altamente improbable. Por lo tanto, se procedid a explorar la pertinencia de la utilizacion




de haplotipos aditivos como marcadores genéticos, utilizando un modelo disefiado

especificamente para este proposito.

El conjunto de los 10 haplotipos seleccionados, fue considerado como una plantilla
de opciones y bajo el modelo aditivo descrito en los textos que anteceden, se tomd o
como una variable discreta con dominio [0, 10]. Al aplicar el modelo aditivo a la poblacidon
de cada grupo de estudio, se encontraron las frecuencias relativas acumuladas que se
describen en la figura 5. El punto de corte en ¢ fue establecido en 4 haplotipos (cuadro
punteado), un nivel previo a la diferencia maxima entre grupos, con el que se obtuvo el
75.0% de acierto, con un nivel de error de 28.6% y una separacidn entre grupos de 46.4%.
En la figura 5, se presenta también de forma grafica la separacién que se produce entre
los grupos de estudio MES e IND, la cual fue resultado de la habilidad del modelo aditivo

basado en la plantilla de los 10 haplotipos seleccionados para marcar al grupo IND.

La figura 4 presenta un resumen de las potencias individuales (sensibilidad y
especificidad), asi como de la potencia global (exactitud) del modelo aditivo propuesto. Se
puede observar que la implementacion de dicho modelo-aditivo; en el que se considera
como marcador la presencia de 4 o mds haplotipos de la plantilla de los 10 seleccionados y
no alguno de ellos de forma individual, permite contar con un marcador genético para el
grupo IND con valores altos de sensibilidad, especificidad y exactitud mayores al 71%, asi

como con bajos indices de falsos positivos y negativos del 25.0% al 28.6%.

La figura 4 sintetiza las frecuencias y estadisticas relativas al modelo aditivo

identificado como marcador del grupo IND. La diferencia en el porcentaje de portadores




entre el grupo IND y MES fue de 46.4% (MW p<0.001). Se determind que dicho marcador,
se asociaba significativamente con el grupo IND (F p<0.001), y que presentaba una
estimacion de riesgo significativa de 7.5 (IC95% 3.2-17.4, MH p<0.001). Cabe destacar que
el marcador propuesto, presentd mejores valores estadisticos como marcador del grupo

IND que cualquiera de los genotipos o alelos individuales.




DISCUSION

La trascendencia de dichos polimorfismos genéticos radica en que la susceptibilidad
a enfermedades parece estar influenciada por este tipo de variantes en el genoma
humano (Hassan et al. 2003). El rumbo actual de la ciencia dedicada al estudio de
variaciones genéticas y su papel en el desarrollo de enfermedades, se dirige hacia
optimizar los regimenes de inmunosupresidon en base a los perfiles especificos de
produccién de citocinas presentes en cada paciente (Hoffmann et al. 2002) y a descubrir
estrategias para modificar de manera selectiva genes candidato que influyen sobre la
susceptibilidad a enfermedades comunes, especificamente aquellos genes relacionados
con los procesos inflamatorios (Takashiba & Naruishi 2006). Lo anterior con el objeto de
evitar el rechazo de injertos y trasplantes, asi como la presencia y evolucion desfavorable
de enfermedades inflamatorias, autoinmunes o infecciosas donde se encuentran
involucradas citocinas inflamatorias. Sin embargo, dichas metas se han Vvisto

obstaculizadas por los siguientes factores:

o El elevado numero de variaciones presentes en los genes que codifican para
citocinas inflamatorias en el ser humano, actualmente estimado en mas de 7
millones (Hinds et al. 2005).

e Los complejos y muchas veces redundantes mecanismos mediante los cuales las
citocinas inflamatorias influyen sobre la respuesta inmunoldgica y el desarrollo

de diversas enfermedades.




e las marcadas diferencias en la distribuciéon de frecuencias de polimorfismos en
genes que codifican para citocinas inflamatorias en diferentes grupos étnicos y
zonas geograficas (Hoffmann et al. 2002).

e La dificultad para manejar, analizar e interpretar la gran cantidad de informacién
gue se genera en estudios sobre la prevalencia de polimorfismos genéticos y sus
asociaciones con diversas enfermedades.

Debido a lo anterior, se carece aun de un entendimiento profundo y globalizado de
la distribucidon de tales variantes genéticas y de sus efectos particulares en diferentes
poblaciones del mundo. Por lo tanto, es de gran importancia ampliar la informacién, no
sélo relativa a las asociaciones de polimorfismos con enfermedades especificas, sino
también a su distribucién en poblaciones sanas de diferentes regiones y grupos étnicos

(Kubistova et al. 2006).

Para la década de 1990 el uso de las variaciones del DNA para el mapeo de
enfermedades monogénicas estaba bien establecido, sin embargo muchas enfermedades
comunes parecian ser resultado de la interaccién de muchos genes. En estos casos la
alteracién de un sélo gen puede no ser determinante pero la combinacion de ciertas
variantes si pueden contribuir al fenotipo de la enfermedad en cuestion. Los factores
genéticos podrian ser suficientes para disparar la enfermedad, aunque los factores
ambientales y el estilo de vida suelen ser determinantes (Schafer & Hawkins 1998). Dichas
enfermedades se trasmiten hereditariamente, sin embargo, su transmision no se ajusta a
los patrones Mendelianos de herencia. En la genética Mendeliana, las interacciones entre

genes y factores ambientales de riesgo o microorganismos que dan como resultado un
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determinado fenotipo, son dominadas por los componentes genéticos. Es decir, los genes
de susceptibilidad regulan el efecto de los factores ambientales y microorganismos
haciendo que los eventos que dan inicio a la enfermedad sean mas o menos probables

(Duff 2006).

En México existen ciertas variantes que estan en la poblacidn de mestizos mexicanos
e indigenas que no estan presentes en otras poblaciones del mundo. Es una proporcion
muy pequeia en el genoma que le confiere a los mexicanos rasgos genéticos que parecen
ser unicos de nuestra poblacion. Estamos hablando de alrededor del 1 por ciento de las
primeras 100 mil variables analizadas. Los cientificos del INMEGEN analizaron si las
variaciones de una misma region genética, vecinas de otra variacion en otra region
genética, pueden viajar juntas o no en el DNA, a través de generaciones. Por ello, estos
cambios estan relacionados con el tiempo que tiene una poblacién en el mundo, es decir,
con su ancestria. Por ejemplo, en poblaciones de origen africano estas correlaciones
matemadticas son bajas, es decir, hay pocas variaciones genéticas que siempre viajen
juntas, por el contrario, en los africanos estas variaciones estan revueltas, pues a lo largo
de miles de generaciones se han combinado genéticamente, por ello son poblaciones muy
diversas. En contraste, en las poblaciones mexicanas se observa un comportamiento
distinto frente a otras poblaciones. La distribucion de polimorfismos en la poblacion
parece estar relacionada con sub-regiones especificas y se piensa que dicha diferencia
genética es el reflejo de la historia étnica particular (Kubistova et al. 2006). Al respecto, la

poblacién mexicana es un modelo de estudio potencial, particularmente util debido a la




diversidad y nimero de etnias bien definidas, asi como a las caracteristicas muchas veces

contrastantes de las mismas (Instituto Nacional de Medicina Genémica).

Se ha publicado que el grupo poblacional de mayor heterocigocidad es el africano y
el de menos heterocigocidad es el zapoteco. Las poblaciones mestizas, dependiendo la
region, muestran diferentes niveles que van de menor heterocigocidad, en los estados de
Guerrero y Veracruz, y el de mayor heterocigocidad es Sonora por su componente
indigena reducido. Estos resultados permiten observar, de manera inicial, que esta
variabilidad podria ser mayor al 1 por ciento que tenemos hasta ahora. Es importante
realizar experimentos dirigidos a buscar este tipo de variabilidad porque se puede
identificar la susceptibilidad a enfermedades o determinar las variables genéticas que
estan detras de nuestros rasgos y caracteristicas. De esta informacion estan surgiendo
lineas de investigacion futura en colaboracién con antropdélogos para la evaluacién del
genoma con otro tipo de marcadores genéticos como las variantes de cromosoma “Y” y el
DNA mitocondrial, para evaluar linaje materno y paterno en la poblacién mexicana.
Finalmente un proyecto de aplicacidon biomédica nos proporciona datos sobre la historia y
la antropologia de México revelando la huella genética de nuestra historia y el
conocimiento generado es de utilidad en el mundo para hacer estudios genéticos de

enfermedades.

Los polimorfismos de tipo SNP (variaciones en un solo nucleétido) tienen 2
posibilidades de presentacion definidas en la mayoria de los casos como alelos 1y 2. La
posibilidad definida como alelo 1 (A1), suelen referirse a la ausencia de cambio en el

nucledtido especifico, es decir, a la presentacion considerada como “normal” la cual, rara




vez se asocia con la susceptibilidad y predisposicién a enfermedades. En contraste, los
nucledtidos definidos como alelo 2 (A2), se refieren a aquellos que presentan una
variacion en la secuencia tipica y son los que generalmente se asocian con enfermedades
especificas cuando se trata de polimorfismos funcionales. Para identificar algunos factores
genéticos que interactuan con el medio ambiente e investigar los efectos sobre la salud
humana, unos investigadores utilizaron una estrategia de bioinformatica que acopla la
deteccién de la expresion de factores de transcripcidn sensibles al medio ambiente con
polimorfismos para predecir locus genéticos que modulan la respuesta transcripcional en
ambientes estresantes. En los estudios de validacidon in vivo confirmaron que existen
vinculos entre las condiciones sociales adversas y el aumento de la transcripcién en los
genes blanco de GATA1 localizados en tejido neuronal, el sistema inmune y las células
cancerosas. La identificacion de la activacién de B-adrenérgicos de GATA1 como una via
molecular por el cual la adversidad social puede alterar la salud humana de manera
selectiva en funcién del estado genético individual en el gen de IL6 (Cole et al. 2009) es un
hallazgo interesante para observar el papel de una de las proteinas que evaluamos y que
parecia sumamente especifica del proceso inflamatorio, sin embargo se constata con la
anterior investigacién que existen relaciones entre las variaciones y las proteinas que son
mas complejas de lo que creiamos, ademds podemos vislumbrar que el medio ambiente
es un factor determinante del desarrollo de enfermedades, asi como de la diversidad
entre los humanos y sin lugar a duda también entre sus poblaciones. Otra enfermedad es
la epilepsia la cual afecta aproximadamente a un 3 por ciento de la poblacion general, es

una enfermedad compleja donde al menos 11 genes han sido asociados a la epilepsia
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humana y 50 genes mas se han identificado en modelos animales. Las interacciones de los
genes con el medio ambiente pueden hablar de la susceptibilidad a la epilepsia y de la
respuesta a los farmacos antiepilépticos. Los pensamientos de Darwin sobre la evolucién
son relevantes para comprender estas interacciones contribuyendo al desarrollo de los
nuevos tratamientos y la prevencion de enfermedades crénicas, como la epilepsia (Scorza

et al. 2009) u otras de similar etiologia.

