3 1IDIR centro iNTERDISCIPLINARIO DE
2/ DURANGO INVESTIGACION PARA EL
DESARROLLO INTEGRAL REGIONAL

“Frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos
*2,*3y *4 del gen CYP2C19 en poblaciones de origen
Huichol, Coray Tepehuana de Nayarit y Durango”

POR
LILIANA WALLANDER COMPEAN

COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL GRADO
DE MAESTRO EN CIENCIAS EN BIOMEDICINA.

DURANGO, DGO. JUNIO DEL 2011



LILIANA WALLANDER COMPEAN CIIDIR DGO MAESTRIA EN CIENCIAS EN BIOMEDICINA

SIP-14-BIS
INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
SECRETARIA DE INVESTIGACION Y POSGRADO

ACTA DE REVISION DE TESIS

En la Ciudad de Durango, Dgo. siendolas 15:00 horasdeldia 14 del mesde
Junio del 2011 se reunieron los miembros de la Comisién Revisora de Tesis, designada

por el Colegio de Profesores de Estudios de Posgrado e Investigaciéon de CIIDIR-IPN DGO
para examinar la tesis titulada:
Frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos *2, *3 y *4 del gen CYP2C19 en

poblacion de origen Huichol, Cora y Tepehuana de Nayarit y Durango

Presentada por el alumno:
WALLANDER COMPEAN LILIANA

Apellido paterno Apellido materno Nombre(s)

Conregistro:‘B ‘0 IQ |1 [2 ]2 |3

aspirante de:
MAESTRIA EN CIENCIAS EN BIOMEDICINA

Después de intercambiar opiniones los miembros de la Comisién manifestaron APROBAR LA
TESIS, en virtud de que satisface los requisitos sefialados por las disposiciones reglamentarias

vigentes.
i Hernai

Dr. Jests Fagando Gletrero Romero

Dra. M;tfha Guadalupe Sosa Macias

PRESIDENTE DEL COLEGIO DEP ' N
/ NTRO INTERDISCIPLINARIO
y DE INVESTIGAC!ON PARA EL
s RAl Al
BT UNIDAD DURANGO
L.LPN.




LILIANA WALLANDER COMPEAN CIIDIR DGO MAESTRIA EN CIENCIAS EN BIOMEDICINA

SIP-13-BIS
INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
SECRETARIA DE INVESTIGACION Y POSGRADO
ACTA DE REGISTRO DE TEMA DE TESIS
Y DESIGNACION DE DIRECTORES DE TESIS
México, D.F. a 29 de _Abril del 2011

El Colegio de Profesores de Estudios de Posgrado e Investigacion de CIIDIR Durango  en su sesion

ordinaria No. 3 celebradaeldia 4 del mes de Marzo conocié la solicitud
presentada por el(la) alumno(a):
WALLANDER COMPEAN LILIANA
Apellido paterno Apellido materno Nombre (s)

Con registro: [B [0 [9 [1 [2 [2 [3 ]

Aspirante de: Maestria en Ciencias en Gestién Ambiental

1.- Se designa al aspirante el tema de tesis titulado:
Frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos *2, *3 y *4 del gen CYP2C19 en poblacién de
origen Huichol, Cora y Tepehuana de Nayarit y Durango

De manera general el tema abarcara los siguientes aspectos:

2.- Se designan como Directores de Tesis a los Profesores:

3.- Eltrabajo de investigacion base para el desarrollo de la tesis sera elaborado por el alumno en:
CIIDIR-IPN Unidad Durango

que cuenta con los recursos e infraestructura necesarios.

4.- Elinteresado debera asistir a los seminarios desarrollados en el area de adscripcién del
trabajo desdé l& fecha en que se suscribe la presente hasta la aceptacién de la tesis por

\

la Comision Revisora correspondiente:

Directores de Tesis

Dr. Carlos Galaviz Hernandez Dr. José lsm1el Antonio Lares ASef.__

Aspirante Presidente g

el Colegio
|/

Liliana Wallander Compean Dr dosé Antonio Avits

CENTRO INTERDISCIPLINARIO
DE INVESTIGACION PARA EL
SARROLLO INTEGRAL REGIONAL
C.LLD.AR.
UNIDAD DURANGO



LILIANA WALLANDER COMPEAN CIIDIR DGO MAESTRIA EN CIENCIAS EN BIOMEDICINA

INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
SECRETARIA DE INVESTIGACION Y POSGRADO

CARTA CESION DE DERECHOS

En la Ciudad de DURANGO, DGO., el dia 9 del mes JUNIO del afio 2011, el (la) que
suscribe WALLANDER COMPEAN LILIANA alumna del Programa de MAESTRIA EN
CIENCIAS EN BIOMEDICINA con nimero de registro B091223, adscrito a CIIDIR IPN
UNIDAD DURANGO, manifiesta que es autor (a) intelectual del presente trabajo de Tesis
bajo la direccién del DR. CARLOS GALAVIZ HERNANDEZ y del DR. JOSE ISMAEL
ANTONIO LARES ASEF y cede los derechos del trabajo intitulado “FRECUENCIAS
ALELICAS Y GENOTIPICAS DE LOS POLIMORFISMOS *2, *3 Y *4 DEL GEN
CYP2C19 EN POBLACION DE ORIGEN HUICHOL, CORA Y TEPEHUANA DE
NAYARIT Y DURANGO?” al Instituto Politécnico Nacional para su difusiéon, con fines

académicos y de investigacion.

Los usuarios de la informacién no deben reproducir el contenido textual, graficas o datos del
trabajo sin el permiso expreso del autor y/o director del trabajo. Este puede ser obtenido
escribiendo a la siguiente direccion lilywalcom@msn.com. Si el permiso se otorga, el usuario

deberd dar el agradecimiento correspondiente y citar la fuente del mismo.

Pt T

LILIANA WALLANDER COMPEAN

Nombre y firma




LILIANA WALLANDER COMPEAN CIIDIR DGO MAESTRIA EN CIENCIAS EN BIOMEDICINA

El presente trabajo se realiz6 en el Laboratorio de Biologia molecular de la academia
de Gendmica en las instalaciones del Centro Interdisciplinario de Investigacion para
el Desarrollo Integral Regional Unidad Durango, Dgo. Bajo la direccion del Dr. Carlos
Galaviz Hernandez, la codireccion del Dr. Ismael Lares Assef y la asesoria de la Dra.

Martha Sosa Macias de la Academia de Gendmica.



LILIANA WALLANDER COMPEAN CIIDIR DGO MAESTRIA EN CIENCIAS EN BIOMEDICINA

Dedicatoria

A mi madre porgue siempre me ha apoyado, porque gracias a ella estoy culminando
mis estudios.

A mi Marido por su paciencia, comprension y apoyo en dias que salia tarde de la
Maestria.

A mis hermanos, a mi Gemela Daniela Wallander Compean que siempre estuvieron
apoyandome y alentandome.

Al Dr. Lares que desde que entre a la Maestria confié en mis capacidades.

Y a todos mis maestros que me apoyaron y enseflaron en estos dos afios de la
maestria.



LILIANA WALLANDER COMPEAN CIIDIR DGO MAESTRIA EN CIENCIAS EN BIOMEDICINA

indice
=1 ] F= 0o [ oT0] 01 (=T 01 o [o TSR vi
(€] (oS- T [0 ISP PPPPR Xiii
Simbolos, acronimos y abreviaturas ............coovviiiiiiiii e XVi
(IS = W0 [ =1 o = F PPN UPPOTRUPPPN Xviii
LISTA & FIQUIAS ...t XiX
A B S T R A C T .ottt e e ettt e ettt e e e e et e e e ea e e e e et e e et et aeteatanaatertnaaararaaaaens XXi
LS 0 Y XX
R [ 4 oo (Uo7 o (o o I 1
1Y =T (oo I (=T o ] (oo NP SPPUPR 2
2.1 Factores asociados a la respuesta a fArmacos ..........cooooouiiiiiiiiiiiiiii e 2
2.2 La familia del CItOCrOMO PAS0 ........cvuiiiiieiee et e et e e aa s 3
A T O = 5
2 T N Y o 1= o I O L O PSPPI 5
ARG T = (0] (<Y [ o = 6
2.3.3 Polimorfismos del GEN CYP2CL ... .o 6
A TG TR T A4 = o O K Lo 7
P T T A = O3 K Lo TSR 8
A TR TRl A4 = o O K L 9
A mdo) o] = Tt (o] o I [ o [ {o =T 1 F- VOSSP 9
A S N o 11 13 T | 10
A O o ] - 12
2. 4.3 TEPENUANOS ... oottt e e e e e ettt a e e e e e e e e e ettt e e e eeeeeeaataaaaaaeaeeeeennes 14
2.5 Poblaciones de hablantes de lengua iNndigena. ..o 17
A SR 01 = TSTSY (U Tox 10 [ - VR TR 18
2.7 Salud de 10S grupPOS EINICOS .....coiiiiiiiiieie ettt e e e e et e e e e e e e nneeaees 18
1 JUSTIFICACION . ..ot e e et e e et e e e e e e e eee e, 20
3.2 Pegunta de INVESHIGACION .......coiiiiiiiiiii et e et e e e e e e nnnneenes 20
BB HIPOIESIS ... e e e e e e e e e e e e e et e aaaaaarrna 20
IV, OBJETIVOS .ottt et et e et e e e e e e e et e e e st ea et et eernaeanns 21
4.1 ODJELVO GENEIAL ... .uuuii et e e e e e e et e e e e e e e e e e e astba s e eeaeeeeennes 21
4.2 ODbJetiVOS ESPECITICOS. .. .uuuiiiiiiiiee ettt e e e 22
V. MaterialeS Y MELOUOS. ........ouiiiiii e e e e e et e e e e e e e e eeaeaa s 22
T BTy =T aTo Yo [ I == 8 o [ TP 22
5.2 TAMARO A8 MUESIIAL . .eeveniiiieie ettt et e et e e e e e et e e e e eeeeaan e e e e eaa s 22
SR G111 (= g (oo [T [=To o1 (o ] o 22
5.3.1 CriterioS A€ INCIUSION .......cieeee et e e e e e e e e et e e e eaa s 22
5.3.2 CrterioS A& EXCIUSION ......cciivii it e e e e et e e e et e e s e ab e e e e aaa s 22
5.3.3 Criterios de liMINACION..........oooeuuiiie e e e e e e e e e aaa s 23
5.4 Variables independiente y dependiente del estudio..............ccoovvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiii e, 23
5.5 Variables cualitativas y cuantitativas del estudio. ...............coooiiiiiiiiii e 23
5.5.1 Variables CUAIAtIVAS .........uiiiiiiiie e e e e et e eaaaas 23

T 0 I 1= g T=T (o TR 23



LILIANA WALLANDER COMPEAN CIIDIR DGO MAESTRIA EN CIENCIAS EN BIOMEDICINA

D5 L2 B NIA oo 23
T IR I IU o =T o [T T o 1= o USSP 23
5.5.1.4 GENOLIPO .o 24
5.5.1.5 FrecuenCia AllICa...........ccouiiiiiiii 25
5.5.2 Variables CUANTIEALIVAS..........uuuuiiiie et e et e e e e e e s s e e e e e e eaeeeaa e s e eeaeeeeennes 25
B5.5. 2.1 EAAU. oo 25
oI © ] o 1= 13 o = o OSSPSR 25
5.5.2.3 Circunferencia de 12 CINTUIa.............cooiiiiiiiiiii 26
5.5.2.4 NiVeles SEriCOS 08 GIUCOSA. ......uuuuriiiiiieeiiiiiiiie ettt e e e et e e e e e e e neeeaees 26
5.5.2.5 Niveles séricos de colesterol total. ... 26
5.5.2.6 Valores Sericos de trigliCEridOS. ........uuiiiiiiiiiiiiiiie e 26
I A I o To ] o] (0] (=11 = TSRS 26
5.5.2.8 1. ALEIOGEMICO ...ttt ettt e e e e e e sttt e e e e e e e snb bbb e et e e e e e e e e e nnbeanes 27
5.6 ProCediMIBNTOS ....ccoe i 27
5.6.1 Medicion de Variables ... 27
5.6.2 EXIracCion de ADN ........cooiiiiiiii i 28
5.6.2.1 Protocolo de eXtracCCiON............ccceiiiiiiiiiiiieeeee e 28
5.6.3 ElECIIOfOrESIS. o iiiiieieeee e 29
L0 T I = 1] (Yoo ][0 TR USSP 29
IR S o Tt (o) {0 (o] 1 1 1=] 1 - VOSSP 31
5.6.4 PCR €N tieMPO I€AL......cccoiiiiiiiiiiiie e 30
5.7 ASPECIOS ELICOS ....veuveieee ittt e ettt et e et et e et e et e e et e e teeatesatesteesbeetseeeeaneesneeans 33
5.8 Analisis EStadiStiCO. .......ccovviiiiiiiceccee 34
5.9 RECUISOS MALEIIAIES ....ccoeeieieiiiie e 34
RV IR LTS U = T o P 35
6.1 Datos antropométricos de grupos INdIgENAS..........couuiiiiiiii i, 35
6.2 Datos de pruebas bioquimicas de l0s tres grupos indigenas .............ccccvvveeeeeeeeeniiiiienne. 36
6.3 PCR €N HEMPO FBAL....uui i e e e e e et e e e e e e e e e ee st e e e e eaeeannees 37
6.3.1 Discriminacion y curvas de la PCR en tiempo real. ..........cc.uvviviiiiiiiiiiiiiiie e 37
6.3.2 Curvas de amplifiCacCiOn ............oii i 38
6.4 Frecuencias AlElICAS ...........cooviiiiiiee 40
6.5 FreCuencias geNOLIPICAS .......couuiiuiiii i e e e e e e et e s e e e e e e e e e et e s e e e aeaeeennes 40
6.6 Equilibrio de Hardy- Weinberg (HW). ..o 41
RV o0 (o T 0 L= =S 7= Lo o 42
7.1 Datos antropomeétricos y pruebas DiOQUIMICAS.........ccceviiiiiiiiiiiiiieee e 42
7.2 Frecuencias Alélicas y GENOLIPICAS..........cuuuiiiiii e a e e aaaans 43
7.3 Equilibrio de Hardy-Weinberg ... 46
7.4 Importancia ClNICA ........coviiieee e 46
VL CONCIUSIONES .....ei ittt ettt e e ettt e e e e e et e e e e e et e e e eab e e e sata e eseatanaeeeens 49
D (=Yoo T g T=T o F=Tod o] g T PP 50
X. Sugerencia para trabajos fULUIOS ..........ceviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee e 50
D =1 0] oo = 1 - PP 51
DI | = Lo [=Tod [0 1T=T o] (L PP PP PPPPPPPPPPP 59

D LIRS TS 1= 60



LILIANA WALLANDER COMPEAN CIIDIR DGO MAESTRIA EN CIENCIAS EN BIOMEDICINA

Glosario

ADN (&cido desoxirribonucleico). Molécula que comprende los genes que forman
la estructura y funcién de los organismos vivos, por medio del cual se transmite la

informacion genética de una generacion a otra.
ADN gendmico. Informacién genética total que posee un organismo.

