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Resumen

La elevada exposicion al arsénico inorganico a través del agua de bebida es un
problema de salud publica mundial. En algunas regiones de México, la poblacion esta
expuesta hasta 100 veces al limite permitido por la Organizacién Mundial de la Salud (10
ppb). El arsénico inorgéanico se metaboliza principalmente por la arsénico-3-metil transferasa
(As3MT), enzima que adiciona grupos metilo de forma secuencial, para formar los
metabolitos acidos monometilarsénico y dimetilarsénico que se eliminan en la orina. Las
proporciones altas de dimetilarsénico urinario se relacionan con una mayor capacidad de
metilacion y con un menor riesgo de toxicidad mediada por arsénico inorganico. Ambas
caracteristicas se relacionan con la presencia de alelos considerados como de eficiente
actividad enzimatica en el gen de la AS3MT. En el presente estudio de tipo transversal, se
relaciond la diversidad genética de cinco variantes polimorficas en el gen AS3MT y la carga
ancestral a través de marcadores autosomicos bialélicos en 309 individuos muestreados a
conveniencia: 225 mestizos y 84 Nativos Americanos pertenecientes a las etnias Mazahua,
Me’Phaa y Tsotsil. Para ello se empled el método de discriminacion alélica mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en muestras de sangre y saliva (cada
individuo firmo el consentimiento informado aprobados por comité de ética de Biologia
Molecular Diagnostica S.A. de C.V. para mestizos y National Geogrpahic para los Nativos).
Nuestros hallazgos mostraron que la poblacion Me’Phaa, con prominente ancestria Nativo
Americana (96.7%), presentd una mayor frecuencia de variantes relacionadas con la
eficiencia (0.43). Por su parte, el resto de las poblaciones Nativas, asi como los mestizos, no
fueron consistentes con este comportamiento, posiblemente por el componente europeo. En
general, nuestros resultados contribuyen a describir la variabilidad genética de la poblacion
Mexicana en la AS3MT, enfatizando la importancia del estudio de marcadores genéticos en
nuestra poblacion los cuales pueden tener utilidad predictiva como marcadores de

susceptibilidad; en este caso en particular, con la metilacion del iAs.



Abstract

High exposure to inorganic Arsenic through drinking water is a global public health
problem. Several regions in Mexico, the population is exposed up to 100 times more than the
limit recognised by the World Health Organisation (10 ppb). The inorganic arsenic is
metabolised by the Arsenic 3+ methyltransferase (As3MT) enzyme, mainly, which adds
methyl groups sequentially, generating two acid metabolites monomethylarsonic (MMA) and
dimethylarsinic (DMA); being all eliminated in urine. DMA high proportions in urine have
been related to a higher methylation capacity and, in turn, with lower arsenic toxicity risk.
These two features have been associated with the presence of AS3MT specific alleles
designated as efficient. In the present cross-sectional study, the gene diversity of five SNPs
located on AS3MT and the autosomal ancestry background was related in 309 individuals
(225 mestizos and 84 Native Americans belonged to Mazahua, Me'Phaa, and Tsotsil Native
American groups). The quantitative polymerase chain reaction was used for allelic
discriminations in blood and saliva samples (Each individual signed an informed consent
form validated by the Ethics Committees of the Laboratorio Biologia Molecular Diagnostica
for mestizos and National Geographic for Natives). Our findings pointed out, that the
Me'Phaa population with remarkable Native American ancestry (96.7%), showed the highest
frequencies of AS3MT variants related to efficiency (0.43). Nonetheless, this finding was not
consistent in the rest of the populations studied, possibly due to European ancestry
background. Overall, our results provided to broad the landscape about the arsenic-3-
methyltransferase genetic diversity in Mexican individuals, emphasising the relevance of
these studies in our population, which can have predictive value as susceptibility markers, in

this particular case, with inorganic arsenic methylation.
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1. Introduccion
1.1 Arsenico inorgéanico: generalidades

El arsénico (simbolo quimico As, nimero atomico 33; 74.922 unidades de masa
atomica) es considerado un metaloide por sus propiedades fisicoquimicas (www.rsc.org). De
acuerdo con el potencial de hidrogeno y las condiciones de oxidacion-reduccion del medio,
el As se puede encontrar en forma trivalente (As®") y pentavalente (As®*), siendo la trivalente
la especie predominante (https://www.atsdr.cdc.gov/es/csem/arsenic/). Este elemento
quimico, se utiliza ampliamente en la industria de transistores, laseres, semiconductores,
procesamiento de vidrio, pigmentos, textiles, papel, adhesivos y preservantes de madera
(www.who.int). De manera mas limitada se utiliza como plaguicida, en aditivos de alimentos

y farmacos (Alarcon, et al, 2013; www.who.int).

En su forma inorgénica (iAs), el As se encuentra ampliamente distribuido, ocupando el
lugar veinte en abundancia a nivel mundial (Herath, et al., 2016). Con respecto a su origen,
éste puede ser geogénico (comun en atmdsfera, hidrésfera y biosfera) y antropogénico
(principalmente por actividad minera). En ambos casos, el iAs es movilizado al ambiente,
siendo el agua subterranea y superficial los recursos mas afectados, los cuales representan el
97% del agua como recurso de bebida alrededor del mundo (Montoya, et al., 2015).
Consecuentemente, se estima que entre 94 y 220 millones de personas en mas de 50 paises
se encuentran potencialmente expuestas a iAs, entre los que destacan Argentina, Bangladesh,
Chile, China, Estados Unidos, India y México (Figura 1); paises en los que se concentra
aproximadamente la mitad de la poblacién en riesgo (Herath, et al., 2016; Podgorski & Berg,
2020; www.int.org). De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el nivel
permisible de iAs en agua de bebida es de 10 pg/L o ppb (partes por billon)
(https://www.who.int/en/news-room/fact-sheets/detail/arsenic); en México la Norma Oficial
Mexicana sefala un limite permisible de hasta 25 pg/L (NOM-127-SSA1-1994). De acuerdo
con la Agencia Internacional para la Investigacion en Cancer (IARC, por sus siglas en inglés),
el As y sus metabolitos han mostrado suficiente evidencia de capacidad carcinogénica en

humanos, por lo que se encuentran clasificados en el grupo uno. (IARC, 2018).
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1.2 Situacion del Arsénico en México

El territorio mexicano cuenta con las dos regiones de mayor concentracion de iAs en
aguas subterraneas a nivel mundial: 1) la Comarca Lagunera y 2) la Region Centro-Norte
(que abarca los estados de Guanajuato, Hidalgo y San Luis Potosi; Alarcon, et al., 2013).
Asimismo, se han identificado tres principales ambientes hidrogeoldgicos con presencia de
iAs: 1) los acuiferos aluviales (norte y centro del pais), 2) areas de actividad minera (zona
norte y centro) y 3) las aguas geotérmicas asociadas a rocas volcanicas (zona centro en
Jalisco, Michoacan y Puebla; Alarcon, et al, 2013; Montoya, et al, 2015; Organizacion
Mundial de la Salud, 2010). Sin embargo, la mayor exposicion se concentra en los estados
aridos del centro-norte de México (Alarcon-Herrera, et al., 2020). Son muchos los estados
en México con aguas contaminadas con iAs en donde los niveles de contaminacién exceden
el limite permitido por la NOM-127-SSA1-1994 y, por ende, las 10 ppb establecidas por la
OMS (Tabla 1). Recientemente, se ha estimado que el nimero de personas sobreexpuestas a
IAs a través de diversas fuentes de abastecimiento de agua en territorio nacional es cercano
a 9 millones (Alarcon-Herrera, et al., 2020; Armienta, 2015). En consecuencia, la exposicién

a iAs en México representa un problema de salud pablica (Alarcon-Herrera, et al., 2020).
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1 Lancunaria District, Mexico 17 Central India
2 North Central Mexico 18 Mongolia
3 Antofagasta, Chile 19 Myanmar
4 North West Argentina 20 Pakistan
5 Chaco-Pampean Plain, Argentina 21 Perth
6 Red River Delta 22 New South Wales
T China 23 Nigeria
8 Mekong River Delta, Lao PDR, Cambodia 24 Ghana
9 Vietnam 25 Southern Texas
10 Taiwan 26 Northern Texas
11 Shanxi, China 27 Minnesota
12 Xinjiang, Tianshan plain 28 New England
13 Great Hungarian Plain, Hungary, Romania 29 Canada
14 Western USA 30 Peru
15 Bengal Basin 31 Bolivia
16 Nepal 32 Serbia

Figura 1. Mapa de la distribucién mundial del iAs en agua subterraneas (Herath, et al; 2016).
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Tabla 1. Estados de la Republica Mexicana con determinaciones de iAs mayores a 25 ppb

en aguas subterraneas (Alfaro de la Torre, et al., 2018).
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Estado de la Municipio Concentracion
Republica de As (ppb)
Aguascalientes  Cosio 0.045
Baja California  Comondu 0.030
Sur
La Paz 0.025-0.500
Loreto 0.030
Los Cabos 0.005-0.100
Mulegé 0.030-0.080
La Paz 0.090-0.459
Chihuahua Aldama 0.183
Allende 0.029-0.048
Ascension 0.091
Camargo 0.026-0.086
Casas Grandes 0.032
Chihuahua 0.114
Coronado 0.032-0.045
Delicias 0.027-0.053
Galeana 0.029
Julimes 0.042-0.105
Jiménez 0.041-0.149
La Cruz 0.111
Meoqui 0.033-0.428
Namiquipa 0.338
Nuevo Casas Grandes 0.025
Ocampo 0.206
Rosales 0.026-0.169



Coahuila de

Zaragoza

Durango

Guanajuato

San Francisco de Conchos

Satevo
Saucillo

Matamoros

Sierra Mojada
Torredn

Viesca

Canatlan
Cuencamé
Durango

El Oro

General Simén Bolivar
Gomez Palacios
Indé

Lerdo

Mapimi
Mezquital
Nombre de Dios
Nuevo ldeal
Pefion Blanco
Poanas

Rodeo

San Bernardo
San Juan del Rio
Santiago Papasquiaro
Tepehuanes
Abasolo
Cueramaro
Dolores Hidalgo

Irapuato
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0.030
0.144
0.042-0.070
0.031

0.079
0.209
0.046
0.039-0.103
0.100
0.025-0.242
0.039-0.051
0.048
0.121
0.129
0.042-0.136
0.238
0.068
0.026
0.120
0.067-0.239
0.027
0.039
0.051
0.031
0.040-0.370
0.028
0.025-0.029
0.160-0.170
0.050-0.149
0.050-0.077



Hidalgo

Jalisco

México
Michoacéan de
Ocampo
Nayarit

Oaxaca

San Luis Potosi

Sinaloa

Sonora

San Diego de la Union

San Luis de la Paz

San Miguel de Allende
Zimapan

Silao de la Victoria
Atotonilco El Alto

Ayotlan

Ixtlahuacan de los Membrillos
Tenancingo

Cuitzeo

Tlajomulco de Zufiga
Acaponeta

Heroica Ciudad de Huajuapan
San Pablo Villa de Mitla
Ahualulco

Charcas

Guadalcazar

La Piedad

Mexquitic de Carmona
Salinas de Hidalgo

Santo Domingo

Villa de Guadalupe

Villa de Ramos

Ahome

Mazatlan

Navolato

Caborca

General Plutarco Elias Calles
San Luis Rio Colorado

Santa Ana
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0.025-0.063
0.028-0.120
0.025-0.080
0.046-0.358
0.033
0.045
0.051-0.127
0.029
0.086
0.036
0.032
0.045
0.025
0.237
0.033-0.039
0.096
0.025-0.051
0.035
0.062
0.042
0.025-0.062
0.061
0.042-0.195
0.029-0.089
0.027
0.029
0.034
0.028-0.077
0.068
0.069



Trincheras 0.028

Tabasco Cardenas 0.031
Veracruz de | de  Veracruz 0.026
la Llave
Zacatecas Concepcion del Oro 0.038
El Salvador 0.061
Hermosillo 0.048-0.050
Fresnillo 0.032
General Francisco R.Munguia 0.091
General Panfilo Natera 0.038
Guadalupe 0.068
Huanusco 0.028-0.051
Juchipila 0.037
Luis Moya 0.055-0.099
Mazapil 0.179
Miguel Azua 0.098
Norial de Angeles 0.055
Ojocaliente 0.106
Rio Grande 0.094
Trancoso 0.034
Villa de Cos 0.400
Villa Gonzalez Ortega 0.033
Zacatecas 0.030-0.038

1.3 Toxicocinética del As
1.3.1 Vias de exposicion

Las principales rutas de exposicién al As en el humano son por ingestion de agua o
alimentos contaminados y por la via inhalatoria (Organizacion Mundial de la Salud, 2010).
En la exposicion por agua de bebida, se estima un rango de consumo de 20-300 pg/dia de As

(www.monographs.iarc.fr). Mientras que en aquellas regiones en donde el As no se encuentra
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de forma natural, el consumo es a través de alimentos contaminados, los cuales tienen 0.25
mg/kg de As en promedio, pudiendo contener hasta 100 mg/kg de As en algunos crustaceos

(www.monographs.iarc.fr). La via inhalatoria, , corresponde a la principal via de exposicion

ocupacional aunque en menor medida que la oral, con ingesta de 20-200 ng en area rurales,
400-600 ng en ciudades (sin emisiones industriales) y de hasta 1ug/dia en fumadores

(www.monographs.iarc.fr; Organizacion Mundial de la Salud, 2010).

1.3.2 Absorcidn, distribucion, metabolismo y excrecion del arsénico

El iAs que ingresa al organismo (80-90%) es absorbido directamente en el tracto

gastrointestinal (GI) como arsenito (Aslll) o arsenato (AsV) (https://www.atsdr.cdc.gov/).

No obstante, la ingestion de As a través de los alimentos es de absorcion variable, el cual se

ha encontrado biodisponible hasta un 89.4% en el tracto Gl (https://www.atsdr.cdc.gov).

Otras rutas de absorcion son la pumonar (60-90%), via parenteral y absorcion dérmica, Si
bien esta ultima no esta bien determinada, se considera que se encuentra en muy bajo grado
(Kuivenhove & Mason, 2020).

Una vez que el As ingresa al torrente sanguineo se distribuye y acumula en diversos
Organos a través de su union con la globina de la hemoglobina eritrocitaria

(www.monographs.iarc.fr). Entre los principales 6rganos de acumulacion del As se

encuentran el rifion, el pulmon, la vejiga, la piel, la sangre y el higado; el As puede también
depositarse en cabello, ufas, piel y, en menor grado, en huesos y dientes

(https://www.atsdr.cdc.gov/).