Se ha demostrado que los polimorfismos funcionales en genes que codifican para
citocinas inflamatorias y sus receptores, juegan un papel particularmente importante en la
patogenia de enfermedades complejas y multifactoriales comunes (Bidwell et al. 1999,
Costeas et al. 2003, Knight 2005, Meenagh et al. 2002, Trejaut et al. 2004). Considerando
por una parte, que la patogenia de las enfermedades inflamatorias e infecciosas involucra
una extensa gama de citocinas inflamatorias; y por la otra, la compleja y redundante
regulacion de las cascadas de produccidon de dichas citocinas durante los procesos
inflamatorios, es improbable que una o dos variaciones genéticas individuales, tengan un
efecto representativo de la complejidad de dichos procesos, influyendo cualitativa y/o

cuantitativamente sobre los mismos.

La diversidad genética entre poblaciones, razas y grupos étnicos humanos ha sido un
tépico de intensa investigacion durante las tres ultimas décadas. En la actualidad, existe
un interés particular por estudiar el papel conjunto de las variaciones genéticas y los
factores ambientales de riesgo, en la etiologia y susceptibilidad a ciertas enfermedades en
diferentes poblaciones (Hassan et al. 2003). Se reconoce que la frecuencia de variaciones

genéticas, puede diferir significativamente entre poblaciones, zonas geograficas y/o




grupos étnicos (Hoffmann et al. 2002). El reconocimiento de las diferencias genéticas
entre grupos similares de seres humanos, es importante para poder disefiar y crear mapas
de asociacion donde se pueda relacionar a las variaciones genéticas con enfermedades
que afectan de manera particular a determinadas poblaciones (Hassan et al. 2003). Se ha
demostrado que incluso dentro de una misma poblacién, las frecuencias alélicas y
genotipicas de variaciones, pueden ser notablemente diferentes. La distribucién de
variaciones en la poblacion parece estar relacionada con sub-regiones especificas y se
piensa que dicha diferencia genética es el reflejo de la historia étnica particular (Kubistova
et al. 2006). En este sentido, es importante sefialar que en los textos del presente trabajo,
se hace referencia a la poblacién incluida en el estudio indistintamente como “poblacion
mexicana” o “poblacién de mestizos mexicanos”. Considerando que todos los sujetos
incluidos en el estudio fueron seleccionados con base a que eran mexicanos tanto por
nacionalidad como por nacimiento, y que sus padres y por lo menos dos de sus abuelos
también lo eran, los términos anteriores no son imprecisos. Sin embargo, cabe destacar
que la mayoria de los sujetos incluidos en el estudio eran originarios del Distrito Federal y
area Metropolitana. Por lo tanto, a pesar de que es correcto referirse a la poblacion
evaluada como una “poblacidn mexicana” o “poblacion de mestizos mexicanos”, los
alcances del presente estudio, no permiten garantizar que los resultados sean
representativos de mestizos mexicanos en todas y cada una de las regiones geograficas

del pais.

Para el estudio de la distribucion de polimorfismos genéticos, los grupos étnicos

seleccionados en el presente estudio, resultan particularmente interesantes. Nuestros




resultados, revelan que las poblaciones indigenas estudiadas tienden a presentar
frecuencias mas altas de los genotipos homocigoticos de Al (1/1) que el grupo de
mestizos, para la mayor parte de los polimorfismos evaluados incluyendo IL-1B+3954
(C>T), IL-1RN Int. 2 (86bp VNTR), IL-1B-511 (C>T), TNF-B+252 (A>G), IL-6-174 (G>C), IL-10-
592 (C>A), IL-10-1082 (G>A) e IL-10-819 (C>T). En estudios de asociacién con
enfermedades, estds poblaciones ya caracterizadas podrian servir como buenos grupos
control al ser contrastados con poblaciones en las que se sabe que variaciones especificas
de ciertos genes, asociadas con alguna enfermedad en particular, se presentan con mayor

frecuencia.

Una de las mayores dificultades que se presentan en la exploracion de los datos
derivados del estudio de variaciones genéticas y sus asociaciones con enfermedades, es la
de vincular la informacidon de mdultiples alelos y genotipos de un nimero extenso de
variaciones, asociandolos no sélo con estados patoldgicos sino también con los posibles

efectos funcionales de tales genotipos complejos.

Se calcula que en el genoma humano existen entre 7 y 10 millones de variaciones de
tipo SNP de los 3 billones de nucledtidos que contiene (Hinds et al. 2005). También se
tiene el acceso a métodos eficientes y de bajo costo para la genotipificacidon de variaciones
genéticas de tipo SNP y por lo tanto se ha conducido a la identificacién de un numero
elevado de dichas variaciones en el genoma humano; asi como a un vertiginoso desarrollo
y publicacion de una multitud de métodos para determinar las asociaciones de dichas
variaciones con enfermedades especificas. A la fecha, la cantidad y complejidad de los

datos generados en este tipo de estudios, ha excedido por mucho a la presentacion de




propuestas de modelos de analisis para procesar e interpretar adecuadamente dicha
informacién. Por lo tanto, la mayoria de los estudios contindan utilizando modelos
relativamente simples y limitados de analisis de datos, reportando generalmente sélo la
frecuencia de portadores de alelos o genotipos de variaciones individuales como
fendmenos independientes de otras variaciones en el mismo o en diferentes genes
(Greisenegger et al. 2003, Mohlig et al. 2004, Morahan et al. 2002, Padovani et al. 2000,
Rasmussen et al. 2000, Vendrell et al. 2003, Walston et al. 1999). A pesar de esto, la
tendencia en estudios recientes es reportar alelos o genotipos combinados; sin embargo,
los estudios que han llevado esto acabo, generalmente incluyen Unicamente un numero
muy limitado de variaciones en sus analisis (Fernandez et al. 2005, Karahan et al. 2005,
Nibali et al. 2009, Schulz et al. 2008, Yang et al. 2005). La complejidad en los datos
generados en este tipo de estudios, obliga a las ciencias bioldgicas a adoptar estrategias
multidisciplinarias de mayor alcance que faciliten el disefio de modelos matematicos y
estadisticos nuevos que sirvan como herramientas utiles, que permitan para procesar,
analizar e interpretar con mayor rapidez y eficiencia la informacidon generada. Esto
permitird evaluar e identificar en el corto plazo, la relevancia de marcadores genéticos
especificos en la susceptibilidad, desarrollo, prondstico y tratamiento de enfermedades
(Marquez Pinero 1995). En este sentido, el presente estudio describe no sélo la
distribucién de frecuencias de 11 polimorfismos en genes que codifican para citocinas
inflamatorias en grupos de mexicanos mestizos e indigenas sanos, sino que también
presenta el disefio y uso de un novedoso modelo matematico disefiado para identificar

perfiles genéticos polimdrficos que pudieran estar asociados con y/o separar a, grupos




dentro de poblaciones en estudios de tipo caso-control, asi como a etnias en estudios

poblacionales.

En un articulo publicado en la revista Proceedings of the National Academy of
Sciences (PNAS) se demuestra que la selecciéon natural sigue operando en los humanos
contemporaneos, pudiendo predecir futuros cambios evolutivos para caracteristicas
especificas médicamente significativas y también se pueden hacer predicciones a corto
plazo sobre el futuro de nuestra evolucién, y sobre rasgos determinados. Aunque con el
paso del tiempo los avances en la medicina han mejorado el nivel de vida de los seres
humanos, nuestra especie sigue sometida a las fuerzas de la seleccion natural, por lo que
la idea de que la seleccién natural ha dejado de funcionar en los humanos porque ahora
somos mejores al mantener a la gente viva es completamente falsa. Los resultados de la
investigacion han demostrado, por otra parte, que los humanos evolucionamos al mismo

ritmo que otras formas de vida del planeta (Byarsa et al. 2009). 1-5

La genética humana puede contribuir a los estudios de genética poblacional o
analisis de migraciones aunque el objetivo es buscar su aplicacién en investigacion clinica
y biomédica (Marquez Pifiero 1995). Por ejemplo, en la reduccién de costos en
investigacion, haciendo una seleccion inteligente de qué variantes genéticas se deben
incluir en los estudios clinicos, a su vez puede acelerar el desarrollo de proyectos para
entender las bases genéticas de las enfermedades en los mexicanos y a mejorar el andlisis
de los resultados. Se puede utilizar esto como un mecanismo para dar prioridad o no a
ciertas dreas de investigacidon en nuestro pais, porque claramente encontraremos cudles

son nuestros problemas genéticos. Tenemos razones para celebrar: la obtencion del mapa




genético de la poblacidn mexicana el cual permitira el desarrollo de tratamientos médicos
preventivos y terapéuticos mas individualizados ya que se basaran en las variaciones
genéticas que nos hacen propensos a enfermedades. Los resultados obtenidos seran
ampliamente satisfactorios y todavia se enriquecerdn en el corto y mediano plazo

(Instituto Nacional de Medicina Genémica).