ADN polimerasa. Enzima que puede sintetizar una nueva cadena de ADN utilizando

como molde una cadena de ADN previamente sintetizada.
Alelo. Una de las versiones alternativas de un gen.

Aminoacido. Son las unidades elementales constitutivas de las moléculas

denominadas Proteinas

Anticonvulsivos. Farmacos, u otras substancias destinadas a combatir, prevenir o

interrumpir las crisis convulsivas o los ataques epilépticos.

Barbituricos. Son farmacos que actian como sedantes del sistema nervioso central
y los cuales producen un amplio esquema de efectos, desde sedacién suave hasta

anestesia.

Citocromo P450 (CYP). Es un grupo grande y diverso de enzimas localizado
principalmente en el higado. La funcion de la mayoria de las enzimas CYP es
catalizar la oxidacion de sustancias organicas. Los sustratos de las enzimas CYP son
intermediarios metabdlicos, tales como lipidos, hormonas esteroides, asi como

numerosas sustancias xenobibticas y farmacos

Consentimiento Informado. Es un documento legal que se basa en la habilidad de
los investigadores de explicarles a los pacientes o participantes de un estudio los

objetivos y propdésitos de éste.
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Cododn. Triplete de bases en una molécula de ARN que especifica un solo

aminoacido.

Cromosoma. Son los portadores de la mayor parte del material genético y
condicionan la organizacion de la vida y las caracteristicas hereditarias de cada

especie.

Enzimas. Son proteinas que catalizan todas las reacciones bioquimicas. Ademas de
su importancia como catalizadores biolégicos, tienen muchos usos meédicos y

comerciales.

Efectos adversos. Son sintomas indeseables previstos que pueden presentar los

pacientes ante la prescripcion de un determinado farmaco.

Exdén. Es cualquier segmento de un gen interrumpido representado en el producto

maduro del ARN mensajero maduro.

Fenotipo. Rasgos o caracteristicas visibles de un organismo, por ejemplo, el color
del cabello, el peso o la presencia o ausencia de una enfermedad. Los rasgos

fenotipicos no son necesariamente genéticos.

Gen. Unidad hereditaria. Secuencia de ADN cromosOmico que se requiere para el

origen de un producto funcional.

Genotipo. Constitucion genética de un individuo, sea en su totalidad o en un locus

especifico.

Haplotipos. Conjunto de polimorfismos de nucleétido simple (SNPs) en una sola
cromatida que se encuentran estadisticamente asociados. Se puede referir a un solo

locus, a varios loci, o incluso a un cromosoma entero.

Heterocigoto (heterocigoético). Genotipo con dos alelos diferentes en un locus

determinado, un alelo es la forma normal y el otro es el mutante.
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Homocigoto (homocigo6tico). Genotipo con dos alelos idénticos en un determinado

locus en un par de cromosomas homélogos.

Interacciones medicamentosas. Aparicion de una modificacion medible (en
intensidad o duracién) del efecto de un farmaco (“objeto”) producida por la

administracion previa, posterior o conjunta de otro farmaco (“desencadenante”).

Intron. Segmento de un gen que inicialmente se transcribe, pero que se retira de la
trascripcion del ARN primario por medio del ensamblaje de las secuencias situadas

(exones) a cada lado de dicho ARN.

Isoenzimas. Son distintas formas moleculares de una misma enzima que presentan

0 muestran especificidad por el mismo sustrato.

Ley de Hardy-Weinberg. El principio de Hardy-Weinberg recibe el nombre del
matematico inglés G. H. Hardy y el fisico aleman Wilhelm Weinberg. Es un postulado
que se aplica a la genética de poblaciones, que nos indica que una poblacion, se
haya en equilibrio cuando no actian factores externos como la seleccion natural,
migraciones y/o mutaciones. Este equilibrio se manifiesta cuando se observa que las
proporciones genotipicas y por lo tanto fenotipicas de una poblacién se mantienen

constantes.
Mutacién. Cualquier cambio hereditario en la secuencia de ADN gendémico.

Polimorfismo. Presencia conjunta en una poblacibn de dos o mas genotipos
alternativos, para que el locus se considere polimérfico tendria que tener una
frecuencia mayor de 0.01, de manera que la frecuencia del heterocigoto es al menos
de 0.02.

g. En citogenética, brazo largo de un cromosoma en genética poblacional.

Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (real time PCR). Una

variante de la PCR convencional que se basa en la deteccién y cuantificacién
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simultanea de la fluorescencia emitida por los productos de PCR que se acumulan
durante el proceso de amplificacion. Utiliza un fragmento de ADN (sonda)

complementario a una parte intermedia del ADN que queremos amplificar.

SNP (polimorfismo de un solo nucleétido). Es una variacion en la secuencia de
ADN que afecta a una sola base (adenina (A), timina (T), citosina (C) o guanina (G))

de una secuencia del genoma.

Sonda Tagman. Son secuencias de ADN conocidas, que en un extremo posee un
fluoréforo y en el otro una molécula que bloguea la fluorescencia (quencher). Esta
secuencia hibrida en el blanco a amplificar flanqueado por los primers (cebadores),
cuando se da la amplificacion se hidroliza la sonda, separandose el fluoroforo y el
guencher, lo cual emite fluorescencia de modo proporcional a la cantidad de producto

generado.

Transversal comparativo. Tipo de estudio que estudia una poblacién bien definida

en un momento determinado.

Xenobidticos. Compuestos de naturaleza quimica muy variada, algunos de los
cuales son de origen natural, entre los que se destacan las micotoxinas, si bien, la
inmensa mayoria son productos originados por la propia actividad humana, como los

contaminantes ambientales o los compuestos quimicos de sintesis.
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Aa
AST
ALT
ARNmM
°C
cm
ADN
EDTA
MR
HDL
IMC
Kg
LDL

ml
mg/dL
ng

nm

pb
PCR
ML
rpm
ML
VLDL

SIMBOLOS, ACRONIMOS Y ABREVIATURAS.
Aminoacidos
Aspartato aminotrasferasa
Alanina aminotransferasa
Acido ribonucleico mensajero.
Grados Centigrados
Centimetros
Acido desoxirribonucleico
Acido Etileno Diamino Tetracético.
Metabolizador rapido
Lipoproteina de alta densidad del inglés High Density Lipoprotein
indice de masa corporal
Kilogramos
Lipoproteina de baja densidad del inglés Low Density
Lipoprotein.
Mililitro
Miligramo por decilitro
Nanogramos
Nanometros
Pares de bases
Reaccibén en cadena de la polimerasa
Metabolizador lento
Revoluciones por minuto
Microlitros
Lipoproteina de muy baja densidad del inglés Very low Density
Lipoprotein

xii



LILIANA WALLANDER COMPEAN CIIDIR DGO MAESTRIA EN CIENCIAS EN BIOMEDICINA

Lista de Tablas

Tabla 1. Alelos del CYP2C19 en poblacion CauCASICA. .........cceeevriiiiiiiiiiiiieeeeeeeiiiee 7
Tabla 2. Sustratos, Inhibidores e Inductores del gen CYP2C19..........ccovvvvvivviceeneeeennn. 7
Tabla 3. Municipios con mas de 310 hablantes de Huichol. .........ccccccccvvvvviiiiiiiinennnn.. 11
Tabla 4. Municipios con mas de 45 hablantes de cora. ...........ccccceeveiiieviiieiiccie e, 13
Tabla 5. Municipios con mas de 15 hablantes de Tepehuano en Durango................ 15
Tabla 6. Mortalidad por causas seleccionadas* Nacionales e indigenas .................. 18
Tabla 7. Clasificacion para IMC ... 25
Tabla 8. Coctel para lareaccion de PCR..........cooouiiiiiiiiiic e 32
Tabla 9. Condiciones de PCR en tiempo real..........cccooeviieiiiiiiiiiiiiii e 32
Tabla 10. Resultados de datos antropométricos de los 3 grupos estudiados. ........... 35
Tabla 11. Resultados de Pruebas Bioquimicas de los 3 grupos estudiados............... 36

Tabla 12. Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo del CYP2C19*2 en
Huicholes, Coras y TEPENUANOS..........cccoiiiiiiiiiiie e e e eeaaens 40
Tabla 13. Prueba exacta de Fisher para determinar diferencias en los genotipos del
CYP2C19*2 en las poblaciones de estudio..............uuueeiiiiieiiiiiiiiiiiii e, 40
Tabla 14. Frecuencia de las variantes alélicas del CYP2C19 en poblacion Hispana. 43
Tabla 15. Frecuencias alélicas del CYP2C19*2 en diferentes poblaciones............... 45

Tabla 16. Frecuencia de las variantes alélicas del CYP2C19*3 en poblacion Hispana.

............................................................................................................................... 45
Tabla 17. Frecuencia alélica del polimorfismo CYP2C19*3 en diferentes poblaciones

............................................................................................................................... 45
Tabla 18. Medicamentos usados en las poblaciones de estudio. ...........ccccevveeeeeeeeene. 47

xiii



LILIANA WALLANDER COMPEAN CIIDIR DGO MAESTRIA EN CIENCIAS EN BIOMEDICINA

Lista de Figuras

Figura 1. Proporcion de las diferentes reacciones metabdlicas de fase | en el higado,
responsables del metabolismo de farmacos. Tomado de Donato.................cccee..... 3
Figura 2.Ecuacion para la reaccion oxidasa del P450 y los dos tipos de electrones

gue son transportados, dependiendo de su localizacion subcelular......................... 4
Fig. 3 Principales Enzimas del P450 en el HOmbre..........ccccccoeiiiiiiiiieeeiee e 5
Figura 4. Secuencia del gen CYP2CL19......coo oo 6
Figura 5. Estructura en 3D de la proteina del CYP2CL19. .........cvviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee 6

Figura 6. Lengua predominante en localidades con 40% y mas de poblacién indigena
segun el volumen de hablantes. ..........cccoooiiiiiiii e 17

Figura 7. Mujeres: tasa de mortalidad de las cinco principales causas de muerte entre

las menores de un afio segun condicion de indigenismo. 2004 ..............cccoeeuvneee. 19
Figura 8. Poblaciones estudiadas de Durango y Nayarit..............cccoevvvvvviiiieeeeeeeennnns 24
Figura 9. Camara de Electroforesis, C.B.S. Scientific Co. Modelo MGU-502T made in

USA, 250 VOIS DC......oiiiieeeee ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e eaanneees 30
Figura 10. Gel Agarosa al 1% de ADN gendémico de Huicholes, Coras y Tepehuanos.

............................................................................................................................... 30
Figura 11. NanoDrop 2000/2000C ..........cceieriieuuiiiiieeeeeeeeeeeeiee e e e e e e e eeearn e e e e e eeeeennes 31
Figura 12. StepOne Real-Time PCR System by Applied biosystem..............cccccuuueeee 37

Figura 13. Discriminacion alélica para el polimorfismo CYP2C19*2 en Coras, con los
LUECESI 0 1= 0] 1] 0o 1S USPPPPRPN 38

Figura 14. Curva de amplificacion de un individuo Cora para el homocigoto Silvestre.