Con respecto al metabolismo del As, éste se lleva a cabo mayoritariamente en el higado,
en donde en su forma tri o pentavalente es metilado por la arsénico-3-metiltransferasa
(AS3MT), generando como productos &cidos de esta reaccion a las formas monometilada
(MMA) y dimetilada (DMA,; Drobn4, et al., 2010; Khairul, et al., 2017). En esta reaccion
también participan la S-adenosilmetionina (SAM) y el glutatién (GSH), donadora del grupo
metilo y cofactor de la As3MT, respectivamente (Figura 2). Otras enzimas reductoras que
pueden metabolizar el iAs son la Glutation S-transferasa omega, mu-1 o theta-1 (GSTO,
GSTM1 o GSTT1, respectivamente), con las que se forman conjugados arsénico-glutation
(Khairul, et al., 2017; Hirano & Watanabe, 2013).
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Figura 2. Esquema del metabolismo del iAs por la arsénico-3-metiltransferasa (Obtenida de
Khairul, et al., 2017).

Nota: GSH, Glutation; iAs, arsénico inorganico; iAs(GS)s, Triglutation de iAs; CHs; As(GS)a,
Diglutation metilarsénico, MMA, acido monometilarsénico; DMA, 4&cido dimetilarsénico;

(CHs).AsX, Conjugado de dimetilarsénico; SAM, S-adenosilmetionina.

La capacidad citotoxica del iAs y sus metabolitos es completamente dependiente de
su estado de oxidacién y estructura quimica. Las formas metiladas pentavalentes del iAs son
menos citotdxicas, mientras que las metiladas trivalentes son altamente cito- y genotdxicas
(Khairul, et al., 2017). El dafio mediado por el iAs se ha relacionado con la generacion de
especies reactivas de oxigeno, acumulacion de calcio, sobreexpresion de la caspasa-3,
disminucion de genes anti-apoptoticos como BCL-2 (por sus siglas en inglés, B cell
lymphoma 2) y con la deficiencia de la proteina p53 (Ghosh & Sil, 2015). Por otro lado,
tambien se han observado respuestas diferentes en cultivos de granulocitos y macrofagos por
su exposicion a bajas o altas concentraciones de iAs evidencia del efecto conocido como

hormesis (Ferrairo, et al., 2008).
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1.4 Efectos del arsénico en la salud humana

Debido al tamafio de la poblacion que ingiere iAs a través del agua de bebida y su
asociacion con distintas enfermedades, la exposicion a iAs es de interés mundial en salud
publica (Fisher, et al., 2015). Los efectos toxicos por la ingesta de As pueden presentarse de
manera aguda o crénica (www.who.int). La mayoria de los casos de intoxicacion aguda
ocurren mediante la ingestion accidental de plaguicidas o de manera menos comdn por
intento de suicidio (Ratnaike, 2003). La intoxicacion por cantidades menores a 5 mg de As
produce vomitos y diarreas que terminan en menos de doce horas sin necesidad de
tratamiento (Ratnaike, 2003). Otros sintomas clinicos relacionados son: nauseas,
deshidratacién, estados de shock, dolor abdominal, salivacion excesiva, sarpullido,
convulsiones y delirios; incluso se han reportado dafios agudos en 6rganos como corazon,
riidn y pulmoén (Kuivenhoven & Mason, 2019; Ratnaike, 2003). Por lo que se refiere a los
efectos de la exposicidn crénica (por agua de bebida o alimentos), éstos pueden ser cambios
de pigmentacion o lesiones en la piel, asi como hiperqueratosis en palmas de las manos y
plantas de los pies; efectos que se observan tras una exposicion de por lo menos cinco afios

(https://www.who.int/ipcs/assessment/publichealth/arsenic/en/). Los efectos en la piel

pueden ser precursores de cancer en el mismo érgano, aunque también se ha relacionado con
cancer de vejiga o pulmdn, neuropatias, diabetes, enfermedades cardiovasculares, asi como
deficiencias en la capacidad cognitiva (Fisher, et al., 2017). Al 2015, las enfermedades
cardiovasculares y diabetes fueron las dos primeras causas de muerte en México, las cuales
representan el 20 y 15% del total de fallecimientos en ese afio, respectivamente, seguidas por
los casos de cancer (12%) (INEGI, 2015). Se ha estimado que cerca de 13,070 casos de cancer
en la poblacion Mexicana se deben Unicamente a la exposicion a As (Alarcon-Herrera, et al.,
2020). Las manifestaciones clinicas de la intoxicacion por As varian entre individuos, grupos
poblacionales y areas geogréaficas (Agusa, 2011). Sin embargo, se desconoce cuales son los
factores determinantes en la aparicion de signos clinicos o qué sistema en especifico del

cuerpo humano serd el afectado cuando hay exposicion a este metaloide (Ratnaike, 2003).
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1.5 Diversidad genética de las poblaciones humanas

La diversidad genética dentro y entre las poblaciones es el resultado de la interaccion
de las fuerzas evolutivas (deriva génica, mutacion, seleccion natural y migracion)(Griffiths,
et al., 2000). Las variaciones genéticas son las diferencias en la secuencia del DNA (por sus
siglas en inglés, Deoxyribonucleic acid) entre los individuos de una poblacion (Griffiths, et
al., 2000). Consecuentemente, la determinacién de estas diferencias permiten el estudio de
la variacion genética y del efecto de las fuerzas evolutivas sobre una poblacion (Fontdevila,
2000).

A partir de la secuenciacion completa del genoma humano finalizada en 2003

(https://www.genome.gov/human-genome-project), se han identificado variaciones

genéticas no mayores al 15% entre los individuos de distintas poblaciones en los cinco
continentes (The International HapMap Consortium, 2005). Las variantes genéticas mas
comunes son los polimorfismos de un solo nucleétido (SNP, por sus siglas en inglés) de los
cuales se han descrito al menos 15 millones dentro del genoma humano (The 1000 Genomes
Project Consortium, 2010). Los SNPs representan la sustitucion de una base nucleotidica por
otra dentro de una secuencia de DNA, por lo tanto, un mismo locus puede tener diferentes

alelos (bialélico). Estas variantes se clasifican en (Rahim, et al., 2008):

e Variantes comunes en donde el alelo de menor frecuencia se encuentra en al menos el

5% de la poblacién) y
» Variantes raras, presentes en menos del 1% de la poblacion.

En este sentido, la determinacion de las frecuencias de las variantes alélicas constituye
una medida de la variacion genética poblacional y es determinada por técnicas de biologia
molecular (Griffiths, et al., 2000). El estudio de las variantespermiten diferenciar entre los
individuos de una poblacién y, por ende, entre las diferentes poblaciones, proporcionando asi
informacién de la historia poblacional y de los patrones de migracién (Witherspoon, et al.,
2007). En este sentido, los datos recabados de una poblacion permiten describir su diversidad,
antropologia genética, filogeografia, mapas génicos, identificar marcadores de
susceptibilidad e inferir la carga ancestral y la estructura poblacional, estas Gltimas dos

utilizadas como covariables en estudios de asociacion (Elhaik, et al., 2014; Marchini, 2004).
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1.5.1 Estructura poblacional

La estructura poblacional es uno de los aspectos mas estudiados en genética de
poblaciones que ha alcanzado una alta sofisticacion matematica utilizando el analisis
estadistico con profusion (Fontdevila, 2000). En los Gltimos 40 afios, a través de la biologia
molecular, se han estudiado diferentes sistemas de marcadores genéticos para abordar este
aspecto. Entre ellos se encuentran los patrones de variantes genéticas en marcadores
uniparentales (regién no recombinante del cromosoma Y -NRY-y en el DNA mitocondrial,
mtDNA) asi como en los autosomicos (Barrandeguy & Garcia, 2014). Estos sistemas son los
mas utilizados para evaluar la diversidad genética e inferir la estructura poblacional. Sin
embargo, el analisis poblacional a través de la NRY y mtDNA pueden mostrar diferencias
debido a que solo representan un linaje parental por su heredabilidad; mtDNA en el caso
materno y el cromosoma Y en el caso paterno (Salzano & Sans, 2014). Adicionalmente, el
estudio con diferentes tamafios poblacionales y la variacion en la tasa de migracion entre
hombres y mujeres, contribuyen a diferencias en la inferencia de la estructura genética
(Ramachandran, et al., 2004).

Los marcadores autosdémicos como los marcadores informativos de ancestria (AIMs) son
polimorfismos tipo SNP altamente abundantes en el genoma y cuyas frecuencias alélicas
difieren con respecto a la region geogréfica (Kosoy, et al., 2009). Con base en estas
caracteristicas, estos marcadores han sido ampliamente utilizados para conocer los origenes
ancestrales de un individuo y describir la estructura poblacional. Sin embargo, carecen de un
fundamento sistematico en su seleccidn, validacion y nimero minimo de marcadores para
realizar la inferencia ancestral (Galanter, 2012). Una de las ventajas del uso de este tipo de
marcadores es que reflejan ancestria por regiones geograficas y no un linaje uniparental,
como sucede en el anélisis de la NRY y mtDNA (Galanter, 2012; Kidd, 2013).

1.5.2 Estructura poblacional de México

La poblacion mexicana contemporanea posee una estructura genética compleja como
consecuencia de la heterogeneidad de sus poblaciones parentales (Nativos Americanos,
Europeos y esclavos Africanos) y de su reciente surgimiento (500 afios; Johnson, et al.,

2011). Los estudios con marcadores uniparentales han evidenciado que desde el angulo
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patrilineal los dos linajes mas prominentes son el Europeo (proveniente principalmente de la
peninsula Ibérica) y el Nativo Americano, mientras que del lado materno predomina el
componente Nativo Americano (Salazar-Flores, et al., 2015). La mezcla poblacional entre
estas dos poblaciones parentales dio origen a la poblacion mestiza, la que constituye
aproximadamente el 93% de la poblacion mexicana actual (Martinez-Cortés, et al., 2012).
No obstante, el proceso del mestizaje no se llevé a cabo de forma homogénea, pues estuvo
influenciado por el sesgo de género, por los origenes de las diferentes poblaciones parentales
de las que surgid y por los eventos demogréaficos experimentados por éstas (Silva-Solezzi, et
al., 2009). Entre los més destacables se encuentran los prominentes cuellos de botella -el mas
lejano hace al menos 10 mil afios y el mas préximo hace 500 afios-, los procesos de
diversificacion en Beringia y Mesoamérica, el constante flujo genético propiciado por la
riqueza de recursos del territorio mexicano y los movimientos migratorios contemporaneos
entre las zonas rurales a las urbanas (Gémez, et al., en prensa; Gonzalez-Sobrino, et al., 2016;
Sandoval, et al., 2012).

La otra cara de la diversidad mexicana esta conformada por las mas de 60 poblaciones
Nativas provenientes de diversas familias linguistica, que al 2015 se representd por mas de 7
millones de personas (el 6.6% del total de la poblacion actual; INEGI, 2015). Los grupos
Nativos de diferentes regiones geograficas han mostrado estratificacion genética variable,
por lo tanto, su contribucidn en la poblacion mestiza tiene diferentes patrones genéticos
regionales (Moreno-Estrada, et al., 2014). Al menos tres migraciones provenientes de Asia
se dispersaron y contribuyeron en la diversidad de las primeras poblaciones Nativas en
América (Reich, et al., 2012; Shurr & Sherry, 2004), posteriormente los eventos
sociodemogréaficos pre-colombinos entre grupos Nativos ampliaron la diversificacion
genética (Martinez-Cortés, et al., 2013; Moreno-Estrada, et al., 2014). Sin embrago, su
aislamiento durante y después de la colonizacién limito el flujo génico, en comparacion con

el resto de la poblacion mexicana (Belbin, et al., 2018).
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1.6 Posible presion selectiva por la exposicion a As y sus implicaciones en el

metabolismo.

La metilacion del iAs es considerada la bioactivacion y via de eliminacion de este
metaloide (Watanabe & Hirano, 2013). El analisis in silico de la secuencia del gen AS3MT
sefiala que la transferencia horizontal de genes (intercambio de informacion genética sin
emparejamiento) de bacterias a eucariontes sucedié al menos cinco veces para este gen
(Palmgren, et al., 2017). El estudio filogenético del gen también indica la necesidad de
organismos de distintos reinos y, de complejidad variable, de convertir el iAs en compuestos
mas solubles para eliminarlos (Figura 2). Adicionalmente, los estudios in vitro han
determinado variaciones en la capacidad de la generacion de los productos metilados entre
especies (Drobna, et al., 2010) Lo anterior sugiere que ambientes con altas concentraciones
de iAs influyeron en la seleccion y mejoramiento de la capacidad de metilacion por parte de
la AS3MT, resultado que no ha sido observado en algunos organismos que se desarrollaron

en ambientes poco contaminados con el metaloide (Palmgren, et al., 2017).

La variacion fenotipica humana como el color de ojos y piel o el grupo sanguineo es
consecuencia directa de la diversidad genética, la que a su vez responde a la presion selectiva
del ambiente y a factores conductuales (estilo de vida) (Rahim, et al., 2008). En la especie
humana, la principal fuente de eliminacion del As es la orina, en una proporcion del 10-30%
deiAs, 10-20% de MMA 'y 60-70% de DMA (Vhater, 1999). Estas proporciones han sugieren
una variacién interindividual, lo que se ha atribuido a variantes genéticas relacionadas con la
capacidad de metilacion del As (Janasik, 2015). En este sentido, se han descrito mas de 30
SNPs en el gen que codifica a la As3MT (Agusa, 2011; Tabla 2) el cual se encuentra
localizado en el cromosoma diez (10g24.32; www.genecards.org). Algunos genotipos de
estos SNPs se han relacionado con la variabilidad en la capacidad de metilacion de esta
transferasa y, por lo tanto, posiblemente con las diferencias en la susceptibilidad a los efectos
toxicos del As, principalmente en poblaciones Asiaticas y del Continente Americano (Agusa,
2011).
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Tabla 2. Variantes genéticas del gen de la AS3MT (Chr: 10g24.32) que han sido relacionadas
a una mayor capacidad de metilacion.