El acceso a marcadores genéticos especificos de poblaciones humanas puso en
conjuncién dos tipos de componentes poblacionales, el étnico y el genético. La obtencion
del mapa gendmico de la poblacién mexicana ha reiniciado el debate en algunos sectores
de la sociedad respecto al mal uso que pudiera hacerse de analisis genéticos
personalizados, por ejemplo, al contratar algin seguro, buscar un empleo o solicitar la
inscripcion de un alumno en alguna escuela, es decir que, la informacién genética
obtenida sea usada para fines politicos o de discriminacion e inclusive que se promueva el
racismo, el debate se inicia al observar los perjuicios mas que la utilidad o el beneficio que
puede acarrearle a nuestra poblacion. Definitivamente, se teme a la discriminacién,
estigmatizacion y mal uso de la informacion genética (Chomali et al. 1999, Sabatti 2003,

Varmus 2003, Yaifez Pareja 1997).

El acceso a informacidn proveniente de sistemas genéticos genera una serie de
interrogantes éticos y la posibilidad de enfrentamos al riesgo de la utilizacion de este tipo
de informacién en la racionalizacién de prejuicios étnicos o raciales. El analisis genético
relacionado con enfermedades es delicado y se discute en todo el mundo para sopesar los

beneficios y las potenciales implicaciones negativas. Sin embargo, la correspondencia




entre la ética y la genética, debido a la historia particular de contactos interétnicos y

mezcla génica entre las poblaciones humanas, cada dia se confunde mas.
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CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados de los andlisis estadisticos realizados, se presentan las
conclusiones que atafien de manera particular a cada uno de los objetivos del presente

estudio.

DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS ALELICAS Y GENOTIPICAS INDIVIDUALES
(OBJETIVO 1)

Todos los genotipos conocidos de cada una de la variaciones, fueron identificados en

uno o mas de los grupos de estudio exceptuando aquellos que incluian 2 alelos de la

variacion de tipo VNTR IL1RN:c.215-516(86)[2_6].

Mientras que se pudieron detectar alelos y genotipos individuales que fueron
relevantes y significativos tanto para la comparacién MAZ vs. MES como en la de HUI vs.
MES, también se encontraron comparaciones que fueron exclusivas de MAZ vs. MES y HUI
vs. MES, por otro lado se presentan comparaciones entre los grupos donde no se

detectaron diferencias significativas para 3 de las variaciones estudiadas.

No se detectaron diferencias estadisticamente significativas entre los 2 grupos IND
(comparacion MAZ vs. HUI) para ninguno de los alelos o genotipos individuales por lo que

ambos es incluyeron en un solo grupo IND.

ASOCIACION DE GENOTIPOS INDIVIDUALES (OBJETIVO 2)
Al analizar los datos considerando a individuos MAZ y HUI dentro de un solo grupo,

se localizaron genotipos individuales para los cuales se detectaron diferencias




estadisticamente significativas en comparacién al grupo de MES, asi como asociaciones

relevantes con el grupo de IND.

A excepcidon del genotipo IL1B:c.[-583CC], todos los genotipos individuales que
mostraron asociaciones relevantes con el grupo IND, estuvieron también positivamente

asociados con los grupos MAZ y HUI cuando los grupos fueron evaluados individualmente.

EVALUACION DE HAPLOTIPOS COMPLEJOS (OBJETIVO 3)
Utilizando el modelo estadistico antes descrito, se detectaron 324 haplotipos
distintivos para el grupo MES y 422 para el grupo IND. Al analizar dichos haplotipos se
determiné que 79 de ellos fueron relevantes para ambos grupos y Unicamente 10

haplotipos fueron seleccionados como marcadores del grupo IND

Ocho de los 10 haplotipos seleccionados estuvieron constituidos por 2 genotipos
individuales y 2 haplotipos por 3 genotipos. A pesar de que se encontraron haplotipos
constituidos por cuatro o cinco genotipos individuales, ninguno resulté relevante para

marcar al grupo IND.

Al explorar la pertinencia de la utilizacién de haplotipos aditivos como marcadores
genéticos utilizando un modelo disenado especificamente para este propdsito se
encontraron 4 haplotipos con la habilidad para marcar al grupo IND, lo que nos permite

asegurar que contamos con un marcador genético para el grupo IND altamente eficiente.

CONCLUSION FINAL-APLICACIONES
La determinacién de las distribuciones de frecuencias alélicas y genotipicas de

variaciones genéticas en diferentes poblaciones del mundo, asi como en diversos grupos




raciales y étnicos dentro de regiones geograficas particulares, es especialmente
importante para garantizar una correcta interpretacion de los resultados de estudios en
los que se buscan asociaciones entre dichas variaciones y procesos patoldgicos

especificos.

La comprensién de las diferencias genéticas en nuestro pais, nos dard el poder de
disefiar herramientas terapéuticas y preventivas especificas para el control de
enfermedades en nuestros grupos étnicos y también nos dara la capacidad de comparar

nuestra poblacién con otras del mundo.

Por otra parte, el modelo matematico y estadistico aqui descrito, desarrollado para
identificar y evaluar haplotipos aditivos complejos, permitié identificar un perfil genético
polimdrfico caracteristico de las poblaciones indigenas. Dicho perfil, representa una forma
novedosa y dindmica de conceptualizar a los marcadores genéticos de susceptibilidad y
riesgo a enfermedades, al permitir la discriminacidn y asociacion con una determinada

poblacién, permitiendo la separacién genética entre grupos.
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TABLAS

Tabla 1. Caracteristicas generales de la poblacién de estudio (n=169).

Edad (afios)

Género (% de mujeres)
Estatura (m)

Peso (kg)

indice de masa corporalt

Fumadores actuales (%)

25.1
23.3

Mestizo (n=133)

Media DE*t
335 122
57.1
161 0.11
65.8

16.3 35.2-123.5

5.1

Rango
18-75

1.39-1.86

15.2-43.8

Indigena* (n=36)

Media DEt Rango
409 133 21-73
77.8
1.58 0.11 1.40-1.80
65.1 13.7 35.2-85.0
253 4.8 15.2-30.9

13.9

Mazahua (n=21)

Media DEt Rango
399 11.0 22-73
85.7
155 0.13 1.40-1.80
68.4 9.2 59-85
27.1 2.2 25.5-30.9

14.3

* Incluye los grupos indigenas mazahua y huichol. + Desviacion estandar. 3 IMC=Peso (kg)/Estatura? (m).

Huichol (n=15)
Media DEt
42.4 164 21-72

Rango

66.7

1.61 0.09 1.45-1.72
62.8 16.1 35.2-83.4
242 5.6 15.2-30.9

13.3




Tabla 2a. Descripcion de las variaciones genéticas evaluadas.

IL1A:c.-949C>T

1D de referencia en NCBI
dbSNP (rs#)

ID del Lab. GM UNAM en

NCBI dbSNP (ss#)

Version NCBI (Build) 130

rs1800587

NA

NM_000575.3:c.-949C>T

NT_022135.15:8.2250883G>A
NG_008850.1:8.5012C>T

Nomenclatura

IL1A:c.-949C>T
IL1A:g.2250883G>A

Abreviacion

Sinénimos IL1A-889
Clase SNP
Tipo No-codificante

Localizacién Exén 1 (5'UTR)

Posicion en cromosoma ERERELREXN

Posicion en contig 2,250,883

Posicion en mRNA

Posicion en codén

Posicion en proteina

Aminoacidos

AAATTCTTTA ATAATAGTAA

Secuencia 5' (30bp)
CCAGGCAACA

Alelos (cm)
CATTGAAGGC TCATATGTAA

AAATCCATGC
Alelo ancestral (Q)

Secuencia 3' (30bp)

IL1B:c.315C>T

rs1143634

104807662

130

NM_000576.2:c.315C>T
NT_022135.15:8.2298312G>A
NP_000567.1:p.F105F
NG_008851.1:8.8967C>T

IL1B:c.315C>T
I1L1B:g.2298312G>A
IL1B:p.F105F

1L1B+3953

1L1B+3954

SNP

Codificante (sinénima)

Exon 5 (+14)

113,306,861

2,298,313
402

3

105
Phe>Phe

TGTGCTCCAC ATTTCAGAAC
CTATCTTCTT

(c>T)

GACACATGGG ATAACGAGGC
TTATGTGCAC

(C)

IL1B:c.-583T>C

rs16944

104831320
130

NM_000576.2:c.-583T>C
NT_022135.15:8.2302790A>G
NG_008851.1:8.4490T>C

IL1B:c.-583T>C
I1L1B:g.2302790A>G

IL1B-511

SNP
No-codificante

5'cercana al gen

113,311,338

2,302,790
NA
NA
NA
NA

CAGAGGCTCC TGCAATTGAC
AGAGAGCTCC

(T>C)

GAGGCAGAGA ACAGCACCCA
AGGTAGAGAC

(T)

IL1RN:c.215-516(86)[2_6]

rs2234663

NA
130

NM_173841.1:c.215-516ATCCTGGGGAAAGTGAGGGAAATA
TGGACATCACATGGAACAACATCCAGGAGACTCAGGCCTCTAGG
AGTAACTGGGTAGTGTGC(2_6)

IL1RN:c.215-516ATCCTGGGGAAAGTGAGGGAAATATGGACA
TCACATGGAACAACATCCAGGAGACTCAGGCCTCTAGGAGTAA
CTGGGTAGTGTGC(2_6)

ILIRN int2
ILIRN_STR (int 2)
ILIRN (86bp VNTR)
VNTR

No-codificante
Intrén 2 (isoforma 1)
Intrén 4 (isoforma 2)
113,604,577

2,596,029
NA
NA
NA
NA

GCAACACTCC TATTGACCTG
GAGCACAGGT

(ATCCTGGGGAAAGTGAGGGAAATATGGACATCACATGGAACAACA
TCCAGGAGACTCAGGCCTCTAGGAGTAACTGGGTAGTGTGC) 2 a 6

repeticiones (86bp)
ATCCTGGGGA AAGTGAGGGA
AATATGGACA

(4 repeticiones)

IL6:c.-237C>G
rs1800795
NA
130

NM_000600.2:c.-237C>G
NT_007819.16:8.22255603C>
G

I1L6:¢.-237C>G
116:8.22255603C>G

1L6-174

SNP
No-codificante

5'cercana al gen

22,733,170

22,255,603
NA
NA
NA
NA

GCTGCACTTT TCCCCCTAGT
TGTGTCTTGC

(C>G)

ATGCTAAAGG ACGTCACATT
GCACAATCTT

(C)

ID: nimero de identificacion. NCBI: National Center for Biotechnology Information. Lab. GM UNAM: Laboratorio de Genética Molecular, Facultad de
Odontologia, UNAM. SNP: single nucleotide polymorphism. VNTR: variable number of tandem repeats. bp: base pairs. NA: no aplica.
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Tabla 2b. Descripcion de las variaciones genéticas evaluadas (continuacion).