............................................................................................................................... 39
Figura 15. Curva de amplificacién de un individuo Cora para heterocigoto ............. 39
Figura 16. Curva de amplificacion de un individuo Cora para homocigoto
01U =T Lo 39

Xiv



LILIANA WALLANDER COMPEAN CIIDIR DGO MAESTRIA EN CIENCIAS EN BIOMEDICINA

RESUMEN

Los genes del CYP450 son altamente polimérficos, o que determina la sintesis de
enzimas con actividad disminuida, incrementada o sin actividad. Las enzimas del
CYP2C son bien conocidas por su importancia clinica para metabolizar mas del 20%
de todos los medicamentos. La subfamilia del CYP2C, comprenden tres genes
CYP2C8, CYP2C9 y CYP2C19, este ultimo metaboliza el 2% de todos los farmacos.
Hay una marcada variabilidad interétnica en la frecuencia de las variantes alélicas del
CYP2C19, *2, *3 y *4 las cuales estan asociadas con una mayor prevalencia del
fenotipo metabolizador pobre. Métodos: se us6 PCR en tiempo real para evaluar los
polimorfismos *2, *3 y *4 del gen CYP2C19 en 150 individuos de tres diferentes
comunidades indigenas (Huicholes, Coras y Tepehuanos) de Durango y Nayarit.
Resultados: La frecuencia del alelo CYP2C19*2 se encontrd con una frecuencia de
en Huicholes 0.09 (9%), 0.08 (8%) en Coras y 0.1 (10%) en Tepehuanos; mientras
que los Polimorfismos CYP2C19*3 y *4 no se encontraron en estas poblaciones de
estudio. Conclusiones: Los resultados de este estudio genético en poblaciones
indigenas de Durango y Nayarit podrian ser importantes para determinar las

directrices en los tratamientos de medicamentos en estas poblaciones.

Palabras clave: poblacién Indigena, polimorfismos del CYP2C19 y farmacologia.
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ABSTRACT

CYP450 genes are highly polymorphic, which determines the synthesis of enzymes
with low, increased or null activity. CYP2C enzymes are well known for their ability to
metabolize more than 20% of available drugs. CYP2C sub-family include three genes
CYP2C8, CYP2C9 and CYP2C19, the latter engaged to metabolize 2% of all drugs.
There exist a great inter-ethnic variability in the frequency of allelic variants
CYP2C19, *2, *3 and *4, which are associated with a higher prevalence of poor
metabolizer phenotype. Methods: Real time PCR was used to determine the
polymorphic variants *2, *3 and *4 in CYP2C19 gene in 150 subjects from different
indigenous communities (Huicholes, Coras and Tepehuanos) from Durango and
Nayarit states. Results: CYP2C19*2 allele was found with a frequency of 0.09 (9%) in
Huicholes, 0.08 (8%) in Coras and 0.1 (10%) in Tepehuanos. CYP2C19*3 and *4
were not found in the studied populations. Conclusions: The results found in this
study on indigenous populations from Durango and Nayarit, provides valuable
information about the frequency of CYP2C19 *2 polymorphism which could be

important to determine guidelines on drug treatment in these populations.

Keywords: Indigenous population, polymorphisms of CYP2C19 and pharmacology.
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I. INTRODUCCION

Existe una marcada variabilidad genética que puede afectar enzimas
metabolizadoras de xenobidticos, como las isoenzimas del citocromo P-450 (CYP).
Las enzimas CYP son el mejor grupo estudiado y las que han adquirido mas
relevancia por su influencia en los procesos de biotransformacion no soélo de
xenobidticos, sino también de sustancias enddgenas (Boletin, 2003). Hasta el
momento se han identificado mas de 50 isoenzimas del Citocromo P450 en el ser
humano, y de éstas, las isoenzimas CYP1A2, CYP2A6, CYP2C19, CYP2D6,
CYP2E6 y CYP3A4 estan relacionadas con la oxidacion de un gran numero de
xenobidticos (Goldstein y De Morais, 1994: Bertillson et al., 1992).

Los individuos pueden ser clasificados de acuerdo con la tasa metabdlica (TM) en
metabolizadores rapidos (MR) que son los mas frecuentes, y los metabolizadores
lentos (ML), los cuales estan asociados a la existencia de algun polimorfismo (Weber,
1997).

El principal defecto molecular detectado en el gen de la isoenzima CYP2C19 consiste
en una mutacion denominada CYP2C19*2 que consiste en un cambio nucleotidico
A>G en el exon 5 del gen. Se ha descrito otra mutacion denominada CYP2C19*3
consistente en una transicion de una G >A en el exén 4 del mismo gen. En ambos
polimorfismos se produce un coddén de terminacion prematuro, generando una
enzima totalmente inactiva (De Morais et al., 1994: Weber, 1997), Sin embargo para
el CYP2C19*4, existen escasos estudios de dicha variabilidad en grupos indigenas

de nuestro pais.

Existe un bajo porcentaje de pueblos indigenas en México (11%) comparado con
otros paises entre los que destacan Bolivia (60%), Guatemala (45%) y Pert (30%)
(Censo de los E.U.A., 2000). Se han realizado numerosos estudios en los que se ha
demostrado que hay una marcada variabilidad intraindividual e interindividual en la

respuesta a medicamentos (Bing Zhu, 2001).
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II. MARCO TEORICO.

2.1 Factores asociados a la respuesta a farmacos

Dentro de los factores que influyen en la respuesta a los medicamentos estan la
interindividualidad y la interetnicidad (Luo et al., 2004); diferentes estudios han
identificado variaciones en la respuesta a los medicamentos en poblaciones con
diferente ancestria, dependiendo particularmente si provienen del sur o del norte de
México (Lopez et al, 2005: Lares et al., 2005; Sosa et al., 2006).

Las variaciones en la respuesta a los medicamentos dependen en gran medida de la
concentracion del farmaco alcanzada en su lugar de accion y que es consecuencia
de los procesos de absorcidn, distribucion metabolismo y eliminacion (Rowland et al.,
1980; Armijo, 1983). Todos estos procesos son controlados por diferentes factores
enddégenos como edad factores patologicos, dieta, alcoholismo, tabaquismo, factores
genéticos y el tratamiento concomitante destacando el factor genético como uno de
los principales determinantes, para el cual, se han identificado variaciones
interpoblacionales (Santiago et al., 2002: Luo et al, 2004: Weide y Steijns, 1999).

La mayoria de los farmacos, requieren para su eliminacion de un metabolismo
realizado principalmente a nivel hepatico (Figura 1). Cualquier variable que afecte el
metabolismo podria ser decisiva en la eliminacién de un farmaco. Gran parte de la

variabilidad interindividual se puede explicar por cambios en el metabolismo

Las reacciones quimicas que participan en el metabolismo de farmacos se clasifican
en:
1. Fase [: principalmente son reacciones de oxidacion, hidrolisis y reduccion.
2. Fase IlI: principalmente conjugan los sustratos con otros compuestos de origen
endogeno. (Santiago et al., 2002; Goodman y Gilman, 2006; Rowland y Tozer,
1980).

Enzimas de fase |
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Estas enzimas introducen o exponen un grupo funcional del farmaco original, y lo
convierten en un metabolito mas polar. Las reacciones pueden o no culminar con la
pérdida de actividad farmacoldgica y son catalizadas principalmente por enzimas del

citocromo P450 (Figura 1).

Enzimas de fase |l

La accién de las enzimas de Fase Il (transferasas), Conjugan los productos del
metabolismo de fase | con agentes enddégenos como &cido glucurdnico, sulfato y
glutation, generando conjugados inactivos para su excrecion por orina y heces
(Nebert y Gonzélez, 1987).

Reductasas Hidrolasas

Peroxidasas

Flavin-
monooxigenasa

Citocromo P450

Figura 1. Proporcion de las diferentes reacciones metabélicas de fase | en el higado, responsables del
metabolismo de farmacos. Tomado de Donato: www.ranf.com/publi/mono/014/cap01.pdf.

2.2 La familia del citocromo P450

El CYP450 fue observado por primera vez por Martin Klingenberg (1958), quién
estuvo estudiando las propiedades espectrofotométricas de un pigmento microsomal,
en el higado de ratas, en el cual observo la reduccién del agente de ditionito de sodio
que fue agregado previamente a la dilucion de los microsomas con monoxido de
carbono, observandose absorbancias con una banda Unica y un pico maximo de 450
nm.

Los P450’s son miembros de la clase de enzimas llamados oxigenasas.

Especificamente de las monooxigenasas 0 una mezcla de las funciones oxidasas.



http://www.ranf.com/publi/mono/014/cap01.pdf
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Las enzimas catalizan las reacciones quimicas de las conversiones oxidativas con la
ecuacion ilustrada en la figura 2. Donde dos electrones originados de NADPH son
transferidos de la hemoproteina por una flavoproteina en presencia de un quimico
organico y de oxigeno molecular. EI quimico organico es oxidado y uno de los
atomos de la molécula de oxigeno es incorporado dentro del producto quimico
(Hasler et al., 1999).

P450 REACCIONES DEPENDIENTES DE LA OXIGENACION

NADPH — FLAVOFROTEINA (FAD - FMN] — 450 — 0,
citocrome os

BEACT RAITH DRIA! PAST

NADPH — FLAVOPROTEINA (FAD] —ISP — P450_ 0,
Figura 2.Ecuacién para la reaccion oxidasa del P450 y los dos tipos de electrones que son
transportados, dependiendo de su localizacion subcelular.

El citocromo P450 es el principal catalizador de las reacciones de fase | y constituye
la ruta metabdlica primaria para el metabolismo de medicamentos (Gardiner et al.,
2006). Esta familia esta constituida por un grupo de 57 proteinas que son codificadas
por 17 genes. Estan implicadas en el metabolismo oxidativo de compuestos
enddégenos como esteroides, acidos grasos o vitaminas liposolubles (A y D) y del
metabolismo de xenobidticos entre los que se encuentran diversos medicamentos,
carcindgenos, pesticidas, alcaloides, etc. (Wislocki et al., 1980; Nebert y Gonzélez
1987; Ortiz 1995). Algunos genes del CYP450 son altamente polimorficos (Nebert,
2008), generando cambios en la cantidad de enzima expresada, generando enzimas

con una alterada actividad enzimatica (reduccion, incremento o inactivacion).

En 1989 se propuso la forma de nombrar a los integrantes de la familia de P450.
Usando la abreviatura CYP para hacer referencia al citocromoP450, posteriormente
se le agrega un numero que corresponde a la familia, después se coloca una letra

qgue corresponde a la subfamilia, seguido de un numero que corresponde a la
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isoenzima y por ultimo un asterisco seguido de un numero que nos describe la
variabilidad alélica. (Miranda y Ostrosky, 2004). En la Fig. 3 se observan las
principales familias y subfamilias de enzimas del CYP450 en el hombre.

Familias
1 2 3 4 5 7 8 11 17 19 21 24 27
Subfamilias
3A4 21A2
3A5
1A1 1B1 3A7 4A11 4B1 4F2 11A1 11B1
1A2 3A43 4A20 4F3 11B2

2A6 2B6 2C8 2D6 2E1 2F1 2J2 2R1 281 2U1 2W1

2A7 2c9
2A13 2C10
2C18
2c19
Figura 3. Principales Enzimas del P450 en el Hombre.

2.3 CYP2

La familia 2 del citocromo P450 comprende cinco subfamilias en el humano: CYP2A,
CYP2B, CYP2C, CYP2D y CYP2E (Nebert y Gonzéalez, 1987). La subfamilia CYP2C
representa aproximadamente el 20% del contenido hepatico del total de los
citocromos P450 (Shimada et al., 1994: Imaoka et al., 1996) y dentro de ella, el mas
abundante es el CYP2C9, seguido de CYP2C8 y CYP2C19 (Edwars et al., 1998).

Los sustratos del CYP2C incluyen algunos medicamentos de los que se prescriben

con mas frecuencia (De Morais et al., 1994: Klotz et al., 2004).

2.3.1 El gen CYP2C19

El gen esta localizado en el cromosoma 10g24, contiene 9 exones y 38 SNPs en la
region codificante, figura 3 (NCBI, 2010).
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HC_0000110, 10
[ 96522465 o [ 6612671 o
" | 3
NH_000768.4 | —H | —H NP_i00760,1  CCDS7436.1

B - coding resion B - untransloted pegion

Figura 4. Secuencia del gen CYP2C19

2.3.2 Proteina.
CYP2C19 es una proteina de 490aa, esta presente principalmente en el higado,

aunque la actividad también se ha observado en el intestino (Obach et al., 2001).

Figura 4.

Figura 5. Estructura en 3D de la proteina del CYP2C19.

2.3.3 Polimorfismos del Gen CYP2C19

Actualmente, se han descrito 20 alelos del gen CYP2C19 que estan asociados con la
produccion de proteinas deficientes o con la ausencia de actividad enzimatica
(Gardiner et al., 2006).
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En la tabla 1, se muestran los resultados del estudio de las mutaciones mas comunes
y su consecuencia sobre la funcién enzimética, asi como la frecuencia alélica, en

poblacién Caucasica (De Morais et al, 1996).

Tabla 1. Alelos del CYP2C19 en poblacion Caucasica.