Polimorfismo  Localizacion Alelo de N Poblacién Referencia
en el gen eficiencia
rs3740393 Intron 1 G 135 Valle  Yaqui, Sonora, Meza,etal., 2007.
(C/IG) México
148 San Antonio de los Cobre, Engstrom, et al.,
Argentina 2007
1,078 Chiayi County, Taiwan. Chung, et al., 2009
102 Comarca lagunera, México = Garcia-Alvarado, et
al., 2018
rs3740400 Intron 6 C 104 San Antonio de los Cobre, Engstrom, et al.,
(A/C) Argentina. 2009
176 y Argentinay Bangladesh Engstrom, et al.,
500 2011
200 GOmez Palacio, Durango Drobna, et al., 2016
México
450 Wuyuan County, China Chen, et al., 2017
10748835 Intron 10 A 148 San Antonio de los Cobre, Engstrom, et al.,
(A/G) Argentina. 2007.
100 Ha Nam, Vietnam Agusa, et al., 2009.
172 San Antonio de los Cobres, Engstrom, et al.,
Argentina 2011
361 Dhaka, Bangladesh Engstrom, et al.,
2011
rs11191439 Exon 8 T 415 Ciudades de Hungria, Lindberg, et al,
(T/C) Rumania y Eslovaquia. 2007
50 Chuquicamata, Chile Hernandez, et al.,
2008
100 Ha Nam, Vietnam Agusa, et al., 2009
1,062 Ciudades de Hungria, Engstrom, et al.,
Rumania y Eslovaquia 2015
rs7085104 Region 5 G 104 San Antonio de los Cobre, Engstrom, et al.,
(A/G) terminal Argentina. 2009
122 Zimapan, Hidalgo México  Valenzuela, et al.,

2009
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Son muchas las regiones del mundo en donde el humano ha tenido contacto con
fuentes de agua contaminada con As durante miles de afios. Tal es el caso de la region del
altiplano de los Andes, el que ha estado habitado por al menos 12,000 afios antes del presente
(AAP; Jocavas, et al., 2018). Incluso, se ha encontrado As en la fauna de las regiones que
conformaron Beringia, por lo que el contacto pudo darse antes del poblamiento de Ameérica.
A pesar de que la informacion sobre la adaptacion humana es limitada, varios grupos de
estudio han explorado la diversidad del AS3MT en poblaciones Nativas ancestrales y
contemporaneas de esta region mediante estudios paleogenéticos y genéticos,
respectivamente (Apata, et al., 2017, De Loma, et al., 2019; Schlebusch, et al., 2013,
Schlebusch, et al., 2015). Los resultados sugieren que las poblaciones expuestas a
concentraciones altas de As podrian poseer un metabolismo mas eficiente, en cuanto a la
metilacion del As, en comparacion con aquellas que han estado poco expuestas (Apata, et al.
2017; Eichstaedt, et al. 2015; Schlebusch, et al. 2015). Estas diferencias se ven reflejadas en
la arquitectura genética en cuanto a los polimorfismos del AS3MT; las poblaciones de la
region de los Andes que se encuentran sobreexpuestos a iAs (~200 ppb) exhiben una
arquitectura distinta a aquellas poblaciones geograficamente cercanas pero cuya exposicion
es cercana al limite permisible (10 ppb; Eichstaedt, et al. 2015; Schlebusch, et al. 2015).
Estos datos sugieren que la presion ambiental (sobreexposicion a As) durante miles de afios,
pudo haber permitido que los pobladores de los Andes fueran seleccionados en el sentido de
presentar variantes de la AS3MT con alta capacidad de metilacién (Eichstaedt, et al. 2015;
Schlebusch, et al. 2015). Esta seleccion positiva es conocida como la “Hipotesis arsenical”,
mientras que al conjunto de alelos de los SNPs rs3740393-C, rs3740390-T y rs10748835-A,
con una mayor capacidad de metilacién, se les ha considerado como un posible haplotipo de
proteccion (Apata, et al., 2017; Schlebusch, et al., 2013). Este haplotipo junto al alelo A del
rs11191439 (CTTA) se ha encontrado en mayor frecuencia (0.68) en una poblacion Nativa
del Norte de Chile (Quebrada Camarones -QC-, perteneciente a las regiones de Arica y
Paranacota) en donde las concentraciones de iAs son cercanas a 1,312 ppb (Apata, et al.,
2017). Por su parte, la poblacion Nativa de San Juan de la Costa (Provincia de Osorno,
Region Los Lagos, Sur de Chile), expuestos a concentraciones de iAs <10 ppb, presentan una
frecuencia del haplotipo de «proteccion» casi nueve veces menor (0.08) al de la poblacién
con concentraciones cercanas a 1,312 ppb. Con respecto a la poblacion del Valle de Azapa,

tambien al norte de Chile pero de menor exposicion a iAs (10-20 ppb), la frecuenciade CTTA
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(0.48) fue menor que en QC (Apata, et al., 2017). Situaciones similares se han reportado en
poblaciones de mujeres pertenecientes a etnias Nativas y geograficamente aisladas como
sucede en Argentina y Bolivia, todas ellas expuestas a niveles mayores a 10 ppb de iAs. Estos
grupos de mujeres mostraron un metabolismo eficiente con bajo porcentaje de MMA 'y altos
niveles de DMA en orina. (De la Loma, et al., 2019; Schlebusch, et al. 2015).

En el contexto del poblamiento de Ameérica, los origenes de los pueblos Nativos han
sido referidos a las regiones Centro-Sur y Noreste de Siberia, lo que refuerza la entrada al
continente via Beringia (Gomez R, et al en revision; Shurr & Sherry, 2004). Los estudios
paleogenéticos han sugerido que las primeras migraciones llegaron a América entre 14,600
a 17,500 AAP (Shurr & Sherry, 2004). Para que estas poblaciones hayan subsistido, debieron
estar en contacto con mantos acuiferos. De modo interesante, los mapas que ilustran la
distribucion mundial de iAs en aguas subterraneas son muy semejantes a aquellos que
sugieren las rutas de colonizacion que siguieron los primeros Americanos (Figuras 1y 3). Lo
anterior también sugiere una exposicion prolongada al iAs a través del agua de bebida y, por
consiguiente, el inicio del proceso de seleccion al iAs miles de afios antes, como se sugiere
en la region Andina. Hidrograficamente, las poblaciones Europeas no parecen tener
exposicion relevante a iAs (Podgorski & Berg, et al., 2020), por el contrario, se estima que
las poblaciones Asiaticas concentran el 94% del total de la poblacion en contacto con iAs
(Podgorski & Berg, et al., 2020). Sin embargo, las poblaciones de América, debido al nivel
de exposiciéon de algunos individuos (hasta 1,000 ppb), también han sido ampliamente
estudiadas (Herath, et al., 2016), como es el caso de Argentina y Chile. En México, las zonas
aridas del centro-norte de México es en donde se concentran la mayoria de los estudios
poblacionales de exposicion a As (Alarcon-Herrera, et al., 2020; Herath, et al., 2016).

La estructura genética y ancestral de una poblacién son covariables importantes para
el disefio e interpretacion de estudios de asociacion genética. (Marchini, 2004). El
desconocimiento de estas caracteristicas es una fuente importante de sesgo en el analisis
estadistico de los datos pudiendo generar falsas asociaciones genotipo-fenotipo (Marchini,
2004). Las poblaciones de estructura genética compleja, como las Latinas, son el reflejo de
diversos procesos demograficos con no mas de 15 generaciones, favoreciendo una
estratificacion poblacional (Belbin, et al., 2018; Johnson, et al., 2011) y una compleja

arquitectura genética, ademas de ser testimonio de los procesos ambientales a los que han
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sido expuestos nuestros ancestros (Tishkoff, et al., 2019). La poblacion mexicana posee un
importante y ampliamente diverso componente Nativo Americano que se mezcl6 con, el no
menos diverso, componente europeo en conjunto con un minoritario componente africano.
Estas poblaciones parentales han permeado, incluso, entre las poblaciones Nativas, algunas
de las cuales han permanecido geograficamente aisladas y profundamente arraigadas a su
pasado prehispanico (Martinez-Cortés, et al., 2012). El mosaico de diversidad de la poblacion
mexicana de caracteristicas multiétnicas, es una poblacion ideal para estudiar la variacion
genética del gen AS3MT vy relacionar las variantes alélicas que favorezcan el metabolismo de
agentes potencialmente dafiinos, para el organismo humano, con la carga ancestral de un
grupo de individuos mestizos y Nativos Americanos contemporaneos, dando pie al presente

proyecto.
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Figura 3. Mapa de la distribucion del iAs en el continente Americano (Modificado de Apata
& Pfeifer, et al., 2020). Las regiones con depodsitos de iAs mayores a 10 ppb se indican en
puntos rojos. Las flechas en linea oculta sugieren las rutas migratorias en la colonizacion de

América.
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1.7 Justificacion

El As, un metaloide distribuido de forma heterogénea en México se localiza
principalmente en ambientes hidrogeoldgicos, sobrepasando hasta en 60 veces, el limite
permitido por la Organizacion Mundial de la Salud (10ug/L). La movilizacion del iAs al
ambiente por procesos naturales y antropogénicos favorece su exposicion por las vias
inhalatoria y oral (principalmente por agua de bebida). Se estima que en México cerca de 9
millones de habitantes se encuentran expuestos a este elemento quimico. Como
consecuencia, el iAs ha sido relacionado con problemas de salud publica como el cancer de
piel, las enfermedades cardiometabdlicas, pulmonares y los trastornos neurolégicos, mismos

que han incrementado sus tasas de incidencia en los ultimos afios.

Estudios previos han sugerido que la exposicion cronica al iAs pudo haber favorecido
la fijacion de variantes genéticas relacionadas con un metabolismo del iAs mas eficiente. .
La arsénico-3-metiltransferasa, enzima encargada de metilar al iAs y favorecer su
eliminacion del organismo, presenta una elevada variabilidad genética, la que ha sido
relacionada con diferencias en su actividad enzimatica. Esta variabilidad genética ha sido
escasamente estudiada en nuestra poblacién, cuya compleja arquitectura genética,
caracterizada por una heterogeneidad en los grados de mestizaje, aunado a la exuberante
diversidad de los grupos Nativos, la convierte en el escenario indicado para relacionar la

carga ancestral con las variantes genéticas de la AS3MT en poblaciones Mexicanas.

1.8 Hipotesis
Las variantes genéticas relacionadas con una mayor tasa metabolica del iAs seran mas
frecuentes en las poblaciones con mayor carga Nativa en comparacion con los individuos

de la poblacién mestiza Mexicana.
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1.9 Objetivos

1.9.1 Objetivo General
Relacionar la ancestria regional con las variantes polimérficas de la arsénico-3-
metiltransferasa en poblaciones mestizas y Nativas contemporaneas mediante marcadores

informativos de ancestria.
1.9.2 Objetivos particulares

e Determinar las variantes alélicas de cinco polimorfismos de la arsenico-3-
metiltransferasa en una muestra de individuos Nativos y mestizos mexicanos
contemporaneos y establecer sus frecuencias alélilcas, genotipicas y haplotipicas.

e Disefar y evaluar in silico un panel de marcadores tipo SNP para determinar la
ancestria regional de las poblaciones de estudio, a través de la seleccion de
marcadores previamente reportados.

e  Establecer la relacion entre las frecuencias haplotipicas del gen AS3MT vy la carga

regional ancestral de las poblaciones estudiadas.
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2. Métodos

2.1 Disefo de estudio

El presente estudio es de tipo transversal, descriptivo y comparativo. La informacion
utilizada fue recolectada en los estados de México, Guerrero, Guanajuato, Oaxaca, Puebla,
Quereétaro y San Luis Potosi durante el periodo 2001 a 2019 como parte de dos estudios
originales: “Determinacion de la diversidad genética de la poblacion mexicana” y
“Determinacion de las rutas migratorias para dilucidar los origenes del hombre Americano
mediante el estudio de la diversidad genética de las poblaciones étnicas mexicanas”. Ambos
estudios estuvieron conformados por hombres y mujeres, no relacionados entre si, mayores
de 18 afios pertenecientes a las etnias mestiza y Nativa Americana contemporaneas (Tabla 3)
que acudieron al laboratorio de Biologia Molecular Diagndstica para determinar parentesco
mediante huella digital de material genético (mestizos), o que fueron recolectados a través
de los muestreos llevados a cabo en diversas localidades Nativas de diferentes regiones de

México.

Tabla 3. Poblaciones de estudio pertenecientes a las etnias mestiza y Nativa Americana

contemporaneas.
Poblacion Localizacion n Familia linguistica’
Mazahuas Estado de México 29 Oto-Mangue
Me’Phaas Sierra Alta de Guerrero 35 Oto-Mangue
_ Querétaro, Guanajuato,
Mestizos 225 Indo-Europeo
y Puebla
Tsotsiles Chiapas 20 Oto-Mangue

'De acuerdo al CATALOGO de las Lenguas Indigenas Nacionales, DOF 14/01/18 disponible en:

https://www.inali.cob.mx/clin-inali/

2.1.1 Seleccion de sujetos

El grupo mestizo se integro por 225 individuos (106 hombres y 119 mujeres) nacidos
en México con al menos tres generaciones de ancestros nacidos en el mismo pais, que se
autoidentificaron como pertenecientes a la etnia mestiza mexicana a través de un
cuestionario. Estos individuos fueron obtenidos aleatoriamente a partir de un banco de 1,640
individuos mestizo mexicanos provenientes de la Ciudad de Meéxico y los estados de

Guanajuato, Querétaro, Jalisco y Puebla (Noris, et al 2012; Santana, et al., 2014).
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El grupo Nativo Americano estuvo integrado por 84 individuos (hombres y mujeres)
nacidos en México con al menos tres generaciones de ancestros nacidos en el sitio de la toma
de muestra y que hablaban un idioma perteneciente a las diferentes familias linglisticas
Nativas Americanas en al menos tres generaciones. Estos individuos se auto reconocieron
como pertenecientes a una étnica Nativa a través de un cuestionario validado por la
Universidad de Pensilvania (Institutional Review BoarD # 8). El tamafio de muestra de las

etnias Nativas fue por conveniencia.

2.1.2 Criterios de inclusion
Hombres y mujeres no relacionados entre si a través de tres generaciones de ancestros
que:
e Se autoidentificaron como pertenecientes a las etnias descritas en la tabla 3.
e Hablaban la lengua correspondiente al grupo de autoidentificacion al menos en tres
generaciones.

e Haber firmado las cartas de consentimiento informado y de informacion genealdgica.

2.1.3 Criterios de exclusion

e Hombres y mujeres que tuvieran alguna relacién de parentesco igual o menor de
tercer grado de acuerdo con el estudio de marcadores autosomicos previamente
realizado por el laboratorio Biologia Molecular Diagnoéstica S.A. de C.V.

2.1.4 Criterios de eliminacion

Muestras en las que no se pudo llevar a cabo el 100% de los analisis moleculares

requeridos para esta investigacion.

2.2 Descripcion de las variables

e Independientes.
o Carga ancestral regional
e Dependientes.
o Polimorfismos del gen que codifica a la arsénico-3-metiltransferasa
(AS3MT).
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2.3

2.4

Descripcion operacional de las variables

Polimorfismo genético. Presencia de multiples variantes alélicas en un mismo
locus; los alelos deben presentar una frecuencia > al 1% de la poblacion
(Forrester, et al., 2016).