ID de referencia en NCBI
dbSNP (rs#)

ID del Lab. GM UNAM en
NCBI dbSNP (ss#)

Version NCBI (Build)

Nomenclatura

Abreviacion

Sinénimos

Clase

Tipo

Localizacién

Posicién en cromosoma
Posicidn en contig
Posicién en mRNA
Posicién en codén
Posicidn en proteina
Aminoacidos

Secuencia 5' (30bp)
Alelos
Secuencia 3' (30bp)

Alelo ancestral

IL8:c.-352A>T

rs4073

104828688
130

NM_000584.2:c.-352A>T

NT_006216.14:g.3113034A>T

1L8:c.-352A>T
1L8:g.3113034A>T

I1L8-251

SNP

No-codificante
5'cercana al gen
74,824,888

3,113,034

NA

NA

NA

NA

TAAAGTTATC TAGAAATAAA
AAAGCATACA

(A>T)

TTGATAATTC ACCAAATTGT
GGAGCTTCAG

(A)

IL10:¢c.-627T>G

rs1800872

104829939
130

NM_000572.2:c.-627T>G

NT_021877.18:g.464186A>C

I1110:c.-627T>G
1110:8.464186A>C

IL10-592

SNP

No-codificante

5'cercana al gen
205,013,030

464,186

NA

NA

NA

NA

TTTTACTTTC CAGAGACTGG
CTTCCTACAG

(T>G)

ACAGGCGGGG TCACAGGATG
TGTTCCAGGC

(T)

1L10:¢c.-854T>C

rs1800871

104830706
130

NM_000572.2:c.-854T>C

NT_021877.18:g.464413A>G

1L10:c.-854T>C
1L10:8.464413A>G

1L10-819

SNP

No-codificante

5'cercana al gen
205,013,257

464,413

NA

NA

NA

NA

CACTGGTGTA CCCTTGTACA
GGTGATGTAA

(T>C)

ATCTCTGTGC CTCAGTTTGC
TCACTATAAA

(T)

IL10:¢c.-1117A>G

rs1800896

104810155
130

NM_000572.2:c.-1117A>G
NT_021877.18:8.464676T>C

1L10:c.-1117A>G
1L10:8.464676T>C

1L10-1082

SNP

No-codificante

5'cercana al gen
205,013,520

464,676

NA

NA

NA

NA

CAAGACAACA CTACTAAGGC
TTCTTTGGGA

(A>G)

GGGGAAGTAG GGATAGGTAA
GAGGAAAGTA

(A)

IL12B:c.*159A>C

rs3212227

104807663
130

NM_002187.2:c.*159A>C

NT_023133.12:g.3552508T>G

I1L12B:c.*159A>C
1L12B:g.3552508T>G

IL12B+1188

1L12+1188

SNP

No-codificante

Exén 8 (+159), 3' UTR
158,675,528

3,552,508

1188

NA

NA

NA

CAATGATATC TTTGCTGTAT
TTGTATAGTT

(A>C)

GATGCTAAAT GCTCATTGAA
ACAATCAGCT

(A)

LTA:c.-10+90A>G

rs909253

104807664

130

NM_000595.2:¢.-10+90A>G
NT_007592.14:8.22398564A>G
NG_007462.1:g.1964A>G

LTA:c.-10+90A>G
LTA:g.22398564A>G

LTA+252

TNF-B+252

SNP

No-codificante

Intrén 1 (+90)

31,648,292

22,398,564

NA

NA

NA

NA

CTCTGTCACA CATTCTCTGT
TTCTGCCATG

(A>G)

TTCCTCTCTG TTCCCTTCCT
GTCTCTCTCT

(A)

ID: niimero de identificacion. NCBI: National Center for Biotechnology Information. Lab. GM UNAM: Laboratorio de Genética Molecular, Facultad de
Odontologia, Universidad Nacional Auténoma de México. SNP: single nucleotide polymorphism. bp: base pairs. NA: no aplica.




Tabla 3. Descripcion de los genes en los que se localizan las variaciones evaluadas.

IL1A:c.-949C>T IL1B:c.315C>T IL1B:c.-583T>C IL1RN:c.215-516(86)[2_6] IL6:c.-237C>G

ID en NCBI 3552 3553 3553 3557 3569
Version en NCBI (Build) [Ef3e] 36.3 36.3 36.3 36.3
Simbolo IL1IA IL1B IL1B ILIRN IL6
Interleucina 1, antagonista del
receptor (isoforma 1, precursor)
Sinénimos Interferdn, beta 2

Nombre oficial Interleucina 1, alfa Interleucina 1, beta Interleucina 1, beta Interleucina 6

Tipo Codificador de proteina Codificador de proteina Codificador de proteina Codificador de proteina Codificador de proteina
Localizacién chr2ql4 chr2q14 chr2q14 chr2q14.2 chr7p21

Posicién deinicio 113247963 113303808 113303808 113591941 22733343

Posicion de terminacion FNEPEELY:Y] 113310827 113310827 113608064 22738145

Posicién codon deinicio FNEPEVENES 113310277 113310277 113606919 22737717

Tamafio (kbp) 11.48 7.02 7.02 16.12 4.80

IL8:c.-352A>T IL10:c.-627T>G IL10:c.-854T>C IL10:¢c.-1117A>G IL12B:c.¥*159A>C LTA:c.-10+90A>G

ID en NCBI 3586 3586 3586 3593 4049
Versién (Build) 36.3 36.3 36.3 36.3 36.3 36.3
Simbolo L8 I1L10 IL10 IL10 IL12B LTA

Nombre oficial Interleucina 8 Interleucina 10 Interleucina 10 Interleucina 10 Interleucina 12B Linfotoxina alfa

Factor estimulador 2 de células NK
Sinénimos Factor 2 de maduracién de linfocitos citotdéxicos Superfamilia de TNF, miembro 1

IL12 p40
Tipo Codificador de proteina Codificador de proteina Codificador de proteina Codificador de proteina Codificador de proteina Codificador de proteina
Localizacién chr4ql13-g21 chrlg31-q32 chrlq31-g32 chrlg31-q32 chr5¢g31.1-g33.1 chré6p21.3
Posicién deinicio 74825139 205012462 205012462 205012462 158690059 31648072
Posicidn de terminacion QEEYAYEN, 205007571 205007571 205007571 158674369 31650077
Posicion codén deinicio [EXPA 205012403 205012403 205012403 158686368 31649449

4.89 4.89 4.89 15.69 2.01

Tamaiio (kbp) 3.16

ID: nimero de identificacion. NCBI: National Center for Biotechnology Information. kbp: pares de kilobases.
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RFLP

5'-3' secuencia primer-F (m.t. C°)
5'-3' secuencia primer-R (m.t. C°)
Temp. alineamiento (C°)
Tamafio del producto (bp)
Secuencia del producto

Localizacién chr del producto

Enzima de restriccion

Fragmentos de restriccion (bp)

SECUENCIACION

5'-3' secuencia primer-F (m.t. C°)
5'-3' secuencia primer-R (m.t. C°)
Tamafio del producto (bp)
Secuencia del producto

Localizacién chr del producto

IL1A:c.-949C>T

ACTAGGCTGGCCACAGGAATT (62.2)
GTAGAAGAAGGTGTGTGCAAGCC (62.4)
59
190
ACTAGGCTGGCCACAGGAATTataaaagct
gagaaatictttaataatagtaaccaggcaacac
cattgaaggctcatatgtaaaaatccatgecttect
ttctcccaatctccattcccaaacttagecactgge
ttctggetgaggecttacgeatacctcccggGGCT
TGCACACACCTTCTTCTAC

chr2:113259305-113259494

3UBsb 1 37°C 3h
(inactivacién 65°C 20m)

Alelo C: 85+105
Alelo T: 190

TTTATTATTTTTITAGAGATGGGGG (57.0)
CGGGAGGTATGCGTAAGG (59.1)

387
TTTATTATTTTTTAGAGATGGGGGcttcacta
tgttgcccacactggactaaaactctgggectcaa
gtgattgtcctgectcagectectgaatagetggga
ctacaggggcatgccatcacacctagttcatttect

IL1B:c.315C>T

GTTGTCATCAGACTTTGACC (52.8)
TTCAGTTCATATGGACCAGA (53.9)

55

250
GTTGTCATCAGACTTTGACCgtatatgctcag
gtgtcctccaagaaatcaaattttgecgectegect
cacgaggcctgecctictgattttatacctaaacaa
catgtgctccacatttcagaacctatcttcttcgaca
catgggataacgaggcttatgtgcacgatgcacct
gtacgatcactgaactgcacgctccgggactcaca
gcaaaaaagcttggtgatgTCTGGTCCATATG
AACTGAA

chr2:113306748-113306997
3UTaq | 65°C3h
(inactivacion 80°C 20m)

Alelo C: 136+114
Alelo T: 250

TCCAGTGTTCTTAGCCACCC (60.1)
CAGGATGTTTCCATTTACCTTG (58.5)
351
TCCAGTGTTCTTAGCCACCCcactcccagctt
catccctactggtgttgtcatcagactttgaccgtat
atgctcaggtgtcctccaagaaatcaaattttgeeg
cctegectcacgaggectgeectictgattttatace

ctatttaaaatatacatggcttaaactccaactggg taaacaacatgtgctccacatttcagaacctatett

aacccaaaacattcatttgctaagagtctggtgttc
taccacctgaactaggctggecacaggaattata

aacaccattgaaggctcatatgtaaaaatccatg
ccttectttcteccaatctecattcccaaacttagece
actggcttctggetgaggCCTTACGCATACCTC
CCG

chr2:113259329-113259715

aaagctgagaaattctttaataatagtaaccaggce

cttcgacacatgggataacgaggcttatgtgcacg

atgcacctgtacgatcactgaactgcacgctcegg

gactcacagcaaaaaagcttggtgatgtctggtee

atatgaactgaaagctctccacctccagggacag

gatatggagcaaCAAGGTAAATGGAAACATC
CTG

chr2:113306692-113307042

Tabla a. Descripcion de los métodos empleados para la deteccidn de variaciones genéticas.