Designacion Caracteristicas de la mutacién Actividad  Frecuencia
Enzimatica Alélica (%)

CYP2C19*1 Tipo Silvestre Normal

CYP2C19*2 681G>A Sustitucion exén 5 Deficiente 15

CYP2C19*3 636 G> A Sustitucion en el exén 4 Deficiente 0.3

CYP2C19*4 1 A>G sustitucion Deficiente 0.6

La enzima codificadora por el gen CYP2C19, es responsable del metabolismo de un
gran namero de medicamentos clinicamente relevantes algunos con un estrecho
margen terapéutico, incluido el anticonvulsivo mefenitoina, omeprazol, diazepam, y
barbitdricos Tabla 2. Lista actualizada de los medicamentos que interactian con

CYP2C19 clasifican en sustratos, inhibidores e inductores:
Tabla 2. Sustratos, Inhibidores e Inductores del gen CYP2C19.

Sustratos Inhibidores Inductores
lansoprazol, omeprazol, pantoprazol, Inhibidores: cloranfenicol, carbamazepina,
rabeprazol, fenitoina; mefenitoina, cimetidina, felbamato, fluoxetina, noretindrona,
fenobarbital, amitriptilina, fluvoxamina, indometacina, prednisona, rifampicina
carisoprodol, citalopram, ketoconazol, lansoprazol,
clomipramina, ciclofosfamida; modafinilo, oxcarbazepina,
hexobarbital, imipramina, probenecid, ticlopidina,
indometacina; mefobarbital, topiramato

moclobemida, nelfinavir; nilutamida,
primidona, progesterona; proguanil;
propranolol; tenipésido; warfarina,
clopidogrel

2.3.3.1 CYP2C19*2

CYP2C19 *2, también se conoce histéricamente como CYP2C19m1, se detectd por

primera vez en poblaciones de Caucasicos y asiaticos como ML de mefenitoina (De
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Morais et al., 1994). El alelo *2 también contribuye al fenotipo ML de omeprazol (Roh
et al., 1996).

Este polimorfismo se caracteriza por llevar una sustitucion de G > A en el nucledétido
681 en el exdn 5 que crea un sitio de empalme aberrante. El cambio altera el marco
de lectura del ARNm a partir del aminoacido 215 y produce un codon de terminacion
prematuro con 20 aminoacidos menos, dando lugar a una proteina truncada no
funcional., en la cual habia 234 aminoacidos y era cataliticamente inactiva porque
carecia de la regién hemo-vinculante. De Morais et al., (1994) desarrollé una prueba
basado en PCR para los alelos defectuosos del CYP2C19, donde demostré que 7 de
cada 10 caucasicos y 10, de cada 17 japoneses eran homocigotos para este alelo.
En poblaciones asiaticas el 99% de los pacientes con PM presentan este
polimorfismo CYP2C19 *2 (De Morais et al., 1994).

2.3.3.2 CYP2C19*3

Este polimorfismo es el segundo mas estudiado del CYP2C19, el cual lleva el cambio
636G> A que resulta en un Trp / Ter en el aminoacido 212 y el truncamiento de la
proteina. CYP2C19 *3 también fue conocido historicamente como CYP2C19m2 (De
Morais et al., 1994).

Este alelo es mucho menos frecuente en Caucasicos, afro-americanos, hispanos y
latinos. Las poblaciones de las islas del Pacifico de Papua Nueva Guinea y Vanuatu,
tienen una alta frecuencia de alelos CYP2C19 *2, también tienen una frecuencia
inusualmente alta de CYP2C19 *3 en el cual puede ser importante para la profilaxis
con el proguanil que es un sustrato del CYP2C19 (Masta et al., 2003; Kaneko et al.,
1999).
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2.3.3.3 CYP2C19*4

Esta variante alélica fue observada por Ferguson et al., (1998) quien identifico6 una
mutacion de A>G en el codon de inicio del CYP2C19, dando lugar a una sustitucion
Metl/val. La frecuencia de este alelo en poblacién Caucasica fue de 0.6% en ML.
Estudios de expresion y transcripcion in vitro confirmaron que CYP2C19 *4

representa un alelo defectuoso.

2.4 Poblacion Indigena.

México tiene una composicion pluriétnica y pluricultural producto de la diversidad de
grupos indigenas que habitan y conservan sus propias instituciones sociales,
econdmicas, culturales y politicas.

El texto constitucional, reformado en 2001, define a los indigenas como los
descendientes de las poblaciones que vivian en lo que hoy es el territorio mexicano
antes de la llegada de los espafioles en 1517, en el que se aclara que son indigenas
Unicamente aquellos que conservan total o parcialmente las culturas, las instituciones

y las formas de vida de estos pueblos prehispanicos (Navarrete, 2008).

La diversidad de lenguas, origenes, formas de vida y ecosistemas se traduce en una
inagotable diversidad cultural. Los mitos y rituales, las tecnologias y las costumbres,
las formas de vestir y las de hablar, las ideas y las creencias varian mucho entre los
diferentes pueblos indigenas. Sin embargo, esta diversidad no quiere decir que los
distintos grupos no tengan nada en comun. Tras milenios de historia compartida
antes de la llegada de los europeos y los africanos a este territorio, los pueblos
indigenas compartian importantes elementos de su herencia cultural (Navarrete,
2008).
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Los pueblos indigenas en México estan integrados por aproximadamente 6.6
millones de personas, que constituyen mas de la décima parte de la poblacion. En
México hay 21,407 localidades con mas de 40% de poblacién indigena. En el Censo
2005, se registr6 a la poblacion indigena con 62 grupos etnolinguisticos y sus

respectivas variantes (INEGI, 2010).

La mayoria de los indigenas en México vive en los estados del sur (INI. 1999). El
96% de los indigenas viven en &reas rurales, con escasos caminos, transporte
publico deficiente, malas condiciones de vivienda, bajo nivel educativo y en

condiciones de pobreza extrema y alta marginacion (Torres et al., 2003).

Las malas condiciones de salud, estan influenciadas por la desigualdad social, que
se refleja en el proceso de transicion epidemiolégica en México (Torres et al., 2003).
El proceso de transicion se caracteriza por una disminucion en la incidencia de
enfermedades infecciosas y un incremento en la incidencia de enfermedades
cronico-degenerativas. En México los indices de morbilidad y mortalidad por ambas

causas siguen siendo elevados (Torres et al., 2003: Mega et al., 2009).
2.4.1 Huichol

Los indigenas Wixarikas (pronunciacion Vuirraricas), conocidos en la actualidad
como huicholes, habitan el Oeste central de México en la Sierra Madre Occidental
principalmente en los Estados de Jalisco y Nayarit. Se autodenominan wixarica o 'la
gente' en su lengua, llamada por los linglistas Wixaritari o vaniuki (conocido como
lengua huichola), que pertenece a la familia de lenguas uto-aztecas. El etnénimo
huichol, fue dado por los mexicas de forma despectiva desde antes de la conquista

Espaiiola.

Los Wixaritaris hablan una lengua del grupo cora-chol que esta cercanamente
emparentado con el grupo nahua o aztecoide. Ademas han recibido influencias
mesoamericanas, lo cual se refleja en que el huichol tiene rasgos tipicos de esa area
linguistica (Neurath, 2003).

10
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En el pais hay 35 724 hablantes de huichol, de ellos, 17 702 son hombres y 18 022,
mujeres. Los hablantes de huichol residen principalmente en los estados de Nayarit,
Jalisco, Durango y Zacatecas.

Los municipios con mayor numero de hablantes de huichol son: Mezquitic (9 282) y
Bolafios (2 301), en Jalisco; Del Nayar (8 803), Tepic (4 132) y La Yesca (3 837), en
Nayarit. A nivel nacional, 11.4% de los hablantes de huichol no habla espafol (7.4%
de los hombres y 15.3% de las mujeres). En el estado de Jalisco se registran los
mayores porcentajes de poblacion huichol monolingiie: 13.6% de los hombres y
28.1% de las mujeres. En el municipio de Mexquitic reside el 61.9% de la poblacién
huichol que no habla espafiol y en Del Nayar el 23.7 %.

En la estructura por edad y sexo de la poblacion que habla huichol, destaca una base
muy amplia, con altos porcentajes de poblacion de 5 a 9 afios (17.6%) y de poblacién
de 10 a 14 (17.2 por ciento) (Navarrete, 2008).

Respecto a sus movimientos migratorios se observa que, entre el afio 2000 y el
2005, Jalisco perdi6 882 huicholes, en tanto que Nayarit gand 599 y Zacatecas 192.

En 2005 se registraron 9 104 hogares donde el jefe y/o su conyuge hablan huichol.
Estos hogares estan formados por 45 960 personas. De los miembros de 5 afios y
mas, 34 853 hablan lengua indigena y 3 678 no; a su vez un alto porcentaje (86.4) de

los que tienen de 5 a 9 afios hablan lengua indigena (Tabla 3).

Tabla 3. Municipios con mas de 310 hablantes de Huichol.

Municipio Entidad federativa Total Hombres Mujeres

Mezquitic Jalisco 9 282 4 490 4792

Del Nayar Nayarit 8 803 4 331 4472

Tepic Nayarit 4132 2052 2080

La Yesca Nayarit 3837 1844 1993

Bolafios Jalisco 2301 1141 1160
Mezquital Durango 1748 827 921
Santa Maria del Oro Nayarit 839 433 406
Ruiz Nayarit 717 362 355
Santiago Ixcuintla Nayarit 339 163 176
Rosamorada Nayarit 311 143 168

11
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Las viviendas de los hogares huicholes presentan caracteristicas precarias, se
observa que el 30.4% de ellas obtiene el agua de un rio, arroyo, lago o de otra fuente
semejante y 13.4% lo hace de un pozo; 22.5% tienen agua entubada dentro de la
vivienda y 24% dentro del terreno; 70% carecen de drenaje y 63.2% de servicio

sanitario; 70.1% tienen piso de tierra y solo 39% tienen electricidad.

De cada 100 viviendas huicholas, 38 carecen de electricidad, drenaje, servicio
sanitario y agua entubada dentro de la vivienda o en el terreno. Respecto a los
bienes disponibles, se observa que 26% de las viviendas tienen television, 14.6%
cuentan con refrigerador, 8.3% con lavadora y 2.7% con computadora. El 70.4% de
las viviendas carece de todos los bienes mencionados (INEGI, 2005)

A pesar del patron de asentamiento disperso, los huicholes cuentan con

organizaciones comunitarias estables y complejas (Navarrete, 2008).

2.4.2 Cora

Los Coras son un grupo étnico que vive en la Sierra del Nayar, y mas precisamente,
en el municipio de El Nayar, en el oriente del estado de Nayarit. También tienen
asentamientos en el estado de Jalisco. Los Coras se nombran asi mismos Nayeri,

etonimo del que deriva el nombre del estado de Nayarit (Jauregui, 2004).

En el pais hay 17 086 hablantes de cora, 8 787 hombres y 8 299 mujeres. El 97.1%
de los hablantes de cora reside en el estado de Nayarit; también existe presencia
importante en Baja California (0.6%) y Jalisco (0.7%). Los municipios con mayor
cantidad de hablantes de cora son: Del Nayar (12 935), Rosamorada (1 296) y Ruiz
(1 235), en Nayarit (tabla 4). A nivel nacional, 22.3% de la poblacion que habla cora
no habla espafiol; 17% de los hombres y 27.9% de las mujeres. El 96.5% de los cora
monolingiles reside en el municipio del Nayar. En la estructura por edad y sexo se
observan altos porcentajes de menores de 15 afos: 17.1% de nifios de 5 a 9 afios y
16.2% de 10 a 14; asi como de poblacion joven de 15 a 29 afios (30.7 %). El 54.2%
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de la poblacién cora de 15 afios y mas sabe leer y escribir y el 40.1% carece de
escolaridad: 33.7% de los hombres y 46.8% de las mujeres. Solo 28.7% de los
jovenes de 15 a 19 afios asiste a la escuela, siendo su promedio de escolaridad de
8.3 afnos, mientras el promedio de los que no asisten es de 4.6 afos (Jauregui,
2004).

Tabla 4. Municipios con mas de 45 hablantes de cora.

Entidad Municipio Total Hombres Mujeres
Federativa
Nayarit Del Nayar 12 935 6571 6 364
Nayarit Rosamorada 1296 658 638
Nayarit Ruiz 1325 596 639
Nayarit Tepic 658 385 273
Nayarit Acaponeta 145 72 73
Nayarit Xalisco 80 39 41
Nayarit San Blas 68 39 29
Durango Mezquital 59 28 31
Nayarit Santiago Ixcuintla 52 24 28
Baja California Tijuana 48 32 16

En México hay 4 091 hogares donde el jefe y/o su conyuge hablan cora, formados
por 22 900 personas. El porcentaje de miembros de 5 afios y mas que habla lengua
indigena asciende a 87.4, igualmente alto es el correspondiente a los nifios de 5 a 9
afos (82.1). Las viviendas de los hogares Coras presentan caracteristicas precarias.
Destaca que 12.5% estan constituidas por un solo cuarto; 30.5% obtienen el agua de
un rio, arroyo, lago u otra fuente semejante y 17.8% la obtienen de un pozo; 70.6%
carecen de drenaje; s6lo 44% tienen electricidad; 67.4% no tienen servicio sanitario y
65.4% tienen piso de tierra (INEGI, 2005).