Marcador Informativo de Ancestria. Polimorfismos cuya frecuencia relativa de
los alelos que los conforman difiere por continente o region geogréfica,
permitiendo trazar la ancestria de un individuo con respecto al sitio geogréafico de

donde proceden sus origenes (https://www.genome.gov/genetics-glossary).

Polimorfismo de cambio de un solo nucledtido. Tipo de polimorfismo que se
refiere al cambio de una base nitrogenada por otra, siendo el tipo de variacion
genética mas comun entre las poblaciones humanas

(https://www.genome.gov/genetics-glossary/Single-Nucleotide-

Polymorphisms).

Mestizo. Individuo de origen multiétnico (Nativo Americano y Espafiol,
principalmente) nacido en México con antecedentes familiares de al menos tres
generaciones de ancestros nacidos en el mismo pais y que poseen apellidos
derivados del Espafiol (Sanchez-Serrano, C., 1996).

Nativo Americano. Individuos con continuidad histérica desde tiempos pre- y
postcoloniales relacionados con el poblamiento de América, que difieren en su
sistema social, econémico y politico, ademas de tener un lenguaje, cultura y
creencias propias y un fuerte vinculo con su territorio y sus recursos (UN, 2006).
Gen AS3MT. Gen que codifica a la enzima que cataliza la transferencia de un
grupo metilo de la molécula S-adenosil-L-metionina a compuestos arsenicales
trivalentes, produciendo compuestos arsenicales monometilados o dimetilados

(metilarsenato y dimetilarsenato) (https://www.uniprot.org/uniprot/Q9HBKO).

Estrategia experimental

2.4.1 Disefio y evaluacion del panel para evaluar ancestria

Para inferir la carga ancestral en las muestras poblacionales se disefié un panel de

AlMs. La estrategia para disefiar y seleccionar el panel fue la siguiente:
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e Se revisaron y agruparon AIMs tipo SNPs reportados previamente tanto en la
literatura como en diversas bases de datos (Anexo Tabla Al).

e Laprimera eleccion de los marcadores se llevo a cabo tomando como criterio las
distancias génicas a través del indice de fijacion (Fst; 997).

2.4.1.1 Célculo de Fst: El célculo se llevd a cabo a través del programa Arlequin v.3.5

(Excoffier, et al., 2005), el cual determina la diferenciacion poblacional por pares

(diferencia entre dos poblaciones) y la presenta en una matriz a traves de los calculos

descritos por Reynolds (1983) y Slatkin (1995) derivados del método mas usado el

estadistico F, desarrollado por Sewall Wright (1951). EI método divide la variabilidad

genética medida por los niveles de heterocigosidad de los individuos de una poblacion

entre la variacion de la poblacion (Sewall Wright, 1951). La formula mas empleada

para describir la heterocigosidad de una poblacion es la siguiente (McVean, 2001):

donde: 7
g _H-H
ST T
HT
Fst: indice de fijacion

Hr: heterocigosidad total
Hs: promedio de heterocigosidad entra la poblacion

Generalmente, una poblacion de un area geografica se encuentra dividida en
subpoblaciones debido al flujo génico. El estudio poblacional a través del indice Fst
puede describir la variabilidad dentro y entre subpoblaciones y dentro de la poblacion
total. De esta manera es posible agrupar a individuos por regiones geograficas
(Fontdevila, 2000). Los valores del indice obtenido van de cero (no hay diferencia
entre las poblaciones) a uno (las poblaciones son genéticamente diferentes;
Fontdevila, 2000).

El valor de Fst fue de al menos 0.15 de cada marcador, que indica la capacidad para
diferenciar totalmente a una poblacién humana de otra. Se seleccionaron aquellos
con los mayores valores de diferenciacion entre su mismo grupo reportado,
mostrando el mayor contraste en las frecuencias de distribucion de sus alelos entre

las poblaciones histéricas parentales: Asiatica, Europea y Africana.
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Con base en estos criterios se seleccionaron 200 marcadores, a partir de los cuales
se formaron paneles con un numero minimo de AIMs que permitieron obtener una
adecuada separacion de las poblaciones parentales. La densidad de los marcadores
por etnia parental en cada panel fue con proporcion 5:4:1 (Nativa
Americana:Europea: Africana) conforme a lo reportado por Johnson et al., 2011.

La eficiencia de los paneles se determind mediante anélisis estadistico in silico
evaluado con los métodos de Andlisis Multidimensional a Escala (MDS, por sus
siglas en inglés), Analisis de Componentes Factoriales y el Analisis Molecular de
Varianza (AMOVA). Para ello se emplearon 2,504 genotipos descritos en la Tabla
A2, pertenecientes a la base de datos del proyecto 1,000 genomas

(www.internatinalgenome.orq).

La verosimilitud de la separacién de las poblaciones se visualiz6 a través
del MDS mediante el programa IBM SPSS Statistic v.22 (IBM Corp.
2013) y mediante un analisis de componentes factoriales con el programa
Geneétix v.4.05.2 (Belkhir, et al., 2004). Estos analisis permitieron
observar las distancias genéticas entre las poblaciones del proyecto 1000
Genomas de acuerdo con las frecuencias genotipicas con respecto a los 28
AlMs.
2.4.2 Obtencion y procesamiento de muestras
2.4.2.1 El material genético de las poblaciones Nativas fue obtenido a partir de muestras de
saliva contenidas en tubos de 15 mL con solucion Scope®. Los tubos se sellaron
con Parafilm y se transportaron a temperatura ambiente al laboratorio 14 del
departamento de Toxicologia (CINVESTAV-Zacatenco) donde se procesaron y
realizaron alicuotas (10 ng/ul) de las muestras. En el caso de los individuos
mestizos, se obtuvieron muestras de sangre periférica en tubos con EDTA como
anticoagulante del sistema BD Vacutainer (Becton Dickinson, NJ, USA), los cuales
se mantuvieron a 4 °C hasta su procesamiento en el laboratorio de Biologia
Molecular Diagnostica S.A. de C.V. Los comités de ética de National Geographic
y de Biologia Molecular Diagnoéstica S.A. de C.V. validaron los consentimientos
informados firmados por los individuos de las poblaciones Nativas y la poblacion

mestiza, respectivamente.

35


http://www.internatinalgenome.org/

2.4.2.2 Aislamiento de material genético. EI DNA fue aislado a partir de muestras de sangre
periféricay saliva mediante la técnica de Salting-out con el kit comercial DNA Blood
Preparation (Jena Bioscience; Lobstedter, Alemania) siguiendo las instrucciones
del fabricante (la metodologia en extenso se describe en el Anexo).

2.4.2.3 Cuantificacion y determinacion de la pureza del DNA. Las muestras de DNA se
cuantificaron y se determino6 su pureza mediante el espectrofotometro NanoDrop
2000™ (ThermoScientific, Massachusetts, Estados Unidos) siguiendo el manual de
uso del instrumento (la metodologia en extenso se describe en el Anexo).
Con base en la propiedad de absorcion de luz de las bases aromaticas nitrogenadas
del DNA a una longitud de onda de 260nm de absorbancia méaxima, es posible
determinar la concentracion en una muestra liquida por espectrofotometria
empleando la ecuacion de Beer-Lamber (www.ibt.unam.mx). El equipo NanoDrop
2000™ determina la concentracion de DNA mediante una modificacion de la

ecuacion de Beer-Lambert que se describe a continuacion:
c=(A*¢)/b

donde:

c: concentracion de &cido nucleico en ng/uL
A= Absorbancia

€ = coeficiente de extincidon

b= longitud de trayectoria en cm (0.05-0.1 mm)

La pureza de la muestra se determind con el indice de pureza calculado con una
segunda lectura del espectrofotometro a 280nm, que corresponde a la longitud de
absorcion maxima de los amino&cidos aromaticos. La relacion 260/280 con valor
de ~1.8 se consider6 como muestra de concentracion de DNA adecuada para
continuar con los anélisis posteriores (Manual de usuario NanoDrop 2000™,
2009).

2.4.2.4 Integridad de la muestra. La integridad del DNA se evalu6 mediante electroforesis
en geles de agarosa al 0.8%, empleando un intercalante fluorescente (MIDOR|C"ee"

Advance DNA Stain, Nippon Genetics, Japon), el que permitio la visualizacién
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del material genético mediante la excitacion del intercalante por medio de un
transiluminador ultravioleta a 312 nm (Spectroline modelo TM-312, Spectro
Estados Unidos). Se consider6 una muestra integra a aquella que emitié una sefial
fluorescente sin signos de degradacion (fluorescencia en forma de barrido en el gel
de agarosa).

Las muestras de las poblaciones de estudio que obtuvieron al menos 10 ng/uL de
DNA, pureza entre 1.6 y 2.0 e integridad de DNA fueron empleadas en los analisis

moleculares.

2.4.3 Anélisis moleculares

2.4.3.1 Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa. Los analisis moleculares se
Ilevaron a cabo mediante la técnica de la Reaccidn en cadena de la polimerasa
(PCR) de tipo cuantitativo o gPCR. La gPCR es una técnica de amplificacion,
deteccidn y cuantificacion de DNA reportada por una molécula fluorescente, en
un termociclador para PCR cuantitativa. Esta sefial es directamente proporcional
al nimero de moléculas de DNA amplificadas. Por lo tanto, es una herramienta
que permite determinar en una muestra, el ndmero de copias de genes,
cuantificacion de carga viral o su discriminacion alélica. La determinacion se
realiza por medio de intercalantes fluorescentes de DNA o sondas especificas
como las de tipo Tagman®, las que fueron empleadas en el presente estudio (Anexo
Tablas A3 y A4). Este tipo de sondas estan formadas por una secuencia de
nucleotidos especifica que detecta la region de interés. Tienen una molécula
reportera en el extremo 5° y un quencher (molécula que disminuye la intensidad
de la fluorescencia) en el extremo 3’ para ser detectadas. Una vez alineada con su
secuencia complementaria en el DNA e iniciada la amplificacion, estas dos
moléculas son hidrolizadas por la accién de la Tag DNA polimerasa. La separacion
de las moléculas permite la deteccion de la fluorescencia por el termociclador y su
visualizacion a través de un software durante todo el proceso (Jia, 2012).

2.4.3.2 Genotipificacion de las variantes del AS3MT. Los alelos de cinco SNPs del gen
AS3MT  (rs3740393, rs11191439, rs10748835, rs11191438, rs3740400,
rs7085104) relacionadas -de acuerdo con la literatura- con una mayor actividad

metabolica del iAs fueron discriminados por medio de la gPCR empleando sondas
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Tagman® (ThermoFisher Scientific, Massachusetts, Estados Unidos) (Tabla A4
Anexo). Se realizaron pruebas de corrida a diferentes concentraciones de la
muestra (2, 5y 10 ng/ pl) y diferentes temperaturas de ciclado para obtener la
mayor eficiencia de la reaccion.

2.4.3.3 Determinacion de AIMs en las poblaciones de estudio. La discriminacion alélica
para inferir la carca ancestral también se realizé por medio de gPCR y sondas
Tagman® (ThermoFisher Scientific, Massachusetts, Estados Unidos) del panel
previamente disefiado (Tabla A3 Anexo). En ambas discriminaciones alélicas se
empled el termociclador CFX96 Real Time System™ (BioRad™, California,
Estados Unidos).En todas las reacciones realizadas se emple6 un control negativo

(solucién de dilucion de muestras) por cada marcador analizado.

2.4.4  Anélisis estadistico

2.4.4.1 Diversidad genética en AS3MT. Las frecuencias alélicas y genotipicas, asi como
las diversidades genética y haplotipica de cada uno de los loci en los individuos
analizados se determinaron con el programa Arlequin v.3.5 (Excoffier, et al.,
2005). El equilibrio con respecto a la ecuacion de Hardy-Weinberg (HW) se
determind con Genetix v.4.05.2 (Belkhir, et al., 2004); el nivel de significancia fue
p < 0.01 después de la correccion por Bonferroni. El desequilibrio de ligamiento
(LD) fue determinado con el programa FSTAT v.2.9.4 (Goudet, et al., 2009) a tres
niveles nominales (0.05, 0.01, 0.001). Con base en los resultados obtenidos se
construyeron los haplotipos, cuyas frecuencias fueron determinadas por conteo
directo. El analisis molecular de varianza (AMOVA) y las distancias genéticas se
determinaron con el programa Arlequin v.3.5 (Excoffier, et al., 2005). Los
resultados de las distancias genéticas se mostraron graficamente a través de un
andlisis de escala multidimensional (MDS) mediante el programa SPSS v11.0
(IBM Corp. 2013).

2.4.4.2 Inferencia de carga ancestral. Este analisis se llevé a cabo mediante un método
Bayesiano con el programa Structure v.2.3.4 (Pritchard, Stephens & Donnelly;
2000), con el que se determinaron las proporciones genéticas. EI programa

STRUCTURE v.2.3.4 identifica las proporciones ancestrales en las poblaciones
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de estudio a partir de los genotipos obtenidos con los 28 AlMs. Este programa
realiza correlaciones genotipicas entre marcadores no relacionados para
determinar la estructura poblacional de acuerdo con su background genético de los
individuos de estudio y asignandolos en subpoblaciones (k) para disminuir la
estructura genética. El programa asume:

- Que los individuos heredaron sus genes de un pool de k poblaciones “no
estructuradas” (valor de k desconocido).

- Las subpoblaciones son “no estructuradas” y en cada subpoblacion todos los loci
se encuentran en equilibrio de acuerdo con Hardy-Weinberg.

- Las frecuencias alélicas de cada locus dentro de cada poblacion son desconocidas.

El background genético de cada individuo es representado por el vector, q =
di, ..., Ok, donde gk es la proporcion del genoma de cada individuo que se origind
en la subpoblacion k. EIl programa utiliza el método de Monte Carlo basado en
cadenas de Markov (MCMC) para estimar el nimero de subpoblaciones, las
frecuencias alélicas en cada subpoblacion y el valor de g para cada individuo. Los
parametros de corrida fueron: 150,000 Lenght of burning period y 700,000

repeticiones MCMC después del burn-in.