IL1B:c.-583T>C

TGGCATTGATCTGGTTCATC (59.5)
GTTTAGGAATCTTCCCACTT (52.5)

55

305
TGGCATTGATCTGGTTCATCcatgagattggc
tagggtaacagcacctggtcttgcagggtigtgtga
gcttatctccagggttgeccccaactecgtcaggage
ctgaaccctgcataccgtatgttctctgecccagee
aagaaaggtcaattttctcctcagaggctectgea
attgacagagagctcctgaggcagagaacagcea
cccaaggtagagacccacaccctcaatacagac
agggagggctattggeccttcattgtacccatttate
catctgtAAGTGGGAAGATTCCTAAAC

chr2:113311225-113311529
3U Ava | 37°C 3h
(inactivacién 80°C 20m)

Alelo T: 305
Alelo C: 190+115

GGTAACAGCACCTGGTCTTGC (62.0)
GCACATAC CTTCATTCACTTC (58.5)
306

IL1RN:c.215-516(86)[2_6]

CTCAGCAACACTCCTAT (45.5)
TCCTGGTCTGCAGGTAA (53.1)

54

412
CTCAGCAACACTCCTATtgacctggagcacag
gtatcctggggaaagtgagggaaatatggacatc
acatggaacaacatccaggagactcaggectcta
ggagtaactgggtagtgtgcatcctggggaaagtg
agggaaatatggacatcacatggaacaacatcc
aggagactcaggcctctaggagtaactgggtagtg
tgcatcctggggaaagtgagggaaatatggacate
acatggaacaacatccaggagactcaggectcta
ggagtaactgggtagtgtgcatcctggggaaagtg
agggaaatatggacatcacatggaacaacatcc
aggagactcaggcctctaggagtaactgggtagtg
tgcttggtttaatcttctatTTACCTGCAGACCAG
GA

chr2:113604543+113604954

NA

2 rep: 240,3 rep: 326, 4 rep: 412,
5rep: 498, 6 rep: 584

IL6:c.-237C>G

ACTCCTATTGACCTGGAGCACAGGT (65.5) TTTCTCTTTGTAAAACTTCGTGC (57.8)

TTGGTTTAATCTTCTATTTACCTGC (57.3)
394

GGTAACAGCACCTGGTCTTGCagggttgtgtg ACTCCTATTGACCTGGAGCACAGGTatcct
agcttatctccagggttgecccaacteegtcaggag ggggaaagtgagggaaatatggacatcacatgga

cctgaaccctgeataccgtatgttctetgecccage
caagaaaggtcaattttctcctcagaggctectge
aattgacagagagctcctgaggcagagaacage
acccaaggtagagacccacaccctcaatacaga
cagggagggctattggeccttcattgtacccatttat
ccatctgtaagtgggaagattcctaaacttaagta
caaaGAAGTGAATGAAGAAAAGTATGTGC

chr2:113311189-113311494

acaacatccaggagactcaggcctctaggagtaa
ctgggtagtgtgcatcctggggaaagtgagggaaa
tatggacatcacatggaacaacatccaggagact
caggcctctaggagtaactgggtagtgtgeatectg
gggaaagtgagggaaatatggacatcacatgga
acaacatccaggagactcaggcctctaggagtaa
ctgggtagtgtgcatcctggggaaagtgagggaaa
tatggacatcacatggaacaacatccaggagact
caggcctctaggagtaactgggtagtgtgc TTGGT
TTAATCTTCTATTTACCTGC

chr2:113604552+113604945

RFLP: restriction fragment length polymorphism. bp: base pairs. m.t.: melting temperature. NA: no aplica.

GAGCCTCAGACATCTCCAGTC (59.0)

347
TTTCTCTTTGTAAAACTTCGTGCatgacttca
gctttactctttgtcaagacatgccaaagtgcetgagt
cactaataaaagaaaaaaagaaagtaaagga
agagtggttctgcttcttagegetagectcaatgacg
acctaagctgcacttttccccctagttgtgtettgee
atgctaaaggacgtcacattgcacaatcttaataa
ggtttccaatcagecccaccegetetggecccacc
ctcaccctccaacaaagatttatcaaatgtgggat
tttcccatgagtctcaatattagagtctcaaccccc
aataaatatagGACTGGAGATGTCTGAGGC
TC

chr7:22732997+22733343




Tabla 4b. Descripcion de los métodos empleados para la deteccion de variaciones genéticas (continuacion).

RFLP

5'-3' secuencia primer-F (m.t. C°)
5'-3' secuencia primer-R (m.t. C°)
Temp. alineamiento (C°)
Tamafio del producto (bp)
Secuencia del producto

Localizacion chr del producto

Enzima de restriccion

Fragmentos de restriccion (bp)

SECUENCIACION

5'-3' secuencia primer-F (m.t. C°)
5'-3' secuencia primer-R (m.t. C°)
Tamafio del producto (bp) 398
Secuencia del producto

IL8:c.-352A>T

AGTATGCCCCCTAAGAGCAG (58.4)
CAAACCTGAGTCATCACACTTCC (61.0)

atcttcaccatcatgatagcatctgtaattaactga

ccatgatcttgttctaacacctgccactctagtacta aaatatcctcaaagttcccaagcagceccttccattt
tatctgtcacatggtactatgataaagttatctaga tactttccagagactggcttcctacagtacaggegg
aataaaaaagcatacaattgataattcaccaaat ggtcacaggatgtgttccaggctectttacceegatt
tgtggagcttcagtattttaaatgtatattaaaatta tcattaggattctcaggcacatgtttccacctettca

aattattttaaagatcaaagaaaactttcgtcata gctgtcccccaccccaactgtgettgggggaagteg

IL10:¢c.-627T>G IL10:c.-854T>C

CCTAGGTCACAGTGACGTGG (59.2)
GGTGAGCACTACCTGACTAGC (56.7)
61 59
412 209

TCATTCTATGTGCTGGAGATGG (60

CCTAGGTCACAGTGACGTGGacaaattgcc TCATTCTATGTGCTGGAGATGGtgtacagta CTCGCCGCAACCCAACTGGCtccccttacctt TTCTATCTGATTTGCTTTAaaacgtttttttagg
cattccagaatacaatgggattgagaaataattgg gggtgaggaaaccaaattctcagttggeactggtgt ctacacacacacacacacacacacacacacac atcacaatgatatctttgctgtatttgtatagttagat
gtccccccaacctgggatgaatacccaagacttct acccttgtacaggtgatgtaatatctetgtgectcag acacacacacacacaaatccaagacaacacta gctaaatgctcattgaaacaatcagetaatttatgt
ccttgctaacttaggcagtcaccttaggtctctggge tttgctcactataaaatagagacggtaggggtcatg ctaaggettetttgggaaggGGAAGTAGGGATA atagattttccagetctcaagttgecatgggecttca

TGGGGGAAGTGGGTAAGAGT (60.7)

IL10:c.-1117A>G

1) CTCGCCGCAACCCAACTGGC (72.4)
TCTTACCTATCCCTACTTCC (50.2)
65

136

cttagtttccccaagtaaaaatgagggggtggget gtgagcactacctgactagecatataagaagetttc GGTAAGA
aaatatcctcaaagttcccaagcageccttccattt agcaagtgcagactACTCTTACCCACTTCCCC

tactttccagagactggcttcctacagtacaggegg CA
ggtcacaggatgtgttccaggetectttaccccgatt
tcattaggattctcaggcacatgtttccacctcttca
gctgtcccccaccccaactgtgettgggggaagtgg
gtaagagtagtctgcacttgctgaaagcettcttatat
GCTAGTCAGGTAGTGCTCACC

chr1:205012795+205013206
3URsa | 37°C3h
(inactivacion 65°C 20m)
Alelo T: 236+176

Alelo G: 412

chr1:205013137-205013345
1U Mae 111 37°C 3h
(sin inactivacion)

Alelo T: 209
Alelo C: 125+84

CCTAGGTCACAGTGACGTGG (59.2)
GGTGAGCACTACCTGACTAGC (56.7)
412 381

ACACACAAATCCAAGACAAC (53.2)

ctccgtatttgataaggaacaaataGGAAGTGT gtaagagtagtctgcacttgctgaaagcticttatat gtgaGCACTACCTGACTAGCATATA
GATGACTCAGGTTTG

Localizacion chr del producto

chrd:74824628+74825025

GCTAGTCAGGTAGTGCTCACC

chr1:205012795+205013206 chr1:205013181-205013561

TATATGCTAGTCAGGTAGTGC (49.9)

chr1:205013498-205013633

3UMnl 137°C3h
(inactivacion 65°C 20m)

Alelo A: 136
Alelo G: 104+31

ACACACAAATCCAAGACAAC (53.2)
TATATGCTAGTCAGGTAGTGC (49.9)
381

gtgaGCACTACCTGACTAGCATATA

chr1:205013181-205013561

RFLP: restriction fragment length polymorphism. bp: base pairs. m.t.: melting temperature. NA: no aplica.
Tabla 5. Distribucion de frecuencias alélicas y genotipicas individuales de las 11 variaciones genéticas evaluadas.