De cada 100 viviendas Coras, 38 carecen de electricidad, drenaje, servicio sanitario y
agua entubada dentro de la vivienda o dentro del terreno. De igual manera, la
disponibilidad de bienes en las viviendas donde se habla cora es reducido; soélo
26.1% tienen television, 16.5% disponen de refrigerador, 8% tienen lavadora y 1.9%
computadora. En 71 de cada 100 viviendas se carece de television, refrigerador,

lavadora y computadora (INEGI, 2005).
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Los Coras hablan su propia lengua indigena, correspondiente a la familia yuto-
azteca, la cual, junto con el idioma huichol, conforma la subfamila corachol. El cora
tiene cinco variantes linguisticas principales: mariteco (de Jesus Maria),
sanfrancisquefio (de San Francisco), mesefio (de Mesa del Nayar, Santa Cruz del
Guaybel y Presidio de los Reyes), teresefio (de Santa Teresa, Dolores y San Blas),
corapefio (de San Juan Corapan, Rosarito y Mojocuautla). La necesidad de una
variante estandarizada para fines de la lectoescritura ha impuesto tendencialmente la
variante mariteca, quiza porque en Jesus Maria se asienta la cabecera municipal y
porque de ahi provienen los maestros bilingties encargados de la elaboracién de los
textos escolares (Jauregui, 2004).

Los matrimonios interétnicos —ya sea con indigenas o con mestizos— han
conducido a que las nuevas generaciones abandonen la lengua cora en favor de la
lingua franca contemporanea de la region, el idioma espafiol. La influencia del
sistema escolar del Estado mexicano ha sido devastadora en la implantacion del
castellano y el desplazamiento de la lengua cora. Por un lado, los maestros bilingties
durante mucho tiempo no han contado con los textos adecuados en lengua nativa;
frecuentemente son asignados por la burocracia para impartir clases en poblaciones
diferentes de las de su lengua materna y, lo mas grave, se llega a aceptar a
maestros mestizos, quienes se hacen pasar por profesores bilinglies (Jauregui,
2004).

2.4.3 Tepehuanos

Los Tepehuanos estan divididos en dos grupos: Tepehuanos de norte y del sur. Los
Tepehuanos del sur son uno de los cuatro grupos indigenas que habitan en la regién
conocida como el gran Nayar, en el area meridional de la Sierra Madre Occidental,
en porciones de los estados de Durango, Nayarit, Zacatecas y Jalisco. La
denominacion de tepehuanos del sur, fue para distinguirlos del grupo de tepehuanos

gue habitan en el estado de Chihuahua (Tepehuanos del norte).
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En el pais hay 22 549 hablantes de tepehuano de Durango, 11 033 hombres y 11
516 mujeres. El 96.4% residen dentro del estado de Durango, aunque en Zacatecas
y Nayarit tienen presencia significativa. Los municipios con mayor numero de
hablantes de tepehuano de Durango son: Mezquital (17 233), Pueblo Nuevo (2 720)
y Durango (981). A nivel nacional, 17% de los hablantes de tepehuano de Durango
no hablan espafiol (12.1% de los hombres y 21.7% de las mujeres). El 97.1% de los
tepehuanos monolingles residen en Mezquital, Durango. En la estructura por edad y
sexo de los hablantes de tepehuano de Durango destacan altos porcentajes de
poblacién de 5 a 9 afios (17.8%), de 10 a 14 (16.9%) y de 15 a 19 (14.3 por ciento).
Los movimientos migratorios de los tepehuanos de Durango son escasos
(Navarrete, 2008).

En el pais, 60.5% de la poblacién tepehuana de Durango de 15 afios y mas sabe leer
y escribir (72.5% de los hombres y 49.4% de las mujeres) y 40.3% carece de
escolaridad (30.4% de los hombres y 49.5% de las mujeres). Sin embargo, 45.4% de
los jovenes de 15 a 19 afios asiste a la escuela, siendo su promedio de escolaridad
de 8.1 afios, mientras el de los que no asisten de 5.2 afios. De las mujeres que
tienen de 15 a 19 afos, 17.7% tienen al menos un hijo nacido vivo. El conteo registrd
4 960 hogares donde el jefe y/o su cényuge hablan tepehuano de Durango, los
cuales estan formados por 28 585 personas. Altos porcentajes de los miembros
hablan lengua indigena, entre los de 5 afios y mas, 92 por ciento; y 89.6% entre los
de 5 a 9 afios (tabla 5) (Navarrete, 2008).

Tabla 5. Municipios con més de 15 hablantes de Tepehuano en Durango

Municipio Entidad federativa Total Hombres Mujeres
Mezquital Durango 17 233 8 351 8 882
Pueblo Nuevo Durango 2720 1338 1382
Durango Durango 981 534 447
Sachil Durango 578 277 301
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Valparaiso Zacatecas 531 267 264
Huajicori Nayarit 181 87 94
Vicente Guerrero Durango 117 56 61
Canatlan Durango 30 17 13
Acaponeta Nayarit 20 9 11
Fresnillo Zacatecas 19 13 6

Respecto a las viviendas de los hogares tepehuanos de Durango destaca que
solamente 7.7% estan constituidas por un solo cuarto, 45.6% disponen de agua de
un rio, arroyo, lago u otra forma similar y 29.7% la obtienen de un pozo; 80.2%
carecen de drenaje; solamente 38.4% tienen electricidad; 49.9% carecen de servicio
sanitario y 37.8% tienen servicio sin admision de agua; 59.2% de las viviendas tienen
piso de tierra y 26.8% tienen recubrimiento de madera, mosaico u otro material. De
cada 100 viviendas, 36 no tienen electricidad, drenaje, servicio sanitario ni agua

entubada dentro de la vivienda o dentro del terreno.

La presencia de bienes es escasas en las viviendas donde se habla tepehuano de
Durango: en 14.9% de ellas hay television, en 6.4% refrigerador, en 3.7% lavadora y
en 1.4% computadora. Cabe sefialar que en 82.2% de las viviendas no se cuenta

con ninguno de estos bienes (INEGI, 2005).

La lengua nativa de los tepehuanos del sur cuenta con dos variantes dialectales: el
o’dam, o tepehuan del sureste, y el audam, o tepehuan del suroeste. El dialecto
o’dam se concentra en las poblaciones del municipio de Mezquital, Durango, la
segunda audam en las poblaciones del municipio de Pueblo nuevo, Durango, y de
Huajicori, Nayarit.

Las palabras o’dam y audam, significan “gente”. El vocablo tepehuan o tepehuanes,
con el que histéricamente se ha denominado a este grupo y a sus homonimos del

norte, deriva del nahuatl tepetl, “cerro” o “montafa” y la particula posesiva hua, de tal

16



LILIANA WALLANDER COMPEAN CIIDIR DGO MAESTRIA EN CIENCIAS EN BIOMEDICINA

forma que tepehuanes significa “poseedores del cerro” o “habitantes de la montana”.
(Reyes, 2006).

2.5 Poblaciones de hablantes de lengua indigena.
Las poblaciones que cuentan con un mayor numero de hablantes de su lengua

Indigena se muestran en el siguiente figura 5.
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Figura 6. Lengua predominante en localidades con 40% y mas de poblacion indigena segun el
volumen de hablantes.

En México hay actualmente un total de 6, 011, 202 Habitantes indigenas de los
cuales Durango tiene un total de 27,792 habitantes y Nayarit 41,689 Habitantes
(INEGI, 2010).
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2.6 Infraestructura

Las comunidades indigenas de Huicholes, Coras y Tepehuanos a las que se ha
hecho referencia con anterioridad, se encuentran establecidas en regiones de dificil
acceso en la sierra madre occidental. Por ejemplo, los tepehuanos se encuentran en
las regiones mas apartadas en Durango y Nayarit. Para llegar a cualquiera de las
cabeceras comunales es necesario viajar cinco horas como minimo y, en algunos
casos, alrededor de quince, tiempo que puede aumentar considerablemente si los
caminos estan en malas condiciones (Reyes, 2006).

La atencion en salud es provista fundamentalmente por los sistemas del IMSS
oportunidades y la secretaria de salud en forma de primer nivel de atencion. Los
individuos indigenas de las tres etnias son atendidos por dichos sistemas, en los que
se sabe que existe una deficiencia importante en el niamero de médicos por

comunidad y por paciente.
2.7 Salud de los grupos étnicos
El 75% de las poblaciones de grupos étnicos de México viven en la pobreza, y esto

se refleja en el mal acceso a los servicios de salud debido a las barreras geogréaficas
(Torres et al., 2003). En la tabla 7 se muestran las principales causas de mortalidad.

Tabla 6. Mortalidad por causas seleccionadas* Nacionales e indigenas

CAUSA NACIONAL INDIGENA
Diabetes mellitus 36 16
Tumores 53 33
Enfermedades del corazén 69 46
Cirrosis 24 23
Neumonias 22 29
Tuberculosis 4 9
Materna 4 14
Diarreas 11 34

*Tasa por 100,000 habitantes
Fuente: SSA, 2001.
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En la siguiente grafica se puede observar la tasa de mortalidad en mujeres de

acuerdo a la condicién de indigenismo.

Indigenas Tasas por 10 000 personas
Perinatales 110.1
Anomalias congénitas 447
Infecciones respiratorias 33.7
Infecciosas y parasitarias 247

Deficiencias de la nutricion 11.0

No indigenas

Perinatales 80.0
Anornalias congénitas 35.9
Infecciones respiratorias 13.5
Infecciosas y parasitarias 9.6
Accidentes 76
0.0 20.0 40.0 60.0 80.0 100.0 120.0 140.0

Figura 7. Mujeres: tasa de mortalidad de las cinco principales causas de muerte entre las menores de
un afio segun condicién de indigenismo. 2004

Las distancias y la dificultad en el transporte generan un alto indice de morbilidad y
mortalidad, secundarios a la falta de atencibn médica oportuna y con ello la
basqueda de alternativas en la atencibn médica que promueven el consumo de
remedios tradicionales y en otros casos la autoprescripcion medicamentosa con los

riesgos que ello implica.
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I1l. JUSTIFICACION

Existen diferencias importantes en el metabolismo de algunos farmacos vy
xenobibticos entre poblaciones de distinto origen étnico, resultado principalmente de
diferencias en los genes del citocromo P450 (CYP). Los grupos indigenas en México
también estan sujetos a variaciones en la respuesta a farmacos y xenobiéticos, por lo
que se han evaluado y detectado variaciones polimorficas en los genes CYP2D6 y
CYP3A4 en Tepehuanos del estado de Durango. Sin embargo, aun no se ha
evaluado el citocromo CYP2C19 en otros grupos indigenas, por lo que resulta
importante comparar las variaciones polimorficas de este gen entre Huicholes, Coras
y Tepehuanos, de los estados de Nayarit y Durango, con el objeto de detectar

posibles diferencias interindividuales e interétnicas entre ellos.

3.2 Pegunta de investigacion

¢ Existen diferencias en las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos
*2, *3 y *4 del gen CYP2C19 entre las poblaciones de origen Huichol, Cora y

Tepehuano de Nayarit y Durango?
3.3 Hipotesis

Los polimorfismos *2, *3 y *4 del gen CYP2C19 muestran diferencias alélicas y
genotipicas en las poblaciones de origen Huichol, Cora y Tepehuano de Nayarit y
Durango.
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IV. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General:

Identificar las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos *2, *3 y *4 del

gen CYP2C19 en poblaciones de origen Huichol, Cora y Tepehuano Nayarit y
Durango.

4.2 Objetivos Especificos:

® Determinar las frecuencias de las variantes alélicas *2, *3 y *4 del gen
CYP2C19 en personas de origen Huichol, Cora y Tepehuano de Nayarit y
Durango.

® Determinar las frecuencias genotipicas de las variantes *2, *3 y *4 del
CYP2C19 en personas de origen Huichol, Cora y Tepehuano de Nayarit y
Durango.

® Comparar las frecuencias alélicas y genotipicas entre los grupos estudiados.

21



LILIANA WALLANDER COMPEAN CIIDIR DGO MAESTRIA EN CIENCIAS EN BIOMEDICINA

V. MATERIALES Y METODOS.
5.1 Disefio del Estudio: Transversal comparativo, ambispectivo.

Grupos de estudio: personas pertenecientes a los grupos indigenas Huichol, Cora y

Tepehuano de Durango y Nayarit.
5.2 Tamafio de muestra.

Dado que aun no se conocen las frecuencias de estos polimorfismos en grupos

indigenas se evaluaron 50 sujetos de cada grupo étnico.
5.3 Criterios de seleccion

5.3.1 Criterios de inclusion:

e Personas mayores de 18 afos

e Que sean de poblaciones de origen Huichol, Cora y Tepehuana del sur,

definida por lengua nativa
e Ancestria de 3 generaciones
¢ De comunidades de Nayarit y Durango
¢ Que firmen carta de consentimiento informado.
5.3.2 Criterios de exclusion:
e Personas de origen mestizo dentro de las comunidades antes mencionadas.
e Personas con relacion parental

e Ancestria indigena dudosa
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5.3.3 Criterios de eliminacion:
e Personas que deseen retirarse voluntariamente del estudio
e Muestras de ADN degradado.

5.4 Variables independiente y dependiente del estudio.

Independiente: Grupos étnicos, Huichol, Cora y Tepehuano.