El algoritmo de este programa identifica patrones de variacion en el set de datos
ingresados y posiciona a los individuos en el grupo con el patrén mas similar; se
utiliza principalmente en poblaciones en admixture. Los pardmetros de Fst
obtenidos de los resultados del panel de ancestria en las poblaciones de estudio y
del proyecto 1000 Genomas se representaron en proporciones de carga ancestral
(Africana, Europea y Nativo Americana) identificados de acuerdo al patron
generado en las poblaciones parentales del proyecto 1000 Genomas.
2.4.4.3 Exploracion de la relacion entre la carga ancestral y las variantes del AS3MT. El
analisis de la relacion de la carga ancestral con las variantes alélicas de la enzima
As3MT se realizo de forma manual. Las frecuencias genotipicas también fueron
comparadas con la base de datos de 1,000 genomas y con otras poblaciones que
habian reportado las mismas variantes del AS3MT en poblaciones Mexicanas
(Drobna, et al., 2013; 2016; Goémez-Rubio, et al., 2012; Xu, et al., 2016;

www.internationalgenome.org).
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3. Resultados

3.1 Disefio y evaluacion in silico del panel de ancestria

Con el objetivo de relacionar la ancestria regional con las variantes polimorficas del
AS3MT, se disefid un panel de AIMs. La seleccion se realizd a partir de los marcadores
reportados en diferentes bases de datos y literatura (Tabla Al). La capacidad para separar a
las poblaciones parentales mediante los diferentes marcadores seleccionados se analiz6
mediante  los genotipos de acceso libre del proyecto 1000 Genomas
(www.internationelgenome.org), los que se compararon con paneles de 34, 36 y 48 AlIMs
reportado previamente en la literatura (Kosoy, et al., 2009; https://alfred.med.yale.edu/;
http://spsmart.cesga.es/snpforid.php).

La evaluacion estadistica incluyo:

* Ladeterminacion de la distancia genética (Fst; matrices mostradas en el Anexo).

* El analisis molecular de varianza.

* Andlisis de escala multidimensional y de componentes factoriales.

Los resultados permitieron seleccionar 28 marcadores, cuya eficiencia fue evaluada
in silico. Las Fst entre las poblaciones parentales y Latinas (Tabla 4) con respecto a la
poblacion Mexicana residente en Los Angeles (MXL) permitieron observar la contribucion
de las tres poblaciones determinadas como parentales (Africana, AFR; Este de Asia, EAS;y
Europea, EUR) en MXL. Asimismo, los 28 AIMs permitieron comparar a la poblacion MXL
con otras poblaciones con historias demograficas similares (Tabla A2, Anexo). De manera
general, todas las poblaciones, tanto parentales como Latinas (Colombianos de Medellin -
CLM, MXL, Peruanos de Lima-PEL y Puertorriquefios-PUR), mostraron distancias
genéticas con diferencias estadisticas significativas (p < 0.0001). La mayor diferenciacion
genética se encontrd entre las poblaciones AFR, EAS y EUR cuyos valores de Fst fueron
mayores a 0.5. La distancia entre estas poblaciones y MXL fue variable; el valor mayor de
Fst fue con respecto a AFR (0.4069), mientras que, con respecto a EAS (relacionado con la
carga ancestral Nativo Americana) y EUR los valores fueron muy similares (0.3244y 0.3314,
respectivamente). En cuanto a las Fst entre poblaciones Latinas y MXL, los CLM fueron los
mas cercanos (0.0585) a MXL, seguidos de PEL (0.0843) y PUR (0.1086).

Empleando los valores de la distancia genética se realizaron los andlisis de escala

dimensional que explican la variacion genética con respecto de la media en proporciones
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(%). El andlisis de componentes factoriales formd tres grupos cohesivos pertenecientes a los
individuos de las poblaciones parentales (Figura Al). Sin embargo, mostro una distribucion
heterogénea entre los individuos de las poblaciones Latinas, los que se extendieron entre las
poblaciones AFR, EAS, EUR (Figura Al). Al comparar con los paneles de 34, 36 y 48 AIMs,
los 28 marcadores seleccionados mostraron agrupaciones mas consistentes entre las
poblaciones parentales (Figura A3). La primera dimension del MDS separd a las poblaciones
EAS, MXL y PEL del resto de las poblaciones, mientras que la segunda dimension separo a
AFR y SAS del resto de las poblaciones. La verosimilitud del MDS (S-stress = 0.01726) y
los resultados del AMOVA sustentaron la capacidad de los 28 AIMs seleccionados para

determinar la ancestria regional (resultados no mostrados).

3.2 Determinacion de la estructura genética en las poblaciones de estudio

Empleando los datos de las frecuencias obtenidas de los 28 AIMs, se calcularon los
valores de Fsr entre las poblaciones de estudio (Mazahua, Me'Phaa, Mestiza y Tsotsil). De
manera general, las poblaciones mestiza y Nativo Americanas mostraron valores de Fst
menores a 0.15 con valores estadisticamente significativos entre ellas (Tabla 4); la mayor
distancia encontrada fue entre los mestizos y la poblacion Me'Phaa (Fst = 0.2109, p <
0.0001). Con base en las distancias genéticas, las poblaciones de estudio se distribuyeron en
el MDS dentro de un mismo cuadrante (Figura 4). Sin embargo, se observo mayor cercania
de la poblacion Tsotsil con la mestiza con respecto a la dimension uno, seguida de la
poblacion Mazahua y con mayor distancia la poblaciéon Me'Phaa. Entre las poblaciones
Nativas, los Mazahuas y Tsotsiles fueron mas cercanos entre ellos mientras que la poblacion
Me'Phaa tuvo mayor distancia respecto a las otras dos. En funcién de la dimensién dos y de
manera marginal, los individuos Mazahuas y mestizos fueron mas cercanos, asi como los

Me'Phaas de los Tsotsiles.
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Tabla 4. Calculo de las distancias genéticas (Fsr) y significancia estadistica (p) de las poblaciones de estudio y de las obtenidas del
proyecto 1,000 Genomas.

Pob. MAZ MEE MES TST AFR CLM EAS EUR MXL PEL PUR SAS

MAZ - <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <=0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
MEE 0.1397 - <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
MES 0.1494 0.2109 - <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
TST 0.098 0.1069 0.0812 - <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
AFR 05694 0.6623 0372  0.5624 - <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
CLM 03173 04095 00766 02464 0.3737 - <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
EAS 03123 04218 0.2824 03542 05312 0.4425 - <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
EUR 0.5992 0.6477 03208 05507 05156  0.1337  0.6248 - <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
MXL 0.1554 0.2709 0016 01126 04069 0.0585 0.3244 03314 - <0.0001 <0.0001 <0.0001
PEL 0.1134 02324 0.0891 00763 0514 0.2342 0.2802 05297 0.0843 - <0.0001 <0.0001
PUR 03776 04744 0.1261 0.319 03555 0.0119 04939 0.1045 0.1086 0.3021 - <0.0001
SAS 04023 04964 0.1816 03749 0.2647 0.1049 0.4187 02672 0.1669  0.331 0.1058 -

MNota: AFR, Africa, CLM, Colombianos de Medellin; EAS, Este de Asia: EUR, Europeos: MAZ, Mazahuas; MEE, Me’Phaa; MES, Mestizos;
MXL, Mexicanos en L.A; PEL, Peruanos de Lima; PUR, Puertorriquefios; SAS, Sur de Asia; TST, Tsotsiles.
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Figura 4. Analisis multidimensional a escala mediante 28 marcadores informativos de
ancestria en las poblaciones de estudio y en los datos obtenidos del proyecto 1000 Genomas.
AFR, Africa, CLM, Colombianos de Medellin; EAS, Este de Asia: EUR, Europeos: MXL,
Mexicanos en L.A; PEL, Peruanos de Lima; PUR, Puertorriquefos.

Las proporciones de carga ancestral (individual y poblacional) se calcularon mediante
el programa STRUCTURE v.2.3.4 (Pritchard, Stephens & Donnelly; 2000) empleando como
referencia los patrones genéticos de las poblaciones consideradas como parentales obtenidas
de la base de datos de 1000 Genomas (www.internationalgenome.org). Los resultados
obtenidos se analizaron con el programa Structure Harvester v.0.6.9.4 (Earl & vonHoldt;
2012) el cual proporciond los valores de probabilidad en maultiples valores de k
(subpoblaciones) con el fin de detectar el nimero de grupos genéticos que mejor se ajustaron
a los datos genotipicos introducidos. Las poblaciones de estudio se agruparon en tres
subpoblaciones (k=3, p < 0.0001), con base en su afinidad con las poblaciones parentales:
AFR, EAS y EUR se identificaron en colores verde, rojo y azul, respectivamente (Figura 5).

Las poblaciones de estudio mostraron diferentes proporciones con respecto a estos tres
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colores. Las proporciones ancestrales se determinaron en una escala de cero a uno en el eje
de las ordenadas en los 309 individuos (cada individuo estd representado por una barra
vertical). Los individuos mestizos mostraron un promedio de 53.3% de ancestria NA, 41.6%
de la Europea y 5.2% de la Africana. Las poblaciones Nativas mostraron, de forma general,
una prominente ancestria NA (87.5%), mientras que las ancestrias Europea (8.1%) y Africana
(4.3%) se presentaron en menor proporcion; las proporciones ancestrales fueron variables
dependiendo de la poblacion. Con respecto a la carga ancestral NA, la poblacion Me'Phaa
fue la de mosrtré una mayor proporcion (96.7%), seguida de la poblacion Mazahua (86.9%)
y la poblacién Tsotsil (78.9%). Con respecto al componente Europeo, la poblacion Tsotsil
fue la que present6 una mayor proporcion (16.4%), seguida de la poblacion Mazahua (6.0%);
la poblacion Me'Phaa mostrd la menor proporcion (2.0%). EI componente Africano se
presentd en proporcion menor: 7.1% en la poblacién Mazahua, 4.6% en los Tsotsiles y 1.3%
en la poblacion Me'Phaa.

3.2.1 Comparacidn con otras poblaciones

Las poblaciones de estudio se compararon con poblaciones del proyecto 1000
Genomas (AFR, CLM, EAS, EUR, MXL, PEL, PUR). Las distancias genéticas obtenidas y
el MDS se muestran en la Tabla 4 y Figura 4. En general, las cuatro poblaciones de estudio
fueron préximas a PEL y MXL; mientras que mostraron mayor distancia con respecto a las
poblaciones AFR, CLM, EAS, EUR y PUR. La primera dimension del MDS separ¢ a las
poblaciones de estudio junto con MXL, PEL y EAS de las poblaciones AFR, CLM, EUR y
PUR. La segunda dimension separo a la poblacion Mazahua, Me’Phaa, mestiza, Tsotsil, junto
con MXL, CLM y PUR de las poblaciones AFR, EAS y PEL. En el caso de las poblaciones
Latinas, los individuos MXL se mostraron en el mismo cuadrante que las poblaciones de
estudio. Sin embargo, PEL mostré una menor distancia con las poblaciones Nativas
Mexicanas de este estudio y se posiciond en el mismo cuadrante que EAS. Por otra parte,
CLM y PUR compartieron cuadrante con EUR y mostraron la mayor distancia con respecto

a las poblaciones de estudio, asi como con PEL.
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Figura 5. Proporciones ancestrales (A) de las poblaciones de estudio y (B) de las obtenidas
del proyecto 1000 Genomas mediante el programa STRUCTURE v.2.3.4. n = muestra

poblacional.
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3.3 Variabilidad del gen de la AS3MT en las poblaciones de estudio y su comparacion

con las poblaciones consideradas como parentales

Una vez determinada la carga ancestral regional de las poblaciones de estudio, se

analizola distribucion y frecuencia con respecto a las cinco variantes del AS3MT (Tabla 5).

Las poblaciones Mazahua, Mestiza y Tsotsil mostraron distribuciones y frecuencia similares.

Por su parte, la poblacion Me'Phaa mostro diferencias importantes en cuanto a la distribucion

de estos alelos, principalmente al ser comparados con la poblacién Mestiza. Las frecuencias

genotipicas siguieron el mismo comportamiento que las alélicas, mostrando un exceso de

individuos homocigotos en los alelos méas frecuentes (Tabla 6). El alelo T del rs11191439

mostrd frecuencias altas en todas las poblaciones por lo que fue considerado como poco

informativo.

Tabla 5. Frecuencias alélicas de las cinco variantes del AS3MT en las poblaciones de estudio y

en las consideradas como parentales.

Poblacion Mazahua Me’Phaa  Mestizos Tsotsil Africa Este de Europa
Asia
Locus Alelo 29 35 225 20 661 504 503

3740393 C 0.24(7) 047(16)* 0.22(50) 0.15(3) 0.17(112) 0.29(146) 0.15(75)
G 0.76 (22) 0.53(19) 0.78 (175) 0.85(17) 0.83(549) 0.71(358) 0.85(428)
3740400 T 0.57(17) 0.44(15) 0.59(133) 0.7(14) 0.67(443) 0.41(207) 0.63 (317)
G 0.43(12) 0.56 (20)* 0.41(92) 0.3 (6) 0.33(218) 0.59(297) 0.37(186)
7085104 G 0.43(12) 0.59(21)* 0.39(88) 0.2(4)* 031(205) 0.55(277) 0.35(176)
A 0.57(17) 0.41(14) 0.61(137)  0.8(16) 0.69(456) 0.45(227) 0.65(327)
10748835 G 0.55(16) 04(14) 057(128)  0.7(14)  0.67(443) 0.42(212) 0.58 (292)
A 0.45(13) 0.6(21)* 04397 0.3 (6) 0.33(218) 0.58(292) 0.42(211)
11191439 T 0.83(24) 1.0(35)* 0.91(205) 0.95(19) 0.91(602) 0.98(494) 0.89 (448)
C 0.17(5) 0 0.09 (20) 0.05(1) 0.09 (59) 0.02 (10) 0.11 (5)

®p<0.03 comparado con la poblacion Mestiza Mexicana.
En negritas los alelos relacionados con un aumento en el metabolismo del AS3MT.
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Tabla 6. Frecuencias genotipicas de las cinco variantes del AS3MT en las poblaciones de estudio.

:;3;1‘" Genotipo Mazahua (29) Me’Phaa (35) Mg;'“ Tsotsil (20)
CC 0.14 (4) 0.29 (10)* 0.05 (1) 0.07 (15)

rs3740393 CG 0.21 (6) 0.37 (13) 0.20 (4) 0.31 (70)
GG 0.66 (19) 034(12¢  075(15)  0.62(140)

TT 0.34 (10) 0.20 (7) 0.50 (10) 0.35 (79)

1s3740400 TG 0.45 (13) 0.49 (17) 0.40 (8) 0.49 (110)
GG 0.21 (6) 031 (11y° 0.10 (2) 0.16 (36)

GG 0.21 (6) 0.34 (12)° 0.05 (1) 0.16 (36)

rs7085104  GA 0.45 (13) 0.49 (17) 0.30 (6) 0.47 (106)
AA 0.34 (10) 0.17 (6)° 0.65 (13) 0.37 (83)

GG 0.34 (10) 0.14 (5) 0.50 (10) 0.31 (70)

rs10748835  GA 0.41 (12) 0.51(18) 0.40 (8) 0.51 (115)
AA 0.24 (7) 0.34 (12)° 0.10 (2) 0.18 (40)

TT 0.66 (19)° 1.00 (35  0.90(18)  0.83(187)

rs11191439  CT 0.34 (10)* - 0.10 (2) 0.16 (36)
cC - - - 0.01 (2)

*p=0.039 comparado con la poblacion Mestiza Mexicana.
En negritas los alelos relacionados con un aumento en el metabolismo del AS3MT.