Mestizo

Mestizo

Mazahua Huichol

Mazahua Huichol

IL12B:c.*159A>C

TTCTATCTGATTTGCTTTA (45.9)
TGAAACATTCCATACATCC (51.4)

44
233

tgctatttaaatatttaagtaatttatgtatttattagt
atattactgttatttaacgtttgtctgccaGGATGT

ATGGAATGTTTCA

chr5:158675364-158675596

3UTaq | 65°C3h
(inactivacién 80°C 20m)

Alelo A: 233
Alelo C: 164+69

GACACAACGGAATAGACC (50.8)
ACATCCTGGCAGACAAAC (54.2)

250

AGTATGCCCCCTAAGAGCAGtaacagttcct CCTAGGTCACAGTGACGTGGacaaattgcc ACACACAAATCCAAGACAACactactaagge ACACACAAATCCAAGACAACactactaagge GACACAACGGAATAGACCcaaaaagataat
agaaactctctaaaatgcttagaaaaagatttatt cattccagaatacaatgggattgagaaataattgg ttctttgggaaggggaagtagggataggtaagagg tictttgggaaggggaagtagggataggtaagagg ttctatctgatttgetttaaaacgtttttttaggatcac
ttaaattacctccccaataaaatgattggetggett gtccccccaacctgggatgaatacccaagacttct aaagtaagggacctectatccagectccatggaat aaagtaagggacctectatccagectccatggaat aatgatatctttgetgtatttgtatagttagatgetaa
ccttgctaacttaggeagtcaccttaggtctetggge cctgacttcttttecttgttatttcaacttcttccacce  cctgacttettttecttgttatttcaacttcttccacce  atgetcattgaaacaatcagetaatttatgtataga
aaaaaaataattatgccattaaaagaaaatcat cttagtttccccaagtaaaaatgagggggtgggcet catcttttaaactttagactccagccacagaagett catcttttaaactttagactccagccacagaagett ttttccagetctcaagttgecatgggecttcatgetat
acaactaaaagaaactctaaggccaatttaatcc acaactaaaagaaactctaaggccaatttaatce ttaaatatttaagtaatttatgtatttattagtatatta
aaggtttcattctatgtgctggagatggtgtacagta aaggtttcattctatgtgctggagatggtgtacagta ctgttatttaacGTTTGTCTGCCAGGATGT
gegtgaggaaaccaaattctcagttggeactggtgt gggtgaggaaaccaaattctcagttggeactggtgt

acccttgtacaggtgatgtaatatctctgtgectcag acccttgtacaggtgatgtaatatctetgtgectcag

tttgctcactataaaatagagacggtaggggtcatg tttgctcactataaaatagagacggtaggggtcatg

chr5:158675377-158675626

Mestizo Mazahua

LTA:c.-10+90A>G

CTCCTGCACCTGCTGCCTGGATC (71.6)
CTCCTGCACCTGCTGCCTGGATC (63.9)
65

369
CTCCTGCACCTGCTGCCTGGATCcccggect
gcctgggectgggecttggtgggtttggttttggtttee
ttctetgtetetgactctccatctgtcagtetcattgte
tctgtcacacattctctgtttctgecatgattectetet
gttcccttectgtetctetetgtetecctetgetcacctt]
geggtttctctgactgeatettgtecccttetetgtega
tetctctctegggggteggggggtgctetcteccagg
gcgggaggtctgtcttccgecgegtgecccgeceeg
ctcactgtctctctctctetetetetttctetgeaggtte
tccccATGACACCACCTGAACGTCTCTTC

chr6:31648154+31648522

3UNco | 37°C3h
(inactivacion 65°C 20m)

Alelo A: 369
Alelo G: 235+134

TGCTTCGTGCTTTGGACTAC (59.1)
AGAGAGAGAGACAGTGAGCGG (58.9)
377
TGCTTCGTGCTTTGGACTACcgcccageagt
gtectgecctetgectgggecteggteectectgeac
ctgetgectggatccceggectgectgggectggge
cttggtgggtttggttttggtttcctictctgtetetgact
ctccatctgtcagtctcattgtctetgtcacacattet
ctgtttctgecatgattectetetgttcecttectgtete
tetetgtetecctetgetcaccttggggtttetetgact
geatcttgtcccecttetetgtegatctetetetegggg
gtcgggggstgctetctcccagggegggaggtetgt
cttccgecgegtgecccgeccCCGCTCACTGTCT
CTCTCTCT

chr6:31648095+31648471

Huichol




IL1A:c.-949C>T

[ccl
[cT]
[17]
[c]
(7]

IL1B:c.315C>T

[cc]
[cT]
[TT]
[c]
(7]

IL1B:c.-583T>C

[TT]
[Tc]
[ccl
(7]
[c]

ILIRN:c.215-516(86)[2_6]*

[2]+[2]
[2]+[4]
[2]+[5]
[4]+[4]
[4]+[5]
(2]
(4]
(5]

% n=1

63.6 82
318 41

47 6
95.3 123
364 47

69.9 93
248 33

53 7
94.7 126
30.1 40

37.6 50
609 81

15 2
98.5 131
62.4 83

183 24
42.0 55
15 2
389 51
08 1
61.8 81
81.7 107
23 3

%

68.4
31.6

100
31.6

95.0
5.0

100
5.0

47.6
38.1
14.3
85.7
524

10.0
55.0

5.0
35.0

70.0
90.0
5.0

n=1

13

o o

19

19

20

10

18
11

11

14

18
1

%

53.3
333
133
86.7
46.7

40.0
53.3

6.7
93.3
60.0

n=1

N U1 0

= 00 O

14

o

OO O O WwWw

12

%

1.6
22.0
76.4
23.6
98.4

28.7
34.9
36.4
63.6
71.3

135
55.6
30.8
69.2
86.5

211
55.6
233
76.7
78.9

n=1

97
30
125

37
45
47
82
92

18
74
41
92
115

28
74
31
102
105

%

100

100

10.5
78.9
10.5
89.5
89.5

5.0
40.0
55.0
45.0
95.0

10.0
35.0
55.0
45.0
90.0

n=1

N ON OO

15

17
17

11

19

%

o O O o o

20.0
73.3

6.7
93.3
80.0

6.7
33.3
60.0
40.0
93.3

6.7
33.3
60.0
40.0
93.3

n=1

O O O oo

o O U

14

o O U

14

IL10:c.-1117A>G

[AA]
[AG]
[GG]
[A]
(6]

IL12B:c.*159A>C

[AA]
[AC]
[cc]
[A]

[C]
LTA:c.-
10+90A>G
[AA]
[AG]
[GG]
Y

[G]

* Los alelos y genotipos con 3 y 6 repeticiones no se reportan debido a que no se detectaron en la poblacién de estudio. %: porcentaje de portadores. n=1:
nimero de portadores.




Tabla 6a. Estadisticas de alelos y genotipos individuales para las comparaciones entre grupos de estudio.

Mazahua vs. Huichol® Mazahua vs. Mestizo Huichol vs. Mestizo
Drnax (%) MW (p=)° F (p=)" Dpror (%)’ MW (p=)° F (p=)' RM" 1€95%° MH (p=)’ Dpo (%)' MW (p=)° F (p=)' RM" 1€95%° MH (p=)*

IL1A:c.-949C>T
[cC] 15.1 ns ns 4.9 ns ns na na ns -10.2 ns ns na na ns

[CT] -1.8 ns ns -0.2 ns ns na na ns 1.6 ns ns na na ns

[TT] -13.3 ns ns -4.7 ns ns na na ns 8.7 ns ns na na ns

[C] 133 ns ns 4.7 ns ns na na ns -8.7 ns ns na na ns

[T] -15.1 ns ns -4.9 ns ns na na ns 10.2 ns ns na na ns
IL1B:c.315C>T
[cC] -5.0 ns ns 25.1 0.0186 0.0155 8.2 1.1-63.1 0.0440 30.1 0.0132 0.0115 na na na

[CT] 5.0 ns ns -19.8 0.0476 0.0476 0.2 0.02-1.2 ns -24.8  0.0292 0.0238 na na na

[TT] 0.0 ns ns -5.3 ns ns na na ns -5.3 ns ns na na ns

[C] 0.0 ns ns 5.3 ns ns na na ns 53 ns ns na na ns

[T] 5.0 ns ns -25.1  0.0186 0.0155 0.1 0.02-0.95 0.0440 -30.1 0.0132 0.0115 na na na
IL1B:c.-583T>C
[TT] 7.6 ns ns 10.0 ns ns na na ns 2.4 ns ns na na ns

[TC] -15.2 ns ns -22.8 ns ns na na ns -7.6 ns ns na na ns

[CC] 7.6 ns ns 12.8 0.0022 0.0185 10.9 1.7-69.8 0.0116 5.2 ns ns na na ns

[T] -7.6 ns ns -12.8  0.0022 0.0185 0.1 0.01-0.59 0.0116 -5.2 ns ns na na ns

[C] -7.6 ns ns -10.0 ns ns na na ns -2.4 ns ns na na ns
IL1RN:c.215-516(86)[2_6]*
[2]+[2] -10.0 ns ns -8.3 ns ns na na ns 1.7 ns ns na na ns