Dependiente: Frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismo *2, *3 y *4 del
gen CYP2C109.

5.5 Variables cualitativas y cuantitativas del estudio.
5.5.1 Variables Cualitativas.
5.5.1.1 Género
Variable nominal dicotomica
Indicador: masculino, femenino.
5.5.1.2 Etnia
Variable nominal

Para este estudio se invitd a participar a individuos de poblaciones indigenas que
hablen su lengua nativa y que demuestren pertenencia al grupo étnico a través de
ancestria de 3 generaciones.

Indicador: Huichol, Cora y Tepehuano.
5.5.1.3 Lugar de origen.
Variable nominal

Se consideraron para el estudio poblaciones de Nayarit y Durango.

23



LILIANA WALLANDER COMPEAN CIIDIR DGO MAESTRIA EN CIENCIAS EN BIOMEDICINA

Del grupo Huichol se incluyeron voluntarios de lacomunidad de Bancos de Calitique
(Mpo. Mezquital, Durango). Del grupo de Cora se seleccionaron voluntarios de las
comunidades de San Juan Corapan y Presidio de los Reyes (Mpio. de Ruiz Nayarit).
Los Tepehuanos estudiados son habitantes de la comunidad de Duraznitos (Mpo.
Mezquital, Durango). En la siguiente figura se muestra la localizacion de las

comunidades indigenas mencionadas.

® Bancos de Calitique (Huicholes) |
Los Duraznjtos . (Tepehuanos).
Presidio de los Reyes;(Coras)

® .SanJuan Corapan . (Coras) .

VUNICIRIOS . . .

[ IMEZQUITAL (DGO)

CJRUZ. (NAY) . . .

SSTADOS . . . . . . . .

[Jourange . . . . . .

[Cnayart . . . . .,

Sancos de Calitique

Figura 8. Poblaciones estudiadas de Durango y Nayarit.

5.5.1.4 Genotipo.
Variable cualitativa

Se estudio la presencia de los alelos mutado y/o silvestre y la combinacion de estos

para generar tres posibles genotipos: homocigoto mutado, homocigoto silvestre y
heterocigoto.
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5.5.1.5 Frecuencia Alélica:
Variable cualitativa

Se determing la frecuencia alélica de los polimorfismos *2, *3 y *4 del gen CYP2C19
en una poblacién de 150 personas (50 de cada grupo indigena) considerando dos

alelos por persona, por lo que se hara el calculo de la siguiente manera:
Fi= monocigotos mutados x 2 + heterocigotos/ Total poblacién x 2

Indicador: se indicaré la frecuencia en porcentaje (%)

5.5.2 Variables Cuantitativas.
5.5.2.1 Edad.

Se consider6 como edad a los afios cumplidos por el sujeto en el momento del

estudio.
5.5.2.2 Obesidad.

Se estimoO a través del célculo de indice de masa corporal (IMC) que expresa la
relacion del peso corporal en kg/ estatura en metros al cuadrado. Utilizando la

siguiente clasificacién (tabla 8).

Tabla 7. Clasificacion para IMC

Clasificacién Valores (Kg/m?)

Normal 18.50 - 24.99
Sobrepeso >25.00<30
Obeso >30.00

(*Jordi Salas et al., 2007)
Indicador: kg/m®.
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5.5.2.3 Circunferencia de la cintura

Se estimo el grado de obesidad central a través de la medicion del perimetro de la
cintura. La medicion de la cintura se realizo a nivel de la cicatriz umbilical, con una
cinta métrica con escala en centimetros.

Indicador: cm. Mujeres >90 cm y Hombres >100 cm

5.5.2.4 Niveles séricos de glucosa.
Variable cuantitativa.
La toma de muestras sanguineas se realiz6 en condiciones de 8 horas de ayuno

Indicador: Rango normal 70-100 mg/dL de glucosa en ayuno (Diabetes Care, 2010)

5.5.2.5 Niveles séricos de colesterol total.
Variable cuantitativa

Se considerd como colesterol total a los valores séricos de colesterol determinados
€en suero venoso.

Indicador: tomando como rango normal de referencia < 200 mg/dl (Semenkovich,
2007).

5.5.2.6 Valores séricos de triglicéridos.
Variable cuantitativa.
Se determinaron los valores séricos de este estudio en suero venoso.

Indicador: rango normal de referencia < 150mg/dl (Semenkovich, 2007).

5.5.2.7 Lipoproteinas
Variables cuantitativas

Se determinaron estas lipoproteinas las cuales se agrupan en lipoproteinas de baja
densidad (LDL), de muy baja densidad (VLDL) y de alta densidad (HDL).

Indicadores: mg/dL.
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Tomando como rango de referencia normal:
HDL: = 50 mg/dL en el Hombre y en Mujeres =40 mg/dL

LDL: < 100 mg/dL
VLDL: 5 - 40 mg/dL (Semenkovich, 2007).

5.5.2.8 |. Aterogénico

Esta prueba sirve para realizar una valoracion del riesgo de enfermedad
cardiovascular. Este valor surge de la relacién entre los valores de colesterol total/
colesterol HDL. Su valor de referencia debe ser menor a 5.

5.6 Procedimientos
5.6.1 Medicion de Variables

La estatura se determind utilizando una cinta métrica con escala en centimetros
(marca) con el sujeto sin calzado apoyando los talones a la pared. El peso se registro
en una bascula (marca), con el individuo sin calzado. Con estos datos se determind
el IMC

Se estimé el grado de obesidad central a través de la medicidén del perimetro de la
cintura, a nivel de la cicatriz umbilical, con una cinta métrica con escala en

centimetros.

Posteriormente se les realizé un breve cuestionario con las siguientes variables,
Edad, genero, fugar de origen, fecha de nacimiento, lengua nativa, ocupacion y

escolaridad, ancestria.Anexol

También se realizaron el analisis de pruebas bioguimicas como, perfil lipidico,
Glucosa, pruebas de funcion hepatica (AST y ALT) e indice Aterogénico, con la
finalidad de describir los desordenes del metabolismo de los participantes del

estudio.
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5.6.2 Extraccién de ADN

Las muestras de sangre se obtuvieron mediante el uso de tubos vacutainer con
EDTA como anticoagulante. El ADN gendmico se aislo a partir de 2mL de sangre total
mediante el Kit Qiagen.

5.6.2.1 Protocolo de extraccion:
1.- Pipetear 20 uL de proteasa (o Proteinasa K) en un tubo eppendorff de 1.5 ml.
2.- Aiadir 200 uL de sangre al eppendorff.

3.- Afadir 200 pL de solucion amortiguadora (SA) AL a la muestra. Agitar con vortex
15 segundos.

4.- Incubar a 56°C por 10 minutos.

5.- Centrifugar brevemente para llevar el contenido total de la reaccion al fondo del
tubo.

6.- Afadir 200 yL de EtOH (96-100%) a la muestra y agitar con voOrtex por 15
segundos. Centrifugar brevemente.

7.- Transferir la muestra del paso 6 a una columna QIAmp Spin colocada en un tubo
de 2ml. Centrifugar a 8.000 rpm durante 1 minuto, colocar la columna en un tubo de

2 mly desechar el tubo con el filtrado.

8.- Anadir 500 yL de SA AW1. Centrifugar a 8.000rpm por 1minuto, y colocar la
columna en un tubo nuevo de 2 ml y desechar el tubo con el filtrado.

9.- Aiadir 500 pyL de SA AW”. Centrifugar a velocidad maxima (14,000 rpm) por 3

minutos.

10.- Colocar la columna en un tubo eppendorff nuevo de 1.5 ml y afiadir 200uL de SA
AE o agua destilada. Mantener a temperatura ambiente durante 1 minuto y

centrifugar a 8,000 rpm por 1 minuto y guardar a temperatura de 4°C.
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5.6.3 Electroforesis.

La integridad del ADN genomico se evalué a través de electroforesis en gel de

agarosa al 1%, tefiido con bromuro de etidio.
5.6.3.1 Protocolo

e Pesar 0.700gr de agarosa y colocar en un matraz

e Agregar 75 mL de Buffer Tris--- (TAE) 1 x

e Calentar en un horno de microondas por un minuto y medio para deshacer los
grumos de agarosa Yy dejarlo completamente disuelto, con apariencia
transparente.

e Enfriar a temperatura ambiente (pero sin que solidifique) para introducirlo al
cuarto de electroforesis y verterlo en un vaso de precipitado.

e Agregar 6 pL de colorante de bromuro de etidio grado biologia molecular a una
concentracion de 10mg/mL (Marca Promega®).

e Vaciar la agarosa en el contenedor de gel de la camara de electroforesis y e
insertar el peine para cuando solidifique el gel los pozos queden formados
para depositar la muestra.

e Preparar muestras con: 3 pL de muestra problema+ 2 pL de buffer de carga +
2 pL de colorante azul (que contiene azul de bromofenol, azul xilencianol y
azul glicerol). Diluir al 1x poniendo 100 uL azul y 1000 uL de agua bidestilada.

e Cargar una muestra por cada pozo del gel

e Conectar la camara a la fuente de alimentacion con las siguientes condiciones:
95 Volts, 2 amperes y 45 minutos (Figura 9).

e Visualizar el gel en un transiluminador para observar los resultados

e Tomar la fotografia del gel.
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Figura 9. Camara de Electroforesis, C.B.S. Scientific Co. Modelo MGU-502T made in USA, 250 Volts
DC.

Los resultados de la electroforesis se muestran en la Figura 10.

HEE Hga Hes H71'H73 H74 HTE WIB HBo Ha3 HB5 HBs

. e
Eel 16 e de i o A e S TR
Huicholes

co16
l:owc,,r €012 CO13 COt4 CotS C24 c23 €31 C33

= Cc34
Coras LRl i R N K

Tot TO9 T0 TH4 717 Tee TI9 T23 T24 V25 T26 T2

e = "3 S -3
Tepehuanos m“—.—--o--hn--o—.-—-a

Figura 10. Gel Agarosa al 1% de ADN gendmico de Huicholes, Coras y Tepehuanos.

5.6.4 Espectrofotometria.

La concentracion de ADN de las muestras se determind a través de la lectura a
260nm y las muestras se consideraron O6ptimas (libres de contaminantes por
proteinas) cuando la razon de los valores 260/280 fue superior a 1.8. Las mediciones
se hicieron en un equipo Nanodrop (Figura 11), en el cual solo se us6 una gota de la

muestra en el pozo y el equipo registro la concentracion en ug/uL.

Figura 11. NanoDrop 2000/2000c
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5.6.4 PCR en tiempo real.

Para la determinacion de las variantes alélicas del CYP2C19*2, CYP2C19*3 y
CYP2C19*4 se utilizo la técnica de PCR en tiempo real, en la cual se amplificaron
fragmentos de ADN genomico del gen CYP2C19, usando sondas TagMan

especificas para cada fragmento.

Esta técnica es una variante de la PCR convencional que se basa en la deteccion y
cuantificacion simultanea de la fluorescencia emitida por los productos de PCR que
se acumulan durante el proceso de amplificacion. El equipo (figura 8) utiliza una
camara de video para monitorear multiples reacciones en cadena de la polimerasa
(PCR) de forma simultanea a lo largo del termociclado. La cAmara de video detecta
la acumulacion de ADN de doble cadena en cada PCR utilizando el aumento de la
fluorescencia. Esta fluorescencia es transmitida por otro fragmento de ADN (sonda)
complementario a una parte intermedia del ADN que queremos amplificar. Esta
sonda lleva adherida una molécula fluorescente y otra molécula que inhibe esta
fluorescencia (quencher), de tal forma que s6lo cuando la sonda es desplazada de su
sitio por la accién 57, 3" exonucleasa de la ADN polimerasa, la molécula fluorescente
se libera de la accidén del “quencher” y emite fluorescencia al ser iluminada con un
laser. Los resultados obtenidos con este método indican la sensibilidad de la cinética
para el andlisis de PCR para cuantificar ADN, de forma selectiva y con un amplio
rango. Este también proporciona un medio para determinar diferentes condiciones de
reaccion sobre la eficacia de la amplificacion por lo que da una idea de los procesos
fundamentales de PCR (Higuchi et al., 1993). EI ADN que se esta amplificando sera
directamente proporcional a la cuantificacion de la fluorescencia emitida durante
cada ciclo de PCR. Para conocer la cantidad total de ADN que se esta amplificado se
requiere realizar en paralelo una curva patrén en las mismas condiciones. En la tabla
9 se muestra el cocktail de la reaccion con un volumen total 10 uL, utilizado para las

muestras de Huicholes, Coras y Tepehuanos.
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Tabla 8. Coctel parala reaccion de PCR

Componente Volumen (uL)
por reaccién

5
Sonda Tagman (20X) 0.5
Agua grado biologia 35
molecular
Muestra (ug/uL) 1
Volumen total 10

En la Tabla 10, se muestran las condiciones de PCR, la cual llevo a cabo de acuerdo

con el programa de ciclos siguientes.