En la Tabla 7, se describen las frecuencias genotipicas de dos o tres variantes
(rs3740393, rs10748835 y rs11191439) determinadas en otras poblaciones Mexicanas
obtenidas de estudios previos (Drobna, et al., 2013; 2016; Gémez-Rubio, et al., 2012; Xu, et
al., 2016). No se encontr0 diferencia significativa en las frecuencias reportadas de
poblaciones del centro-norte de México con respecto a las frecuencias de las poblaciones de
estudio mestiza, Mazahua y Tsotsil. Sin embargo, se conservo la diferencia estadistica con

respecto a la poblacion Me’Phaa en los genotipos homocigotos para el alelo.

El andlisis con respecto a la ecuacion de HW se describe en la Tabla 8. Las cinco
poblaciones de estudio mostraron estar en equilibrio, aunque se identificé un ligero exceso
de individuos homocigotos, siendo la poblacion Mazahua la que mostrd el mayor indice de
fijacién (Fis = 0.1418).
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Tabla 7. Frecuencias genotipicas de las variantes de AS3MT en Me'Phaas, mestizos y otras poblaciones de México.

. . Zimap:an, Hgo. Zimapan y Region Chihuahua Sonora (746)
SNP—  Genotipo M‘i;‘;““ Mg;’;‘“ (195) Lagunera (255) (500) Gomez-Rubio et al.
ASIMT *) " Drobnd, ef al. (2016) Drobn, et al. (2013) Xu, ef al. (2016) (2012)
CC  029(10)* 0.07 (16) 0.09 (18) 0.05(11) 0.05 (26) 0.05 (39)
3740393 oG 037(13)  0.31(70) 0.32 (63) 0.41 (95) 0.40 (200) 0.32 (242)
GG 034(12) 0.62 (140) 0.59 (116) 0.55 (128) 0.55 (280) 0.62 (465)
TT  020(7)  0.35(79) 0.37(73)
3740400 TG 049(17) 0.49(110) 0.47 (92) ND ND ND
GG 031(11)* 0.16 (36) 0.16 (31)
GG 034(12)* 0.16 (36) 0.15 (30)
7085104 A 049(17) 0.47 (106) 0.46 (90) ND ND ND
AA  0.17(6) 037 (83) 0.39 (76)
GG 0.14(5)  0.31(70) 032 (62) 030 (76) 0.30 (151)
rsl0748835 A 0.51(18) 0.51(115) 0.53 (104) 0.53 (134) 0.50 (251) ND
AA  034(12)* 0.18 (40) 0.15 (30) 0.18 (45) 0.20 (98)
TT 100 (35)* 0.83(187) 0.83 (165) 0.87 (223) 0.82 (412) 0.89 (667)
rsl1191439 o - 0.16 (36) 0.14 (29) 0.11(29) 0.17 (36) 0.10 (78)
cC - 0.01(2) 0.03 (1) 0.02 (3) 0.01 (3) 0.01 (1)

ND: No se determino.
*p=0.05 comparado con la poblacion mestiza de este estudio y las poblaciones de otros estudios.



Tabla 8. Determinacion del Equilibrio con respecto a la ecuacion de Hardy-Weinberg en los [oci
de AS3MT en las poblaciones de estudio.

Poblacion Mazahuas Me’Phaa Mestizos Tsotsiles
(n) /Alelo (29) 35 (225) (20)
rs3740393 Fis(p) 0.449 (-0.03) 0.268 (-0.1) 0.102(-0.09) 0.24 (-0.35)
13740400 Fis(p) 0.103 (-0.43) 0.03 (-0.56) 0.145 (-0.004)  0.073 (-0.57)
rs7085104 Fis(p) 0.103 (-0.43) 0.014 (-0.61) 0.013 (-0.48) 0.088 (-0.58)
rs10748835 Fis(p) 0.18 (-0.27) -0.057 (0.75) -0.038 (-0.76) 0.073 (-0.57)
rs11191439 Fus(p) -0.192 (-1) Alelo monomorfico  0.014 (-0.537) -0.027 (-1)

He 0.4329 0.4643 0.41 0.3097

Ho 0.3724 0.4964 0.3884 0.28

Fis 0.1418 0.0655 0.0526 0.0983
EHW (p) 0.0694 0.2741 0.0406 0.2681

Nota: He, Heterocigosidad esperada; Ho, Heterocigosidad observada; Fis, Indice de fijacion;
p, significancia estadistica.

Con respecto a las frecuencias haplotipicas (Tabla 9), las mas prominentes se
distribuyeron entre los haplotipos TTAGG (cuyas mayores proporciones se presentaron entre
los Tsotsiles, Mazahuas y Mestizos, respectivamente) y TGGAC, cuya mayor frecuencia se
present6 en la poblacion Me’Phaa (0.43). Vale la pena destacar que el haplotipo TGGAC,
conformado por los cinco alelos descritos en la literatura como eficientes (Agusa, et al.,
2011), también mostré una frecuencia considerable en las poblaciones del Este de Asia
(0.30), duplicando las proporciones de las poblaciones Tsotsil y Mestiza. Al analizar las
frecuencias del haplotipo TGGAC con respecto a la carga ancestral NA, éste mostré un
incremento de 1.56 veces entre los individuos Mestizos. La poblacién Mestiza fue la que
mostr6 una diversidad haplotipica mayor, mostrando 25 haplotipos y una diversidad
haplotipica de 0.41.
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Tabla 9. Frecuencias haplotipicas obtenidas mediante los cinco loci de AS3IMT en las poblaciones
de estudio y en las poblaciones del Este de Asia v Europa del proyecto 1000 Genomas.

Poblacion (V) Mazahua Me'Phaa Mestizos Tsotsil Este de Asia Europa
/Haplotipo (58) (70) (450) (40) (1.008) (1.006)

TGGAC 0.21(12) 043307 0.16(72)° 013(5)°  0.29(292) 0.10 (101)

TGGGC - 0.02 (2) . - . .
TGGAG 005(3)  0.06(4)  0.11(50) 003(1) 022(222)  0.13(131)
TTGAC - 0.03 (2) . - a a
TGAAC - - - 0.03 (1) - -
TGAAG ; ; ; 0.03(1)  0.05(50) 0.02 (20)
CGGAG  0.17(10) - 0.07(32) 0.05(2)  0.02(20) 0.1 (111)
TTAAG 0.02(1)  0.08(6) - 0.05 (2) - -

TTAGG  0.52(30) 033(22)™'2 0.49(220) 0.65(26) 040(404)  0.58 (583)

Otros 004(2)  005(4)  0.17(76) 005(2)  0.02(20) 0.06 (60)
Diversidad — 433y 7(.04)  25(-041) 8(031)  10(-038) 8 (-0.37)

Haplatipica (h)

Pp<().01 comparado con la poblaciéon mestiza Mexicana, 'Mazahua y “Tsotsil.

“p<0).01 comparado con las poblaciones del Este de Asia (Proyecto 1000 Genomas).

“p<i).01 comparado con las poblaciones Europeas (Proyecto 1000 Genomas).

Np: nimero de haplotipos.

h: indice de diversidad Haplotipica.

Nota: Los alelos reportados en la literatura como representativos del haplotipo «eficientes se
encuentran subrayados y en negritas.

3.3.1 Comparacion entra la carga ancestral regional y las variantes alélicas de AS3MT.

A partir de los datos de frecuencia obtenidos del anlisis de los cinco loci del gen
AS3MT se realizd6 un MDS. Las poblaciones MXL y PEL (del proyecto 1000 genomas)
fueron incluidas dado que en los analisis con los 28 AIMs mostraron una relacion con
nuestras poblaciones de estudio (Figura 6). Las poblaciones con mayor carga NA (Me’Phaa
y PEL) se agruparon con la poblacion EAS (p > 0.081). Mientras que las poblaciones
Mazahua, Mestiza, Tsotsil y MXL estuvieron mas cercanas a la poblacion EUR. No obstante,
la poblacion Mestiza mostrd diferencia significativa con las poblaciones EAS, EUR,

Me’Phaas y PEL (p < 0.009). En el caso de las poblaciones Nativas, la poblacion Me’Phaa
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fue significativamente diferente de los Mazahuas, Mestizos, Tsotsiles, EUR y MXL (p <
0.001).
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Figura 6. Analisis Multidimensional a Escala de las variantes eficientes de
AS3IMT en las poblaciones de estudio y en los datos obtenidos del proyecto
1000 Genomas. Los circulos indican dos grupos de poblaciones que
mostraron diferencia significativa entre ellos.

Nota: EAS, Asiaticos del Este; EUR, Europeos; MXL, Mexicanos de L.A; PEL,
Peruanos de Lima.

Finalmente, la distribucion de haplotipos mostrd similitud entre las poblaciones
Me’Phaa, Ho Chi Minh (Vietnam), China, Bengali (Bangladesh) y PEL. Mientras que las

frecuencias haplotipicas de las poblaciones Mazahua, Mestiza y Tsotsil se asemejan a las
frecuencias observadas en la ancestria Europea (Figura 7).
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Figura 7. Mapa de frecuencias haplotipicas de AS3SMT (rs3740393, rs40400, rs7085104, rs10748835, rs11191439) y en
algunas poblaciones obtenidas del proyecto de 1000 Genomas.
Nota: Los haplotipos més frecuentes se encuentran subrayados.



4. Discusion

A pesar de que se conoce el metabolismo del iAs, se han observado variaciones en la
susceptibilidad a efectos toxicos relacionados con su capacidad de metilacion en diferentes
regiones en el mundo (Fujihara, et al., 2009; 2010), lo que sugiere una posible variabilidad
étnica en cuanto al metabolismo del iAs y las variantes alélicas en el gen AS3MT las cuales
podrian tener un papel critico (Agusa, et al., 2011) en la susceptibilidad a los efectos de la
exposicion a iAs. Si bien, esto se ha observado en las poblaciones de Argentina y Chile
principalmente, son escasos los estudios en poblaciones Latinas (incluido México) que
relacionen la carga ancestral y las variantes eficientes de la As3MT. (Apata, et al., 2017; De
la Loma, et al., 2019; Eichstaedt, et al., 2015; Schlebusch, et al., 2013; 2015). Sin embargo,
los hallazgos genéticos en la region Andina incluso han sugerido un proceso de seleccion
positiva junto con la exposicion cronica a iAs, lo cual podria constituir uno de los pocos
ejemplos de adaptacion bioldgica a metaloides (Apata, et al., 2017).

México posee mas de 60 grupos étnicos, pertenecientes a diversas familias
lingiiisticas que conectan el norte y el sur de América (Belbin, et al., 2018, Bryc, et al., 2010;
Johnson, et al.,). Estudios previos han mostrado la contribucion de los polimorfismos de la
AS3MT a la predisposicion de diferentes enfermedades y a la susceptibilidad a la toxicidad
mediada por el metabolismo de 1As (D’Ambrosio, et al., 2019; de la Rosa, et al., 2017;
Engstrom, et al., 2014; Pierce, et al.,2012; Song, et al., 2020). No obstante, la caracterizacién
de los patrones genéticos asociados al metabolismo del iAs, en poblaciones con diversa carga
ancestral regional, ha sido desatendida. El presente trabajo buscé relacionar la ancestria
regional obtenida a partir de 28 AIMS con cinco loci de la arsénico-3-metiltransferasa en

poblaciones mestiza y Nativas Americanas contemporaneas.
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4.1 Carga ancestral regional de las poblaciones mestizas y Nativas Americanas.
4.1.1 Poblacion Mestiza

Los resultados obtenidos mediante los AIMs en la poblacion Mestiza muestran 53.3%
de componente ancestral primordialmente Nativo Americano, 41.6% Europeo y 5.2% de
ancestria Africana. La proporcion de la carga ancestral Africana de nuestro estudio
corresponde a la proporcion promedio descrita por otros grupos de investigacion (Huerta-
Chagoya, et al., 2019; Kosoy, et al., 2009; Martinez-Marignac, et al., 2007; Silva Solezzi, et
al., 2009). Sin embargo, la ancestria Africana pudo haberse subestimado en este estudio
debido a que esta proporcidn ancestral se concentra en la region sur costera del pais (INEGI,
2015).

Las ancestrias NA y Europea reflejan los eventos demograficos que han enriquecido la
estructura poblacional del Mestizo mexicano. Entre ellos, las migraciones Europeas (durante
y después de la conquista) y mas recientemente durante la Segunda Guerra Mundial y la
Guerra Civil Espafola (Mitad del siglo XX y durante 1936-1960) (Gleizer, 2016; Hoyos-
Puente, 2011); estas migraciones se concentraron, principalmente, en los estados con mayor
interés econdmico. Por lo que se refiere a las poblaciones Nativas, éstas han atravesado por
diversos cuellos de botella asociados a las epidemias, esclavitud, invasiones y hambrunas;
los cuales actian en funcién del numero de generaciones participes de estos procesos
(O’Fallon & Fehren-Schmitz, 2011; Salzano & Sans, 2014). Consecuentemente, la poblacion
Mestiza mexicana contemporanea presenta una intrincada estructura poblacional, la que
también ha sido establecida por nuestro grupo de estudio a nivel autosémico y uniparental,
principalmente en el Valle Central de México (Noris, et al., 2012; Santana, et al., 2014), asi
como por otros grupos de investigacion que han retratado la carga ancestral regional de la

Ciudad de México (56% NA; 40% Europea, 4% Africana) Juarez-Cedillo, ef al., 2008) y de
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poblacidn en general empleando diferente nimero de marcadores (desde 32 hasta 1,814) (51-
64% NA; 30-45% Europea; 2-5% Africana) (Chowdhry, et al., 2006; Galanter, et al., 2012,
Huerta-Chagoya, et al., 2019; Kosoy, et al., 2009; Martinez-Marignac, et al., 2007, Silva
Solezzi, et al., 2009). Dichos estudios, han descrito el claro admixture de la poblacion
Mexicana contemporanea y son evidencia de la importancia de una seleccion efectiva de
AIMs para inferir carga ancestral regional como los aqui empleados. Nuestros resultados con
respecto a la poblacion Mestiza, no solo se asemejan a los reportados con AIMs, sino que
incluso fueron consistentes a lo reportado con marcadores de la NRY, que es una de las
herramientas mas utilizadas en arquitectura genética (Cerda-Flores, et al., 2002; Luna-
Vazquez, et al., 2005; Martinez-Cortés, et al., 2012; Martinez-Fierro, et al., 2009; Rangel-
Villalobos, et al., 2008; Rubi-Castellanos, et al., 2009b; Salazar-Flores, ef al., 2010; Santana,

et al., 2014; Wang, et al., 2008).