[2]+[4] 35.0 ns ns 13.0 ns ns na na ns -22.0 ns ns na na ns

[2]+[5] 5.0 ns ns 3.5 ns ns na na ns 1.7 ns ns na na ns

[4]+[4] -25.0 ns ns -3.9 ns ns na na ns 21.1 ns ns na na ns

[4]+[5] 0.0 ns ns -0.8 ns ns na na ns -0.8 ns ns na na ns

[2] 30.0 ns ns 8.2 ns ns na na ns -21.8 ns ns na na ns

[4] 10.0 ns ns 8.3 ns ns na na ns -1.7 ns ns na na ns

[5] 5.0 ns ns 2.7 ns ns na na ns -2.3 ns ns na na ns

* Los alelos y genotipos con 3 y 6 repeticiones no se reportan debido a que no fueron detectados en la poblacién de estudio. € No se presenta la
estimaciéon de riesgo de genotipos y alelos debido a que las pruebas estadisticas de comparaciones y asociaciones no fueron estadisticamente
significativas. T Diferencia en el porcentaje de portadores entre grupos. § Significancia de la diferencia entre grupos (prueba U de Mann-Whitney). %
Significancia de la asociacion (prueba exacta de Fisher). J Probabilidad de riesgo (razén de momios comun de Mantel-Haenszel). £ Significancia de la
razén de momios (prueba de Mantel-Haeszel). ¥ Intervalo de confianza al 95% para la razén de momios. ns: no significativo. na: no aplica.
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Tabla 6b. Estadisticas de alelos y genotipos individuales para las comparaciones entre grupos de estudio (continuacion).
Mazahua vs. Huichol® Mazahua vs. Mestizo Huichol vs. Mestizo
Dinax (%)’ MW (p=)° F (p=)" Dimax (%) MW (p=)° F (p=) RM" 1C95%" MH (p=)° Dpnax (%) MW (p=)° F (p=)" RM" IC95%" MH (p=)‘

IL6:¢c.-237C>G
[cC] 0.0 na na -1.6 ns ns na na ns -1.6 na na na na na
[CG] 0.0 na na -22.0 ns ns na na ns -22.0 na na na na na
[GG] 100.0 na na 23.6 ns ns na na ns -76.4 na na na na na
[C] 0.0 na na -23.6 ns ns na na ns -23.6 na na na na na
[G] 100.0 na na 1.6 ns ns na na ns -98.4 na na na na na
IL8:c.-352A>T|

-9.5 ns ns -18.2 ns ns na na ns -8.7 ns ns na na ns

5.6 ns ns 44.1  0.0003 0.0004 7.0 2.2-22.3 0.0010 38.4 0.0040 0.0053 5.1 1.5-17.0 0.0076

3.9 ns ns -25.9  0.0256 0.0344 0.2 0.04-0.93 0.0396 -29.8  0.0211 0.0207 0.1 0.02-0.98 0.0476

-3.9 ns ns 25.9 0.0256 0.0344 4.9 1.1-22.0 0.039%6 29.8 0.0211 0.0207 8.0 1.0-62.9 0.0476
9.5 ns ns 18.2 ns ns na na ns 8.7 ns ns na na na
-1.7 ns ns -8.5 ns ns na na ns -6.9 ns ns na na ns
6.7 ns ns -15.6 ns ns na na ns -22.3 ns ns na na ns

-5.0 ns ns 24.2  0.03390.0433 2.7 1.0-7.1 0.0383 29.2  0.0240 0.0404 3.4 1.1-10.1 0.0301

5.0 ns ns -24.2  0.0339 0.0433 0.4 0.14-0.95 0.0383 -29.2  0.0240 0.0404 0.3 0.09-0.89 0.0301
1.7 ns ns 8.5 ns ns na na ns 6.9 ns ns na na ns
3.3 ns ns -11.1 ns ns na na ns -14.4 ns ns na na ns
1.7 ns ns -20.6 ns ns na na ns -22.3 ns ns na na ns

-5.0 ns ns 31.7 0.0032 0.0059 4.0 1.5-10.6 0.0048 36.7 0.0025 0.0048 4.9 1.6-149 0.0048

5.0 ns ns -31.7 0.0032 0.0059 0.2 0.09-0.65 0.0048 -36.7 0.0025 0.0048 0.2 0.07-0.61 0.0048
-3.3 ns ns 11.1 ns ns na na ns 14.4 ns ns na na ns

26.0 ns ns -4.2 ns ns na na ns -30.2 0.0270 0.0311 0.3 0.08-0.91 0.0349
-17.9 ns ns 2.7 ns ns na na ns 20.6 ns ns na na ns
-8.1 ns ns 1.5 ns ns na na ns 9.5 ns ns na na ns
8.1 ns ns -1.5 ns ns na na ns -9.5 ns ns na na ns

-26.0 ns ns 4.2 ns ns na na ns 30.2 0.0270 0.0311 3.6 1.1-11.9 0.0349

€ No se presenta la estimacion de riesgo de genotipos y alelos debido a que las pruebas estadisticas de comparaciones y asociaciones no fueron
estadisticamente significativas. T Diferencia en el porcentaje de portadores entre grupos. ¥ Prueba exacta de Fisher. § Prueba U de Mann-Whitney.
Razo6n de momios. £ Significancia de la razén de momios. ¥ Intervalo de confianza al 95% para la razén de momios. ns: no significativo. na: no aplica.
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Tabla 6c. Estadisticas de alelos y genotipos individuales para las comparaciones entre grupos de estudio (continuacion).

Mazahua vs. Huichol® Mazahua vs. Mestizo Huichol vs. Mestizo

Drnax (%) MW (p=)° F (p=)" Do (%)’ MW (p=)° F (p=)* RM" 1€95%° MH (p=)‘ Dy, (%)" MW (p=)° F (p=)' RM" 1€C95%" MH (p=)*
1L12B:c.*159A>C

[AA] -8.3 ns ns -3.6 ns ns na na ns 4.8 ns ns na na ns

[AC] 6.7 ns ns 8.1 ns ns na na ns 1.5 ns ns na na ns

[cC] 1.7 ns ns -4.5 ns ns na na ns -6.2 ns ns na na ns
[A] -1.7 ns ns 4.5 ns ns na na ns 6.2 ns ns na na ns
[C] 8.3 ns ns 3.6 ns ns na na ns -4.8 ns ns na na ns

LTA:c.-10+90A>G

[AA] 5.0 ns ns 35.2 0.0000 0.0003 7.6 2.6-21.6 0.0002 30.2 0.0009 0.0049 6.2 1.9-20.0 0.0026

[AG] -5.0 ns ns -5.6 ns ns na na ns -0.6 ns ns na na ns

[GG] 0.0 ns ns -29.6  0.0135 0.0157 0.3 0.02-0.08 0.0191 -29.6  0.0298 0.0321 0.3 0.07-0.94 0.0402
[A] 0.0 ns ns 29.6  0.01350.0157 3.9 1.2-12.4 0.0191 29.6  0.0298 0.0321 3.9 1.1-14.6 0.0402
[G] -5.0 ns ns -35.2  0.0000 0.0003 0.1 0.05-0.38 0.0002 -30.2  0.0009 0.0049 0.2 0.05-0.53 0.0026

€ No se presenta la estimacion de riesgo de genotipos y alelos debido a que las pruebas estadisticas de comparaciones y asociaciones no fueron
estadisticamente significativas. T Diferencia en el porcentaje de portadores entre grupos. ¥ Significancia de la asociaciéon utilizando la prueba exacta de
Fisher. § Significancia de la diferencia entre grupos utilizando la prueba U de Mann-Whitney.  Probabilidad de riesgo calculada mediante la razén de
momios comun de Mantel-Haenszel. £ Significancia de la razén de momios. ¥ Intervalo de confianza al 95% para la razén de momios. ns: no significativo.
na: no aplica.
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Figura 1a. Graficas de mosaico que ilustran las diferencias en las frecuencias genotipicas individuales de las variaciones evaluadas
en mestizos (MES) e indigenas (IND). Las graficas para las otras 5 variaciones evaluadas, asi como la tabla del resumen de las estadisticas
se presentan en la segunda parte de la figura (Figura 1b). El grupo IND incluye a mazahuas y huicholes. El largo de las barras representa
la proporcién de cada genotipo. En el caso de la variacion IL1RN:c.215-516(86)[2_6], se presentan Unicamente los 5 genotipos que fueron