Tabla 9. Condiciones de PCR en tiempo real

Condiciones Temperatura (°C) Tiempo
Desnaturalizacion 95 10 minutos
Hibridacion 95 15 seg cada ciclo 40 ciclos
Extensién 60 1 min
Las sondas TagMan que se utilizaron son:
CYP2C19*2: ensayo; C_25986767_70, rs4244285, Secuencia:

TTCCCACTATCATTGATTATTTCCC[A/G]GGAACCCATAACAAATTACTTAAAA

Los fluoréforos fueron marcados con: FAM para el alelo G (Color azul) y VIC para el

alelo A (Color rojo).

CYP2C19*3: ensayo; C 27861809 10, rs4986893 Secuencia:
ACATCAGGATTGTAAGCACCCCCTG[A/G]ATCCAGGTAAGGCCAAGTTTTITTGC

Los fluoroforos fueron marcados: FAM para el alelo G (color azul) y VIC para el alelo

A (color rojo).
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CYP2C19%4: ensayo; C_30634136_10, rs28399504 Secuencia:
GTCTTAACAAGAGGAGAAGGCTTCA[A/G]TGGATCCTTTTGTGGTCCTTGTGCT

Los fluoréforos fueron marcados: FAM para el alelo A (color azul) y VIC para el alelo

G (color rojo)

Siendo FAM el alelo silvestre y VIC el alelo Mutado.

5.7 Aspectos Eticos

Por el tipo de estudio se consider6 que no existen riesgos mayores para los
participantes. El protocolo fue aprobado por el comité de ética del Hospital General
de Durango. Anexo 2.

La integracion de los grupos étnicos se realizd a través de invitacion directa a la

poblacién adulta de las comunidades de Nayarit y Durango.

Las personas aceptaron participar a través de la firma de una carta de
consentimiento informado, donde se les indicaron los objetivos del estudio. Se realizé
historia clinica dirigida con determinacion de medidas antropométricas, asi como
toma de muestra sanguinea en condiciones de ayuno. Se colectaron 8 mL de sangre
total usando vacutainer con EDTA, para los analisis de pruebas Bioquimicas, los
cuales se realizaron en el Instituto de Investigacion Cientifica de la Universidad

Juarez del Estado de Durango.

5.8 Analisis Estadistico.

Las diferencias entre los grupos para las variables numéricas se estimaron con la

prueba de ANOVA y para las variables cuantitativas con la prueba de x°.

Se estimaron las frecuencias alélicas (Prueba de probabilidades exacta de Fisher),

heterocigosidad y equilibrio de Hardy-Weinberg.
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5.9 Recursos materiales

Las técnicas de extraccion y genotipificacion se llevaron a cabo en las Instalaciones
del Instituto Politécnico Nacional CIIDIR Durango, el estudio cuenta con el apoyo del
Fondo Sectorial en Salud 2009-01-113063.
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VI. RESULTADOS

6.1 Datos antropomeétricos de grupos Indigenas

Se analizaron 50 muestras de cada grupo: Huicholes de los cuales 31 (62%) Mujeres
y 19 (38%) Hombres, de Coras 32 (64%) Mujeres y 18 (36%) Hombres y de
Tepehuanos 30 (60%) Mujeres y 20 (40%) Hombres. En la Tabla 10 se muestran las
caracteristicas antropométricas de las tres poblaciones, destacando que la poblacion
mas joven es la Tepehuana y que tanto la circunferencia de cintura como el IMC son

significativamente mayores en los individuos Huicholes y Coras

Tabla 10. Resultados de datos antropométricos de los 3 grupos estudiados.

Huichol Cora Tepehuanos F P
n=50 n=50 n=50
Edad (afios)* 44.5 (20 - 84) 51 (18 - 86) 37.5 (18 - 90) 18.0 0.0001™ T
Peso (Kg) 58.9 + 10.1 60.4 + 14.7 55+ 11 2.6 0.075
Talla (m) 1.54+0.1 1.55+ 0.1 1.58 + 0.1 1.7 0.173
Cintura (cm) 925+9.6 87+12.7 79.3+9.7 19.1 0.0027°"1
IMC (Kg/cm?) 248+54 24.6+4.9 21.9+39 5.6 0.004 ™17

Datos expresados en media + desviacion estandar

*Mediana (percentil 25, 75)

Anova post-hoc Bonferroni datos paramétricos; Kruskal-Wallis datos no paramétricos
“Huicholes vs Coras

"Huicholes vs Tepehuanos

' Tepehuanos vs Coras
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6.2 Datos de pruebas bioquimicas de los tres grupos indigenas

De las pruebas bioguimicas realizadas en las poblaciones de estudio se encontraron

diferencias estadisticamente significativas en creatinina, triglicéridos, pruebas de

funcién hepatica, lipoproteinas e indice Aterogénico, como se muestra en la tabla 11.

Tabla 11. Resultados de Pruebas Bioquimicas de los 3 grupos estudiados.

Huichol Cora Tepehuanos F P
n=50 n=50 n= 50

Creatinina 0.7 (0.4 - 1.0) 0.7 (0.4-1.9) 07(05-35) 1.9 0.35
(mg/dL)
Glucosa (mg/dL)* 70 £23.7 84 +26.9 78 £13.7 4.0 0.13
Colesterol 170.12+ 31.8 168 + 38.2 153.7 £ 35.9 3.1 0.12
(mg/dL)*
Trigliceridos 143 (11 - 703) 156 (56 - 547) 91(37-320) 17.7 0.0002'"
(mg/dL)
AST (IU/L) 35.9 (13.5 - 87.4) 16.1 (2 - 75) 34 (20-150) 59.5 <0.0001'"
ALT (IU/L) 26 (1 - 89) 9.5 (1 - 44) 29 (6 - 97) 48.9 <0.0001" ™"
LDL (mg/dL) 83.5 (29 - 150) 85.4 (41 - 166) 68 (39 - 137) 19.4  0.0001" "
HDL (mg/dL) 42.9 (26.6 - 75.4) 39 (16 - 70) 49.5(31.2-91.8) 27.9  0.0008"
VLDL (mg/dL) 28.9 (12 - 141) 31 (11 - 109) 18.2(7.4-64) 187  0.0001" '
I. Aterogénico 4.05(2.3-6.5) 454 (1.9-11.2) 29(1.9-46) 359 0.0005 "

Datos expresados en Mediana (percentil 25, 75)
* Media + desviacion estandar
Anova post-hoc Bonferroni datos paramétricos; Kruskal-Wallis datos no paramétricos

“Huicholes vs Coras

"Huicholes vs Tepehuanos
™ Tepehuanos vs Coras

36



LILIANA WALLANDER COMPEAN CIIDIR DGO MAESTRIA EN CIENCIAS EN BIOMEDICINA

6.3 PCR en tiempo real
Se uso el equipo El StepOne ™ PCR en tiempo real, el sistema es de 48 pozos version 2.2
(Figura 12).

Figura 12. StepOne Real-Time PCR System by Applied biosystem

6.3.1 Discriminacion y curvas de la PCR en tiempo real.

En la figura 13, el eje de las “y” se encuentra el alelo G que es el silvestre (color azul) y en el
eje de las “X” se encuentra el alelo A que es el mutado (color rojo), los datos se distribuyen a
lo largo de la grafica de acuerdo a la concentracién del alelo contenida. En el mutado como
se tiene mayor componente del alelo A (color rojo) este se encuentra al final del eje de las
“X” y donde se muestra que no hay presencia del Alelo G (color azul), para los heterocigotos
estos se encuentran situados en el centro ya que contienen un alelo G y uno A (color verde)
y el alelo G se encuentra localizado en la parte superior izquierda de la figura donde se
encuentra mayormente el componente G (color azul) y los cuadros negros son los controles

negativos los cuales no contienen muestra.
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Allelic Discrimination Plot "Coras CYP2C19*2"
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Figura 13. Discriminacion alélica para el polimorfismo CYP2C19*2 en Coras, con los tres genotipos.

6.3.2 Curvas de amplificacion.

En las curvas de amplificaciéon se grafica; el incremento en la cantidad del producto (eje “y”)
con respecto al numero de ciclos (eje “X”) y la presencia de uno u otro fluoréforo para
determinar Homocigotos silvestres o mutados o bien la coexistencia en los heterocigotos
(Figura 14, 15y 16).
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Amplification Plot "Coras CYP2C19*2"
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Figura 14. Curva de amplificacion de un individuo Cora, se observa que el Fluor6foro FAM amplifica
antes que el VIC dado asi un genotipo Silvestre.
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Figura 15. Curva de amplificacién de un individuo Cora, donde se observan los dos fluoréforos

amplificando juntos con lo que se obtiene un genotipo heterocigoto.
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Figura 16. Curva de amplificacion de un individuo Cora, donde se observa que el Fluoréforo que
amplifica antes es el VIC lo cual da como resultado un genotipo homocigoto mutado.
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6.4 Frecuencias Alélicas

El analisis de los tres diferentes polimorfismos solo revelé la presencia de

CYP2C19*2, ya que los alelos *3 y *4 no fueron encontrados en las poblaciones de
estudio. (Tabla 12).

Tabla 12. Frecuencias alélicas del polimorfismo del CYP2C19*2 en Huicholes, Coras y
Tepehuanos.

Frecuencia Alélica (%)

CYP2C19*2 G A
Huichol 0.91 (91) 0.09 (9)
Cora 0.92 (92) 0.08 (8)
Tepehuano 0.9 (90) 0.1 (20)

Analizando las frecuencias alélicas del CYP2C19*2 con la prueba de Anova de una
via en los grupos estudiados no se encontro diferencia estadisticamente significativa
siendo la p de 0.3679 con una F=2.

6.5 Frecuencias genotipicas

Posteriormente se realiz6 la prueba exacta de Fisher para determinar diferencias en
los genotipos del CYP2C19*2 obteniendo como resultados una X? = 3.15, grados de
libertad = 4 y una p = 0.533, por lo tanto no hay diferencia estadisticamente
significativa en los genotipos de los grupos étnicos estudiados (Tabla 13).

Tabla 13. Prueba exacta de Fisher para determinar diferencias en los genotipos del CYP2C19*2
en las poblaciones de estudio.

Frecuencia Genotipica n (%)

CYP2C19*2 GIG G/A AlA
Huichol 41 (82) 9 (18) -
Cora 43 (86) 6 (12) 1(2)
Tepehuano 40 (80) 10 (20) -
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6.6 Equilibrio de Hardy- Weinberg (HW).

Las poblaciones estudiadas se encontraron en equilibrio HW para el polimorfismo
CYP2C19*2. Una poblacion es considerada en equilibrio cuando la p > 0.05. Con la
férmula del binomio cuadrado perfecto donde p = Frecuencia del alelo silvestre y q =

frecuencia del alelo mutado (Anexo 4).
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VII. DISCUSION DE RESULTADOS

7.1 Datos antropomeétricos y pruebas bioquimicas
Se observo que el grupo étnico de Tepehuanos son los mas jovenes, los que tienen
menos obesidad, obesidad central y los que tienen perfil lipidico menos alterado en

comparacion con Huicholes y Coras.

Dado que la obesidad juega un papel importante en la alteracion del perfil lipidico
siendo el principal factor de riesgo la dieta y el sedentarismo, el cambio en los estilos
de vida como dieta se ve en el incremento de consumo de grasas saturadas,
carbohidratos y grasas poliinsaturadas (Rodriguez et al., 2009) lo que puede
condicionar a la aparicién de enfermedades destacando las mas importantes como

Diabetes Mellitus y cardiovasculares.

Por lo tanto las diferencias obtenidas en cuanto a la obesidad y la edad, puede ser
debido a que el grupo étnico de Tepehuanos se encuentra en un area geografica de
dificil acceso, por lo tanto estos individuos caminan distancias largas en busca de
alimento o bien lo siembran ellos mismos (Torres et al., 2003), teniendo una
alimentacion menos cargada de grasas saturadas y ejercitdndose, pero los grupos
étnicos de Huicholes y Coras estan localizadas a pie de carretera lo que facilita
recibir ayuda de diferentes fuentes, con despensas con alto contenido en grasa y
carbohidratos, haciendo a los individuos mas sedentarios ya que no necesitan
caminar para conseguir dicha ayuda (Rodriguez et al., 2009). En cuanto a la edad
puede ser debido a que se incluyeron personas mas jovenes dentro del grupo de

Tepehuanos.
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7.2 Frecuencias Alélicas y Genotipicas

El polimorfismo CYP2C19*2 es el que tiene mayor frecuencia en las poblaciones
indigenas estudiadas (tabla 13). En la tabla 14 se muestran las frecuencias para el
polimorfismo CYP2C19*2 en poblaciones Hispanas y en otras poblaciones (Tabla
15).

Tabla 14. Frecuencia de las variantes alélicas del CYP2C19*2 en poblacién Hispana.