4.1.2 Poblaciones Nativas Americanas

Con respecto a las poblaciones NA, nuestros hallazgos también fueron consistentes,
confirmando un proceso de mestizaje heterogéneo durante y después de la conquista (Gémez,
et al., 2020, en revision; Gonzéles-Sobrino, et al., 2016). Llama la atencidn las proporciones
tan altas de ancestria NA en la poblacion Me’Phaa (96.7%), lo que ha sido consistente con
un estudio previo empleando 104 AIMs, en donde se reportd 79.9% de este componente
ancestral (Cahua-Pablo, et al., 2016). Cabe mencionar que nuestros resultados indican que
esta poblacion se encuentra en equilibrio con respecto a la ecuacion de Hardy-Weinberg (con
respecto a las variantes del gen AS3MT). Sin embargo, se observo una frecuencia importante

de individuos homocigotos en la poblacion y también observada por nuestro grupo de estudio
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con marcadores multialélicos (Fis = 0.182, p < 0.0001) (Camacho-Mejorado, et al., 2020).
La disminucién de heterocigosis observada en los Me'Phaas puede deberse a su aislamiento
geografico y limitado acceso por cuestiones de narcotrafico; ademas de ser considerada una
poblacion libre de mestizaje (Bonilla, et al., 2005; Camacho-Mejorado, ef al., 2015, 2020;

Hernandez-Tobias, 2016; Lopez-Parra, et al., 2016; http://atlas.cdi.gob.mx/).

Consecuentemente, el flujo génico ha sido limitado lo cual contribuye a un comportamiento
endogamico en la poblacion por lo que los resultados en ella deben ser interpretados con
cautela (Bonilla, et al., 2005; Camacho-Mejorado, et al., 2015, 2020; Hernandez-Tobias,

2016; Lemes, et al., 2018; Lopez-Parra, et al., 2016; http://atlas.cdi.gob.mx/). Los

marcadores de AS3MT determinados en los individuos Me’Phaa no permiten determinar otras
caracteristicas demograficas poblacionales, por lo que se sugiere profundizar su estructura
poblacional con un mayor numero de AIMs u otro tipo de marcadores como los segmentos
de DNA compartidos (idénticos por descendencia). (Kardos, Luikart & Allendorfl, 2015).

Por otro lado, en una poblacion aislada como la Me’Phaa la deriva génica también
puede explicar la pérdida de heterocigosidad, en donde la homocigosidad aumenta con el
tiempo (Bittles, 2008; Fontdevila, 2000; Willoughby, ef al., 2014). Esta fuerza evolutiva,
afecta directamente la diversidad alélica en una poblacion pequeiia debido a que poseen un
menor numero de alelos efectivos (alelos que se presentan en futuras generaciones) y que,
por azar puedan fijarse o perderse en la poblacion (frecuencia 1 o 0) (Willoughby, ef al.,
2014). Sin embargo, la deriva génica no deja de ser un emparejamiento al azar,
consecuentemente, el ajuste de las frecuencias esperadas con respecto a Hardy-Weinberg es
de una poblacién en equilibrio (Fontdevila, 2000); como fue determinado en los individuos
de la Sierra Alta de Guerrero.

En el caso de los individuos Mazahuas y Tsotsiles quienes pertenecen a las familias
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lingiiistica Oto-Mangue y Maya, respectivamente, mostraron tintes de mestizaje a pesar de
tener una muestra poblacional pequena. La poblacion Mazahua localizada para este caso en
particular de Valle de Bravo, pertenece a la familia lingiiistica mas diversa (Oto-Mangue)

(http://alin.inali.gob.mx/xmlui/). Esta poblaciéon mantiene una conexidon comercial con las

ciudades de Toluca y de México, por lo que es muy posible que mantenga flujo genético y
consecuentemente el grado de carga ancestral NA se vea reducido (Cardoso-Saldafia, et al.,
2006). Previamente en nuestro grupo de estudio, también se identifico una estructura genética
similar entre los Mazahuas y los Mestizos mediante marcadores multialélicos aunque de
caracter no neutro (Camacho-Mejorado, et al., 2015; 2020; Cardoso-Saldaiia, et al., 2006).
No obstante, con respecto a nuestros 28 AIMs, la distancia entre Mazahuas y Mestizos (Fsr
= 0.1494; p<0.0001) fue significativa, pero no entre los Me’Phaas, Tsotsiles y Mazahuas
dejando ver la conexion entre grupos Nativos.

La poblaciéon Tsotsil perteneciente a la familia lingiiistica Maya, mostré la mayor
variabilidad genética con el menor tamafio poblacional, ademéas de la menor distancia
genética con respecto a la poblacion mestiza (Fsr = 0.0812; p < 0.045). Lo anterior sugiere
que esta poblacion (cabecera municipal en San Andrés Larrainzar, Chiapas) parece tener un
intercambio genético con poblaciones no Nativas. Estudio previos reportan una estructura
genética compleja al igual que en poblaciones Mayas (Gonzalez, 2010; Martinez-Cortes, et

al., 2012; Moreno-Estrada, ef al., 2014; Santana, et al., 2014; http://alin.inali.gob.mx/xmlui/;

https://mexico.sil.org/es/lengua cultura/maya); donde se han encontrado haplogrupos de

cromosoma Y de origenes diversos (Europeos, Euroasiaticos, Asiaticos y Africanos y Nativo
Americanos), pudiendo explicar la mayor proporcion de impronta Europea de las poblaciones
Nativas de estudio (16.4%) (Martinez-Cortes, ef al., 2012; Santana, et al., 2014). Asimismo,

durante los siglos XIX-XX (Gonzalez, 2010) se registraron oleadas migratorias de diversas
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poblaciones Europeas (Alemania, Bélgica, Croacia, Francia, Grecia, Italia, Reino Unido,
Suiza entre otras), ademas de poblaciones de Eurasia (China, Japon y Rusia), la polinesia
(Kanakas), Medio Oriente (Libano) y Norte América (Canada y Estados Unidos de Norte
América) (Gonzalez, 2010). Con respecto a la carga Africana en los Tsotsiles, se puede
explicar por la llegada de esclavos Africanos durante la colonizacion Espafiola

(www.inafed.gob.mx).

4.2 Diversidad genética del gen AS3MT y su relacion con la carga ancestral regional

De manera general, las distribuciones de frecuencias de los cinco SNPs en AS3MT
entre las poblaciones de estudio fueron muy similares. Estos hallazgos son consistentes a los
reportados previamente en poblacion general de otras ciudades en México (Drobna, et al.,
2013; 2016; Gémez-Rubio, et al., 2012; Xu, et al., 2016). Sin embargo, por lo que a los
Nativos Americanos se refiere, éste es el primer reporte en poblaciones del centro y sur de
México, siendo la poblacion Me’Phaa la que present6 las mayores diferencias.

Con respecto a la exposicion a iAs, las poblaciones del centro-norte, donde se ha
reportado mayor exposicion a iAs (Alarcon-Herrera, et al., 2013; 2020; Cebrian, ef al., 1983;
Del Razo, et al., 2011; Gonzalez-Horta, et al., 2015; Meza, et al., 2005; Sampayo-Reyes, et
al., 2010; Xu, et al., 2016) han sido las mas estudiadas, aunque con menor niumero de
variantes a este estudio (Drobna, ef al., 2013; 2016; Gomez-Rubio, et al., 2012; Xu, et al.,
2016; Tabla 7). En particular, el genotipo TT del SNP rs11191439 se considerd poco
informativo debido a sus elevadas frecuencias en las poblaciones de estudio, y las reportadas
en las poblaciones parentales. Por consiguiente, los resultados del alelo T en relacion con el
metabolismo del 1As deben ser interpretados con cautela puesto que posiblemente sea reflejo

el fondo genético poblacional. Se destaca ademas la ausencia del alelo C de este SNP en la
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poblacion Me'Phaa, lo que podria estar relacionado con su comportamiento endogamico. En
cuanto a las poblaciones Mazahua, Mestiza y Tsotsil, los heterocigotos (genotipo CT)
tuvieron frecuencias variables, posiblemente a causa del background Europeo, dado que el
alelo C presenta mayor frecuencia en poblaciones con esta ascendencia
(www.internationalgenome.org). En los estados de Chihuahua, Coahuila, Hidalgo y Sonara
también se han determinado frecuencias similares de CT (entre 10% y 17%). (Drobna et al.,
2013; 2016, Gomez-Rubio, et al., 2012; Xu, et al., 2016). En este sentido, los genotipos
encontrados y los reportados previamente pueden reflejar la contribucion de la ancestria
Europea identificada mediante los 28 AIMs en las poblaciones de estudio y en poblaciones
de la region centro-norte a través de marcadores uniparentales (Martinez-Cortes, ef al., 2012;
Santana, ef al., 2014; Gémez, et. al. 2020, en revision); o bien, podrian ser parte de la ventaja
del heterocigoto. En lo que concierne a esto ultimo, los individuos heterocigotos tienen una
mayor ventaja de resistencia, haciéndolos posiblemente mas eficientes (Sellis, et al., 2011).
En el caso de las poblaciones de Chihuahua, Ciudad Obregon (Sonora) y Zimapan (Hidalgo)
estan significativamente expuestas a iAs (entre 75 y 530 ppb de iAs; Alfaro de la Torre, et
al.,2018), esta presion del ambiente podria tener una cierta influencia genética. Lo anterior,
se podria soportar por las frecuencias haplotipicas y por el nimero de alelos, tedricamente
considerados como eficientes (rs3740393-C, rs10748835-A y rs11191439-T) en las
poblaciones de estudio y aquellas de comparacion (Tabla 5). No obstante, estos alelos
también se presentan en altas frecuencias entre las poblaciones Europeas y Asidticas
(www.internationalgenome.org). La escasez en el nimero de estudios de variabilidad
genética de AS3MT y la falta de acceso a sus bases de datos originales limit6 la posibilidad
de comparar los resultados a nivel haplotipico.

Por lo que respecta a la exposicion cronica a iAs (>200 ppb) en combinacién con un
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metabolismo eficiente, la poca evidencia de efectos toxicos y las altas frecuencias de ciertos
alelos en los loci de AS3MT han permitido sugerir un proceso de adaptacion entre algunas
poblaciones del sur del Continente, las que parecen tener un elevado componente Nativo
Americano (Apata, et al., 2017; De la Loma, et al., 2019; Eichstaedt, et al., 2015; Engstrom,
et al.,2011; Schlebusch, ef al., 2013; 2015). La poblacién Me'Phaa fue la que mas se acerco
al comportamiento de este tipo de poblaciones, tanto por su prominente componente NA
como en las frecuencias de tres variantes reportadas como eficientes (Tabla 6), sin olvidar
que puede ser producto de endogamia o deriva génica para estas poblaciones de ancestria
Nativa. Adicionalmente, no se tiene un registro acerca de una alta exposicion a iAs en el
estado de Guerrero (Alarcon, et al., 2020).

Finalmente, los andlisis entre las frecuencias haplotipicas de las poblaciones
estudiadas en el presente trabajo y aquellas reportadas en el proyecto de los 1000 genomas
con respecto a las poblaciones parentales y otras poblaciones Asiaticas y Latinas podrian
sugerir una cierta relacion entre los alelos «eficientes» y la carga NA o Asidtica. En este
sentido el «haplotipo eficiente (rs1119143-T, rs3740400-G, rs7085104-G, rs10748835-A y
rs3740393-C)» muestra una distribucion similar en las poblaciones Me’Phaa y de Lima Peru
por lo que al continente Americano se refiere. Pero también con las poblaciones de
Bangladesh, China (Beijin, Han-Sur y Xishuangbanna), Japén y Vietnam
(www.internationalgenome.org). De éstas, las poblaciones de Bangladesh, China y Vietnam,
son las que estan expuestas a altas concentraciones de 1As (200—1,180 ppb, 10-1,000 ppb; 1-
632 ppb) (Figura 7) (McArthur, et al., 2004; Rodriguez-Lado, et al., 2013; Agusa, et al.,
2014). Estos resultados fueron similares a los de un estudio previo, en el que se relacionaron
al acido monometilarsénico con la carga ancestral. Este andlisis encontr6 patrones genéticos

compartidos entre la poblacion de San Antonio de los Cobres y las poblaciones de fuerte
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carga NA (PEL y MXL), ademéas de las poblaciones de China, India (Gujarati), Japon y
Vietnam (Schlebush, et al. 2015). Estos resultados sugirieron que el proceso de seleccion
positiva en la subsistencia a iAs pudo haber sido incluso antes del asentamiento de las
poblaciones en Sudamérica (al menos hace 12,000 afos; Gomez et al., 2020, en revision,
Jota, et al., 2016; Schurr & Sherry, 2004). El estudio de la variabilidad genética en la
poblacion Me’Phaa debe ser ampliado para precisar su contribucion a esta hipotesis.

Desde el punto de vista filogenético con respecto al gen AS3MT, se destaca la
importancia de su actividad como un mecanismo de destoxificacion del iAs debido a la
presencia de este gen en los multiples reinos biologicos (Palmgren, et al., 2017; Sumi &
Himeno, 2012). Incluso, el AS3MT se ha mantenido en el genoma a lo largo de las
migraciones y expansiones poblacionales de diferentes especies que se encontraron en
ambientes contaminados con iAs, a pesar de que implica la formacion de metabolitos mas
toxicos que el iAs per se (Palmgren, et al., 2017). Es posible entonces que, el contacto con
el 1As se incrementara conforme la especie humana migrd a regiones de Asia, cruzd por
Beringia y llegd a América como lo indican las teorias mas soportadas de migraciones
humanas y del poblamiento de América, favoreciendo posiblemente la fijacion de haplotipos
eficientes en el gen AS3IMT (Gomez et al., 2020, en revision; Jota, ef al., 2016; de Menocal
& Chris Stringer, 2016; Schurr & Sherry, 2004; Skoglund & Reich, 2016). Si bien la
exposicion a 1As reportada actualmente, no representa la exposicion de hace miles de afios,
su origen geogénico (volcanico) nos asegura su presencia en la corteza terrestre e incluso ha
sido encontrado en glaciares pleistocénicos en la region de los grandes lagos (Herath, 2016;
Szrameka, Walter & McCall, 2004). Por otro lado, se ha sugerido la exposicion crénica por
hallazgos de 1As en el cabello y huesos de momias de la cultura Chinchorro en Sudamérica

que datan de hace ~7,000 afos (Arriaza, 2005; Pringle., 2009). Se debe considerar ademas
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que los primeros Americanos debieron seguir rutas migratorias en donde el recurso hidrico
no fuera un limitado (Goebel, Waters & O'Rourke, 2008).