detectados en la poblacidn de estudio. * Genotipos significativamente asociados con la poblacion indigena.
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Figura 1b. Graficas de mosaico que ilustran las diferencias en las frecuencias genotipicas individuales de las variaciones evaluadas en
mestizos (MES) e indigenas (IND) (continuacion). El grupo IND incluye a mazahuas y huicholes. El largo de las barras representa la
proporcion de cada genotipo. * Genotipos significativamente asociados con la poblacién indigena. T Diferencia en el porcentaje de
portadores entre grupos. § Significancia de la diferencia entre grupos (prueba U de Mann-Whitney). } Significancia de la asociacion
(prueba exacta de Fisher). J Probabilidad de riesgo (razéon de momios comtn de Mantel-Haenszel). £ Significancia de la razén de momios
(prueba de Mantel-Haeszel). ¥ Intervalo de confianza al 95% para la razén de momios.
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Figura 2. Diagrama de Venn que resume el universo de los haplotipos polimérficos detectados en la poblaciéon de estudio. En total se
identificaron 667 haplotipos polimérficos, de los cuales 324 (245+79) fueron detectados en el grupo mestizo y 422 (343+79) en el grupo
indigena. Dentro de ellos se encontraron 79 haplotipos comunes a los dos grupos.
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Figura 3. Grafica de burbuja en la que se representan los 667 haplotipos polimérficos detectados para identificar al grupo indigena y
separarlo del grupo mestizo, distribuidos en el espacio “sensibilidad vs. exactitud”. Los haplotipos que fueron detectados exclusivamente
en el grupo mestizo se presentan en rojo (245), los que fueron detectados inicamente en el grupo indigena en azul (343) y aquellos que se
presentaron en ambos grupos en verde (79). Adicionalmente, el tamafio de las burbujas representa la potencia individual para el grupo
indigena (especificidad x exactitud). La sensibilidad fue calculada como la proporcién de portadores de cada haplotipo en el grupo
indigena (nimero de portadores entre el total de sujetos incluidos en el grupo de estudio) y la exactitud como la proporcién de “aciertos”
en toda la poblacién de estudio (suma de portadores en el grupo indigena y no-portadores en el grupo mestizo entre el total de sujetos
incluidos en ambos grupos).
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Figura 4. Distribucion de frecuencias y estadisticas comparativas de los 10 haplotipos polimérficos asociados con el grupo indigena
presentados de manera individual e incorporados al modelo aditivo. GII: genotipos individuales incluidos en la composiciéon de cada uno
de los haplotipos. IND: indigena. MES: mestizo. %: porcentaje de portadores. n=1: niimero de portadores. * Diferencia en el porcentaje de
portadores. ¥ Significancia de la diferencia entre grupos (prueba U de Mann-Whitney).} Significancia de la asociacion de haplotipos con el
grupo indigena (prueba exacta de Fisher). % Probabilidad de riesgo para el grupo indigena (razén de momios comin de Mantel-Haenszel).
£ Intervalo de confianza al 95% para la razén de momios. § Significancia de la razén de momios (prueba de Mantel-Haenszel). SEN:
sensibilidad, ESP: especificidad, EXA: exactitud, IFN: indice de falsos negativos, IFP: indice de falsos positivos.
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Figura 5. Potencia de separacidn de diferente namero de los diez haplotipos identificados para el grupo indigena incorporados al modelo
aditivo. La grafica (izquierda) muestra la separacién que se produce entre los grupos de estudio, resultado de la habilidad del modelo
aditivo para calificar al grupo indigena, se puede observar la respuesta en funciéon del grado de exigencia (nimero de haplotipos
incorporados al modelo). La tabla (derecha) muestra las frecuencias relativas acumuladas que se generan con la incorporacién de
diferente nimero de haplotipos al modelo. El recuadro punteado representa el nivel de exigencia elegido (cantidad de haplotipos
polimorficos) necesario para identificar al grupo indigena con el menor grado de error y mayor exactitud. * Diferencia en las frecuencias
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ANEXOS

ANEXO 1. FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

INVESTIGADOR RESPONSABLE: Dra. Laurie Ann Ximénez-Fyvie

CLINICOS RESPONSABLES: Dra. Velia Jacobo-Soto
Dra. Argelia Almaguer-Flores
Dra. Ma. de Lourdes Marquez C
Dra. Jazmin Yunuen Moreno Borjas
Dra. Dolores Carrasco Ortiz

INSTITUCION: Laboratorio de Genética Molecular
Div. de Estudios de Posgrado e Investigacion
Facultad de Odontologia, UNAM

TELEFONO: 5622-5565 (horas y dias habiles)

TiITULO DEL PROYECTO: Efectos inmunoldgicos y clinicos de variaciones genéticas

genéticos relacionados con las enfermedades periodontales en México (DGAPA # IN213006-3).

INVITACION A PARTICIPAR: Usted estd invitado a participar en un estudio de investigacion
que analiza las bacterias de la boca asi como las caracteristicas genéticas y del sistema de

defensa de las personas que padecen enfermedades de las encias.

PROPOSITO: Usted debe entender que los objetivos del estudio son determinar la
presencia y cantidad de bacterias que se encuentran en la boca de personas con diferentes tipos
de enfermedades de las encias y comparar las caracteristicas genéticas y la magnitud de la

respuesta del sistema de defensa entre personas con y sin enfermedades de las encias.

PROCEDIMIENTOS: Usted debe entender que para participar en el estudio debe haber
nacido en la Republica mexicana, no debe padecer ninguna enfermedad sistémica a excepcién

de diabetes, debe tener por lo menos 20 dientes naturales en la boca, no puede haber recibido




ningun tipo de tratamiento periodontal en el pasado, no puede haber recibido una limpieza
dental profesional en el ultimo mes y no puede haber tomado ningun tipo de antibidtico en los

ultimos 3 meses. Asimismo, en el caso de ser mujer, no puede estar embarazada ni lactando.

Usted debe entender que su participacion en este estudio de investigacién requiere uno o

mas de los siguientes procedimientos:

e La realizaciéon de una evaluacion periodontal completa, la cual consistird en medir la
profundidad de las pequefias “bolsas” que se encuentran entre sus dientes y sus
encias. Estas medidas seran tomadas con un instrumento especial llamado sonda que
serd introducido en dichas “bolsas” en 6 lugares diferentes alrededor de cada diente
de su boca. Este es un procedimiento de rutina ampliamente utilizado en la practica
dental. Ademas de lo anterior, se le realizara una evaluacién general de la salud de sus
encias para saber si sangran, si estan inflamadas, si estan enrojecidas, etc.

e La obtencion de algunos de sus datos generales y médicos, lo cual consistirda en el
llenado de una historia clinica con preguntas que le serdn leidas por el clinico que lo
atienda y la medicion de su peso, estatura, presidn sanguinea, pulso y porcentaje de
grasa corporal.

eLa toma de un maximo de 28 muestras de placa dentobacteriana, lo cual se realizard
tomando con un instrumento dental, una muestra de la pelicula blanquecina que se
forma naturalmente sobre la superficie de sus dientes (placa dentobacteriana) de

todos los dientes de su boca. Este procedimiento no es doloroso aunque en algunas
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ocasiones puede ser un poco molesto. Cada muestra de placa dentobacteriana sera
colocada dentro de un tubo.

eLa toma de 1 muestra de maximo 11 ml de sangre, lo cual se realizara siguiendo los
mismos procedimientos que se llevan a cabo en laboratorios de diagndstico clinico
acreditados. Dicho procedimiento consiste en colocar una liga gruesa ligeramente
apretada alrededor de su brazo para facilitar la visualizacién de sus venas.
Posteriormente, se introduce una aguja a una vena de alguno de sus brazos y se
deposita la sangre en uno o dos tubos de vidrio conforme sale de la vena. La liga y
aguja seran retiradas y el sitio de puncién serd cubierto con un curita una vez que el
clinico determine que ha dejado de sangrar. Este procedimiento puede causarle dolor
o molestias principalmente en el sitio de la puncién.

eLa toma de 1 muestra de células epiteliales de la mucosa bucal, lo cual se realizard
frotando un algoddn sobre la superficie interna de sus mejillas, paladar, labios, encias
y por debajo de la lengua durante aproximadamente 1 minuto. Este procedimiento no
conlleva ninguna molestia. La muestra serd colocada sobre una tarjeta de papel
especial.

Usted debe entender que todos los procedimientos seran realizados en una sola visita que

tendra una duracion maxima de 2 horas y que en este estudio participaran aproximadamente

500 (quinientas) personas.




Usted debe entender que su participacidon en el estudio no implica que sera sometido a
ningun tratamiento diferente o adicional a aquellos tratamientos que su clinico tratante

considere necesarios para su caso.

RIESGOS: Usted debe entender que los riesgos que usted corre con su participacién en
este estudio son minimos. La evaluacién periodontal que se le realizard es la misma que realiza
cualquier dentista para determinar la salud de sus encias. Las muestras de placa se tomardn
siguiendo procedimientos similares a los que se realizan durante una limpieza dental. La
muestra de células epiteliales de la mucosa bucal no conllevan ninguna molestia y la muestra de

sangre puede causarle algunas molestias menores pero no duraderas en el sitio de la puncion.

Debe entender que todos los procedimientos seran realizados por profesionales
calificados y con experiencia, utilizando procedimientos de seguridad aceptados para la practica
clinica. Todo el personal que le atendera utilizard guantes desechables, bata y cubrebocas para
su propia proteccion y la de usted. Todos los materiales e instrumental que seran utilizados

seran desechables y/o estaran esterilizados para su proteccion.

BENEFICIOS: Usted debe entender que su participacion no le proporcionarda ninguln
beneficio inmediato ni directo. Sin embargo, gracias a su participacién, se obtendrd informacién
nueva y mas extensa sobre las causas y los factores que intervienen en las enfermedades de las
encias en la poblacién de México, lo cual podria ayudar en un futuro no sélo al mejor
entendimiento de dichas enfermedades, sino también a la busqueda y empleo de nuevos

tratamientos para nuestra poblacién.




COMPENSACIONES: Usted debe entender que no existe ninguna compensacion monetaria

por su participacidon pero que tampoco incurrird en ningun gasto adicional.

CONFIDENCIALIDAD: Usted debe entender que toda la informacién que sea obtenida
tanto en sus historiales clinicos como en el analisis de sus muestras serd mantenida en estricta
confidencialidad. Asi mismo, si cualquier publicacién resultara de esta investigacién, no se le

identificard jamas por nombre.

RENUNCIA/RETIRO: Usted debe saber que su participacidén en el estudio es totalmente
voluntaria y que puede decidir no participar o retirarse del estudio en cualquier momento, sin
gue esto represente algun perjuicio para su atencion dental presente ni futura en las clinicas de
la Facultad de Odontologia de la UNAM. También debe entender que si cualquiera de los
responsables de este estudio decidieran no incluirle en la investigacion, pueden hacerlo si asi lo

creyeran conveniente.

DERECHOS: Usted tiene el derecho de hacer preguntas y de que éstas le sean contestadas
a su plena satisfacciéon. Puede hacer sus preguntas en este momento, antes de firmar la
presente forma o en cualquier momento en el futuro. Si desea mayores informes acerca de su
participacidn en este estudio de investigacion o sobre sus derechos como sujeto de estudio,
puede contactar a cualquiera de los responsables llamando al nimero de teléfono que se

encuentra en la parte superior de la primera pagina de esta forma.
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ACUERDO: Al firmar en los espacios provistos a continuacién usted constata que ha leido y
entendido esta forma de consentimiento y que estd de acuerdo con su participacidon en este

estudio. Al terminar la visita recibira una copia de esta forma.

Nombre del Paciente Firma del Paciente Fecha
(Dia/mes/afio)

Nombre del Clinico Responsable Firma del Clinico Responsable Fecha
(Dia/mes/afio)
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