CYP2C19
Grupo N Referencia
*2
México-Americanos 346 0.097 Suarez y Llerena

Bolivianos 778 0.078 2007
Huichol 50 0.09 Este estudio
Cora 50 0.08 Este estudio
Tepehuano 50 0.1 Este estudio

Tabla 15. Frecuencias alélicas del CYP2C19*2 en diferentes poblaciones

Poblacién reportada  Frecuencia  Namero de Referencias
(%) Alelo sujetos
*2
Huichol 9% 50 En este estudio
Cora 8% 50 En este estudio
Tepehuano 10% 50 En este estudio
Belgas 9.1% 121 Allabi et al, 2003
México- Americanos 9.7% 346 Luo et al, 2006
Inuit (Esquimales) 12% 90 Jurima-Romet et al, 1997
Caucésicos 12.7% 273 Luo et al, 2006
Caucasicos franceses 13% 172 Ibeanu et al, 1998
Africo- Americanos 18.2% 236 Luo et al, 2006
Indios nativos de 19.1% 115 Nowak et al, 1998
Canada
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Chinos Bai 25.7% 202 Xiao et al, 1997
Japoneses 27.4% 217 Takakubo at el, 1996
Este Asiatico (Chinos, 28.9% 161 Luo et al, 2006

Japoneses, Coreanos)

Chinos 29% 69 Nowak et al, 1998
Sureste Asiatico 31.2% 80 Luo et al, 2006
(Filipinos, Vietnamitas,
Cambodian)
Chinos de Han 36.6% 101 Xiao et al, 1997
Sepik, Papua Nueva 45% 401 Masta et al, 2003
Guinea

La frecuencia de este polimorfismo mas alta es encontrada en poblaciones Asiaticas
(Chinos, Japoneses, Filipinos, Vietnamitas, Coreanos) y las poblaciones europeas
(Caucasicos, Belgas y Franceses), Estados unidos de América (Canad4, México)
tienen la frecuencia mas baja de este polimorfismo (Tabla 16).

Debido que las regiones donde se encuentran estos pueblos indigenas (Huicholes,
Coras y Tepehuanos), era lugar de refugio de quienes huian de la justicia virreinal
(negros, mulatos, espafioles e indigenas de otros territorios) (Jauregui, 2004), por lo
tanto se destaca que la mayor frecuencia de este polimorfismo se encuentra en
personas europeas, lo que podria explicar la presencia de este polimorfismo en

nuestras comunidades indigenas.

En las poblaciones indigenas analizadas en el presente estudio no se encontraron
individuos con el alelo mutado del CYP2C19*3. Estudios realizados en poblaciones
hispanas muestran una frecuencia baja de este polimorfismo (Tabla 16); de igual
forma diferentes poblaciones muestran una frecuencia alta en poblaciones asiaticas
(Tabla 17).
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Tabla 16. Frecuencia de las variantes alélicas del CYP2C19*3 en poblacién Hispana.

CYP2C19
Grupo N Referencia
*3
México-Americanos 346 0.001 Suarez y Llerena

Bolivianos 778 0.001 2007
Huichol 50 - Este estudio
Cora 50 - Este estudio
Tepehuano 50 - Este estudio

Tabla 17. Frecuencia alélica del polimorfismo CYP2C19*3 en diferentes poblaciones

Poblacion reportada Frecuencia Numero de Referencias
% Alelo *3 sujetos
Belga 0% 121 Allabi et al, 2003
Benin (Africa) 0% 119 Allabi et al, 2003
Indios nativos de Canada 0% 115 Nowak et al, 1998
Inuit (Esquimales) 0% 90 Jurima-Romet et
al, 1997
México -Americanos 0.1% 346 Luo et al, 2006
Franceses Caucéasicos 0.3% 172 Ibeanu et al, 1998
Africo-americanos 0.8% 236 Luo et al, 2006
Caucésicos 0.9% 273 Luo et al, 2006
Bai Chino 5.2% 202 Xiao et al, 1997
Del Sudeste Asiatico 5.7% 80 Luo et al, 2006
(Filipinas, Camboya,
Vietnam)
Chinos 7% 69 Nowak et al, 1998
Han China 7.4% 101 Xiao et al, 1997
Asia Oriental (chino, 9.6% 161 Luo et al, 2006
japonés, coreano)
Japoneses 10.8% 217 Takakubo et al,
1996
Sepik, Papua Nueva 16% 401 Masta et al, 2003

Guinea
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Este polimorfismo esta presente con mayor frecuencia en poblaciones Asiaticas, no
asi en poblaciones europeas y de América siendo en estas baja la presencia de este
polimorfismo o bien nulas (Tabla 18).

El polimorfismo CYP2C19*4 no fue encontrado en ninguna de las tres poblaciones
evaluadas en este estudio. Este hallazgo se relaciona con la baja frecuencia del
mismo encontrada por Ferguson et al., (1998) en poblacién Francesa caucésica de
0.03 (3%) y en poblacion de Brasil (0.3%) para este polimorfismo (Santos et al.,
2011). En poblacién Judia Ashkenazi estudiada por Scott et al., (2007) se encontr6

una frecuencia de 0.018.
7.3 Equilibrio de Hardy-Weinberg

Las poblaciones estudiadas mostraron equilibrio, esto pudiera ser debido a que hay
poca migracion de la poblacion, segun el INEGI 2005, los movimientos migratorios
de los Tepehuanos de Durango y Coras son escasos, respecto a los movimientos
migratorios de Huicholes pues se observa que, entre el afio 2000 y el 2005, Jalisco
perdié 882 Huicholes, en tanto que Nayarit gané 599 y Zacatecas 192.

De lo anterior se pueden observar las siguientes asunciones propuestas por

(Weinberg y Hardy)

No hay Seleccién

No hay migracion

Hay igual proporcion de hombres y mujeres

Una observacion importante del modelo HW es que, cuando una poblacién esta en
desequilibrio, con solo una generacién de apareamiento al azar se restituye el
equilibrio genético; la poblaciébn permanecera en equilibrio o sin cambios mientras

persistan las condiciones del equilibrio HW.
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7.4 Importancia Clinica
En la tabla 18 se muestran los medicamentos que comunmente usan los pueblos

indigenas de este estudio.

Tabla 18. Medicamentos usados en las poblaciones de estudio.

Grupo Indigena Medicamentos

Huichol Captopril, aspirinas, paracetamol, carbamazepina, naproxeno, complejo
B,ampicilina, trimetropin con sulfatametoxazoly omeprazol.

Cora Paracetamol, ambroxol, ampicilina, calcio, complejo B, Ranitidina Captoplil,
furosemida, Amlodipina, hidralazina, peptobismol, aspirina, metformina,

acido félico, neumelublina, naproxeno, miconazol

Tepehuano Ibuprofeno, acido félico, aspirina, ranitidina, mejorales, alka-setser,

omeprazol, paracetamol, ampicilina, terramicina, capropril.

Puede observarse que los Tepehuanos usan el omeprazol lo que es importante, pues
de haber mutaciones en el gen CYP2C19 encargado de biotransformar este farmaco

se podria presentar toxicidad, efectos adversos o ausencia del efecto terapéutico.

Algunos de los eventos relacionados con este polimorfismo tienen gran importancia
clinica, destacan entre ellos: enfermedades cardiovasculares, infarto al miocardio,
accidente cerebro vascular y muerte. Los estudios realizados por Rubtsov (1997), en
sujetos con antecedente de infarto al miocardio, mostraron que quienes recibian
tratamiento con clopidogrel, presentaron casi el doble de probabilidades de sufrir un
evento cardiovascular secundario, esto ultimo por pérdida de los alelos con la funcion
de metabolizar este medicamento es decir quienes presentan los polimorfismos
CYP2C19 * 2, CYP2C19 *3, *4 o CYP2C19 *5 tienen 3.58 veces mas riesgo de
eventos cardiovasculares que aquellos que no presentan ningun polimorfismo. Estos
resultados sugieren que el tratamiento con clopidogrel es menos eficaz en individuos

gue son homocigotos para alelos CYP2C19 que producen pérdida de la funcion.
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En un estudio hecho por Dumon et al (2010), en poblacion caucasica y
afroamericana, tratada con ritonavir asociado a omeprazol, se observé un aumento
en los niveles de omeprazol, asociados con el alelo de riesgo CYP2C19*2. En un
meta-analisis conducido por Sofi et al, (2010), se encontr6 que el polimorfismo
CYP2C19*2 estaba asociado con un mayor riesgo de eventos cardiovasculares y
trombosis en pacientes con enfermedad arterial coronaria que recibieron clopidogrel;

la poblacion de estudio fue en su mayoria europeos.
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VIII. CONCLUSIONES

e Este estudio aporta informaciéon en cuanto al polimorfismo CYP2C19*2 ya que
no existen referencias de estudios realizados en poblaciones indigenas de
México.

¢ Nuestros resultados indican que no hay diferencia entre los grupos étnicos
estudiados y las frecuencias de los alelos del CYP2C19*2.

e La ausencia de los polimorfismos CYP2C19*3 y *4 en las poblaciones
estudiadas podria ser el resultado de mutaciones o secuencias de novo ya
gue estas solo aparecen en las generaciones pero no son hereditarias.

e Estos datos genéticos podrian ser importantes para determinar las directrices

en los tratamientos de medicamentos en estas poblaciones
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IX. RECOMENDACIONES

Para estudios relacionados con este polimorfismo, seria recomendable incrementar
el tamafo de muestra y confirmar los resultados a través secuenciacion

automatizada.

X. SUGERENCIA PARA TRABAJOS FUTUROS

Este estudio se complementara a través del estudio de la farmacocinética de algunos
farmacos de prescripcion frecuente con el objeto de establecer la asociacion
genotipo-fenotipo. Ello permitird evaluar la respuesta terapéutica de los individuos de

las poblaciones estudiadas para proporcionar tratamientos mas eficaces y seguros.
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XIII. ANEXOS

ANEXO 1
INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
CIIDIR - Unidad Durango

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS a
‘ » ITDIR

FVDURANGO

TITULO DEL PROYECTO: “Polimorfismos del citocromo P450 en Indigenas del
noroeste de México”

1. Identificacion

Nombre: No. folio

Fecha de nacimiento Edad: Sexo:

Fecha del estudio:

Lugar de origen: Lugar de residencia:
Tiempo de residir: Lengua nativa:
Ocupacion: Escolaridad:

2. Evaluacion Nutricional

Peso (kg): Talla (m):
cintura

Relacion Peso/Talla:

Pruebas de funcién renal:

Creatinina: Urea:

Pruebas de funcién hepatica:

TGO: TGP:

Prueba de Genotipificacion

Genotipo: RFLP:
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Anexo 2. Acta de aprobacion del proyecto por el comité de ética.

| - uranGco
‘ < RAZON DL NUESTRO ESFUERZO
‘ ! 2007 Ao de |a Familia y sus Valores”

| HOSPITAL

o= HOSPITAL GENERAL DE DURANGO
e DEPARTAMENTO DE ENSENANZA E INVESTIGACION
OFICIO No.
ACTA DE APROBACION

Durango, Dgo., 14 de Noviembre de 2007

DRA. MARTHA SOSA MACIAS
Investigador Principal
PRESENTE.

Por este conducto, informamos a usted que EI Comité de Investigacion del Hospital General de
Durango, habiendo revisado y analizado se decidio aprobar el Protocolo de Investigacion intitulado:

“Polimorfismos genéticos del CYP2C9/19 y CYP3A4 en poblacién indigena de México”

Asi como, estamos de acuerdo en que sea usted el Investigador Principal de dicho trabajo, el cual debera
ser desarrollado, bajo las normas internacionales de ética y buena practica clinica en este Hospital.

ATENTAMENTE

EL COMJT4 BE INVESTIGACION
e ;

::,\S—A//’
SERVICIOS DE SALUI 7
DR. MIGUEL RES/RAMIREZ DE DURAN DR. LUI UANO CALDERON.
Presi HOSPITAL GENERAL ecretario

-

DURANGO
MCR'LARC'Im

Calle 5 de Febrero y Antonio Norman Fuentes S/N / C.P. 34000
Durango, Dgo. / Tels. (618) 813 00 11, 811 94 11
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Anexo 3. Equilibrio de Hardy-Weinberg
6.9.1 Huicholes:

frec. Alélica=( 0%2) 9/ (50x2)=0.09
2
P+ 2pq + q?

2 2
p’— (0.91) x50
2pq = 2 (0.09%0.91) x 50

q%=(0.09) 2 x50

Obs Esp
HW 41 414
HT 9 8.19
HM 0 0.405

6.9.2 Coras:
frec. Alélica= (1*2) &/ (50x2)= 0.08
2
P+ 2pq + q°

2
plo (092) x50
2pq = 2 (0.08%0.92) x50

q%=(0.08) 2 x50

, Obs Esp
HW 43 423
HT & 7.35
HM 1 0.3

6.9.3 Tepehuanos

X’=

X

X2= (Obs - E-sp)zj' Esp

@1-41.4)° (9-8192 (0-0.405)°

14 8.19 0.405
X'= 0.488
p = 021215

X"~ (Obs - Esp)/ Esp

2 43- 42.3}1 (6 - ?.351:_ 1-0.3)°
123 7.35 0.3

X'=19

p=0.61232

Frec. Alélica= (HMx2 HT /N X 2)=0X2 10/50X2= 0.1

E.qllilibl.’il:l HW = IJ2+ qu_'_qz

2
p - (0.9) = 0.81x50
2pq = 2(0.9%0.1) = 0.18 x 50

q=(0.1)= 0.01 x50

Obs Esp
HW 40 40.5
HT 10 9
HM 0 0.5

X

X2 = (Obs-Esp)/ Esp

104057, (10-9)° (0-05)
2 (@0-205' 10-9° 005

105 9 0.5
x? - 061

p = 0.2623
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