Por el contrario, el haplotipo rs11191439-T, rs3740400-T, rs7085104-A,
rs10748835-G y rs3740393-G fue mas frecuente entre las poblaciones con mayor carga
Europea, y por ende, estuvo mas presente entre las poblaciones con mas mestizaje de nuestro
estudio (Mazahuas, Mestizos y Tsotsiles; Figura 7). Diversos estudios de susceptibilidad con
respecto a la presencia de ciertos alelos en el AS3MT'y el incremento en el riesgo de cancer
(e.g., vejiga y pulmon), enfermedades cardiovasculares, lesiones en la piel y esquizofrenia
han sido llevados a cabo en poblaciones Asiaticas, Europeas y derivadas de esta tltima
ancestria (D’Ambrosio, et al., 2019; de la Rosa, et al., 2017; Engstrom, et al., 2014; Pierce,
et al., 2012; Song, et al., 2020). Pero nuevamente, las minorias étnicas, como los grupos
Nativos y las poblaciones en admixture (en las que se llevan a cabo el 3 y el 1% de los
estudios, respectivamente) no han sido muy estudiadas, pese a que por su gran antigiiedad y
multietnicidad podrian aportar datos que sirvan como predictores de susceptibilidad en la
toxicidad mediada por 1As (Popejoy y Fullerton, 2016). Estudios como el presente, podrian
contribuir al entendimiento e identificacion de grupos susceptibles, asi como a la estimaciéon
del riesgo debido a la exposicion del 1As. Lo anterior toma alin mas relevancia debido a que
es la sobreexplotacion del recurso hidrico, la que compromete su calidad, exponiendo a una
mayor cantidad de personas a una mayor concentracion de i1As (Alarcon-Herrera, et al.,
2020).

En el presente estudio observamos algunas limitaciones y fortalezas. Entre las
limitaciones mas importantes estan: 1) la falta de determinacion en los niveles de exposicion
a 1As en las poblaciones de estudio, 2) determinar el metabolismo de As en los individuos

que las integran (no se tiene registro de una exposicion mayor a 25 ppb en el estado de
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Guerrero), 3) la falta de acceso a las bases de datos en poblaciones Mexicanas en las que si
se cuenta con los datos de los puntos uno y dos, lo que también limité su comparacion con
nuestros resultados y 4) un tamafio reducido de la muestra y una baja representacion de las
poblaciones Nativas en regiones con altas concentraciones de As.

Por lo que se refiere a las fortalezas, se destaco la conjuncion entre el background
genético y la variabilidad del gen AS3MT en poblaciones Nativas y Mestiza, siendo de los
primeros estudios en describir la distribucion de variantes polimorficas relacionadas con
cambios en la metilacion del iAs en poblaciones Nativas Americanas. Ademas del disefio de
un panel de ancestria con un numero accesible de AIMs que permita una determinacioén
precisa de la carga ancestral regional de poblaciones multiétnicas. Nuestros resultados
permitieron evidenciar la complejidad de la estructura genética de las poblaciones mexicanas,
la que se deberia tomar en cuenta en los estudios de asociacion con la finalidad de evitar los

errores estadisticos tipo Iy II.
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5. Conclusiones

En conclusion, la identificacion de marcadores genéticos como predictores de
susceptibilidad en la toxicidad mediada por iAs pueden contribuir al entendimiento e
identificacion de grupos susceptibles, asi como a la estimacion del riesgo en las poblaciones
vulnerables. Nuestros hallazgos no fueron suficientes para soportan la «hipétesis arsenical»
pero si puso en evidencia los contrastes en la distribucion de haplotipos y su relacion con la
carga ancestral regional. Los 28 AIMs representaron un sistema técnicamente sencillo y
confiable que permitid, por medio de técnicas gendmicas, una buena opcion cuando los

recursos son limitados.

64



6. Perspectivas

A partir de los resultados obtenidos, la principal perspectiva del estudio es continuar
con el retrato de la variabilidad genética de AS3MT en otras poblaciones Nativas,
principalmente de la region norte de México donde la exposicion a iAs es conocida, en un
mayor tamafio muestral de la poblacion Mestiza y en otras poblaciones del continente que
puedan apoyar o no la hipotesis arsenical. Asimismo, conocer la capacidad metabolica al iAs
y los niveles de exposicion en las poblaciones Nativas y explorar su relacion con los datos
aqui reportados, ya que el conocimiento del nivel de exposicion no representa,
necesariamente, la exposicion cronica que sugiera un proceso de seleccion.

Considerar la presencia de AIMs que permitan evaluar la ancestria de Medio Oriente.

Por tultimo, seria interesante explorar a fondo un mayor tamafio de muestra de la
poblacion Me’Phaa y estudiarlos mediante marcadores que nos permitan averiguar su

identidad por descendencia.
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8. ANEXO

Descripcion de métodos del estudio

e Extraccion de &cidos nucleicos por el kit comercial: DNA Blood Preparation (Jena

Bioscience; Lobstedter, Alemania)

Procedimiento:

1.

2.

Lisis celular:

1.1 Pipetee 900 pL de solucion de lisis de glébulos rojos en un microtubo de 1.5 ml,
agregue 300 pL de sangre total o médula 6sea e invertir 10 veces.

1.2 Incube durante 3 min a temperatura ambiente con inversion ocasional. Nota: Para
sangre fresca recolectada dentro de 1 hora antes de la preparacién, aumente el tiempo
de incubacion a 10 minutos para asegurar la lisis completa de glébulos rojos.

1.3 Centrifugar durante 30 segundos a 15.000 g.

1.4 Retire el sobrenadante con una pipeta dejando atras el visible sedimento celular.
Asegurese de no exceder los 20 uL de liquido residual. Esta es un punto critico para
la precipitacion efectiva de proteinas y ADN en los siguientes pasos.

1.5 Agite el tubo con fuerza durante 10 segundos para resuspender el blanco de células
en el liquido residual. El sedimento de globulos blancos debe resuspenderse por
completo.

1.6 Afiada 300 pL de solucidn de lisis celular a las células resuspendidas y pipetear hacia
arriba y hacia abajo para lisar las células hasta que no se vean grumos.

1.7 Para sangre tratada con heparina, caliente el sedimento de glébulos blancos durante
10 minutos a 65 ° C para facilitar la lisis.

Precipitacion de proteinas:

2.1 Afada 100 pL de solucion de precipitacion de proteinas al lisado celular.

2.2 Agite vigorosamente durante 20 segundos para mezclar bien. Pequefias particulas de
la proteina precipitada (sin grumos) debe ser visible.

2.3 Centrifugar a 15,000 g durante 1 min. Las proteinas precipitadas deben formar un
sedimento oscuro y apretado. Si el el sedimento de proteina no esta apretado, repita

el vortex, seguido de incubacidn en hielo durante 5 min y centrifugue nuevamente.
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3. Precipitacion de ADN:

3.1 Pipetee 300 pl de isopropanol> 99% en un microtubo limpio de 1.5 mL y agregue el
sobrenadante.

3.2 Mezclar la muestra invirtiendo suavemente durante 1 min.

3.3 Centrifugar a 15,000 g durante 1 min. EI ADN debe ser visible como un pequefio
bolita blanca.

3.4 Desechar el sobrenadante y escurrir brevemente el tubo sobre papel absorbente
limpio.

3.5 Afada 500 pL de tampodn de lavado e invierta el tubo varias veces para lavar el
sedimento de ADN.

3.6 Centrifugar a 15,000 g durante 1 min.

3.7 Deseche con cuidado el etanol y séquelo a temperatura ambiente durante
aproximadamente de 10 a 15 min.

4. Hidratacién del ADN:

1.

2.

4.1 Afada 50-100 pL de solucion de hidratacién de ADN.

4.2 Agite en el vortex durante 5 segundos a velocidad media para mezclar.

4.3 Incube la muestra a 65 ° C durante 30 min para acelerar la rehidratacion.

4.4 Almacene el ADN a 4 ° C. Para un almacenamiento prolongado, coloque la muestra
a-20°Co-80°C.

e Cuantificacion y determinacion de pureza de DNA por mediante el
espectrofotometro NanoDrop 2000™ (ThermoScientific, Massachusetts, Estados
Unidos)

Pipetee 1 - 2 uLL de muestra directamente en el pedestal de medicion.
Consejo: se pueden utilizar alicuotas de 0.5 pL para muestras que tengan valores de
absorbancia equivalentes altos, es decir en muestras concentradas (> 150 ng / pL dsDNA).

Solo modelo NanoDrop 2000 / 2000c.

Baje el brazo de muestreo e inicie una medicion espectral usando el software en la PC.

La tension superficial se utiliza para mantener las muestras en su lugar entre dos fibras
opticas. La luz de una lampara de destellos de xenon pasa a través de la fibra Optica
superior, hacia abajo a través del liquido columna y es detectado por el espectrometro

interno.
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Registre su lectura de la muestra.

Cuando se complete la medicion, levante el brazo de muestreo y limpie la muestra de
ambos los pedestales superior e inferior con un pano de laboratorio seco y sin pelusa.
Usando esta tecnologia, los espectrofotometros NanoDrop tienen la capacidad de medir
muestras entre 50 y 200 veces mas concentradas que las muestras medidas con un estandar

en cubeta de 1 cm.
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Tablas y figuras

Base de
Datos/Paneles

de referencia

Articulos

Tabla Al. Fuentes de revision para el disefio del panel de AIMs.
SNPforlD Browser http://spsmart.cesga.es/snpforid.php
The ALlele FREquency Database
https://alfred.med.yale.edu/alfred/index.asp
EUROFORGEN (Phillips, et al., 2014)
Bulbul's 32plex(22AIMS+10PI markers) (Bulbul, ez al., 2011)
Daniele Podini's list of 32 AISNPs (Butler, et al., 2014)
ID34plex (Santos, et al., 2015)
Development of a Panel of Genome-Wide Ancestry Informative Markers
to Study Admixture Throughout the Americas (Galanter, ez al., 2012).
Ancestry Informative Marker Sets for Determining Continental Origin and
Admixture Proportions in Common Populations in America (Kosoy, et al.,
2009).
Analysis of genomic diversity in Mexican Mestizo populations to develop
genomic medicine in Mexico (Silva-Solezzi, et al., 2009).
Analyses of a set of 128 ancestry informative single-nucleotide
polymorphisms in a global set of 119 population samples (Kidd, et al.,
2011)
An ancestry informative marker set for determining continental origin:
validation and extension using human genome diversity panels (Nassir, et
al., 2009).
Using ancestry-informative markers to identify fine structure across 15
populations of European origin (Huckins, et al., 2014).
Proportioning Whole-Genome Single-Nucleotide—Polymorphism
Diversity for the Identification of Geographic Population Structure and
Genetic Ancestry (Lao, ef al., 2016).
A Genomewide Single-Nucleotide—Polymorphism Panel for Mexican
American Admixture Mapping (Tian, et al., 2007).
A Genomewide Admixture Map for Latino Population (Price, et al., 2007).
A  Genomewide Admixture Mapping Panel for Hispanic/Latino

Populations (Mao, et al., 2007).
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A Genomewide Single-Nucleotide—Polymorphism Panel with High
Ancestry Information for African American Admixture Mapping (Tian, et
al., 2000).

Admixture in Latin America: Geographic Structure, Phenotypic Diversity
and Self-Perception of Ancestry Based on 7,342 Individuals (Ruiz-Linares,
etal.,2014)

Design and Analysis of Admixture Mapping Studies (Hoggart, et al.,
2004).

Evaluating the accuracy of AIM panels at quantifying genome ancestry
(Pardo-seco, et al., 2014).

Informativeness of Genetic Markers for Inference of Ancestry (Rosenberg,
etal.,2003)

Minimal SNP overlap among multiple panels of ancestry informative
markers argues for more international collaboration (Soundararajan, et al.,
2016)

Mexican American ancestry-informative markers: examination of
population structure and marker characteristics in European Americans,
Mexican Americans, Amerindians and Asians (Collins-Schramm, et al.,
2004)

AncestrySNPminer: A bioinformatics tool to retrive and develop ancestry
informative SNP panels. (Amirisetty, et al., 2013;
https://research.cchmc.org/mershalab/AncestrySNPminer/login.php.)
Comparing genetic ancestry and self-reported race/ethnicity in a
multiethnic population in New York City (Lee, et al., 2012).

Validation of a small set of ancestral informative markers for control of
population admixture in African Americans (Ruiz-Narvaez, et al., 2011).
A minimum set of ancestry informative markers for determining admixture
proportions in a mixed American population: the Brazilian set (Santos, et
al., 2016).

Comparing genetic ancestry and self-described race in african americans

born in the United States and in Africa (Yaeger, et al., 2008).
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Tabla A2. Poblaciones empleadas para la evaluacion in silico del panel de ancestria.

Poblacion Abreviacion N
Africana AFR 661
Yoruba in Ibadan, Nigeria YRI 108
Luhya in Webuye, Kenya LWK 99
Gambian in Western Divisions in the GWD 113
Gambia
Mende in Sierra Leone MSL 85
Esan in Nigeria ESN 99
Americans of African Ancestry in ASW 61
SW USA
African Caribbeans in Barbados ACB 96
Americana AMR 347
Colombianos de Medellin CLM 94
Mexicanos de Los Angeles MXL 64
Puertorriquefios PUR 104
Peruanos de Lima PEL 85
Este Asia EAS 504
Han Chinese in Beijing, China CHB 103
Japanese in Tokyo, Japan JPT 104
Southern Han Chinese CHS 105
Chinese Dai in Xishuangbanna, CDX 93
China
Kinh in Ho Chi Minh City, Vietnam KHV 99
Europea EUR 503
Utah Residents (CEPH) with CEU 99
Northern and Western European
Ancestry
Toscani in ltalia TSI 107
Finnish in Finland FIN 99
British in England and Scotland GBR 91
Iberian Population in Spain IBS 107
Sur de Asia SAS 489
Guijarati Indian from Houston, Texas GIH 103
Punjabi from Lahore, Pakistan PJL 96
Bengali from Bangladesh BEB 86
Sri Lankan Tamil from the U STU 102
Indian Telugu from the UK ITU 102
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Tabla A3. Panel de Marcadores Informativos de Ancestria para la inferencia de carga

ancestral regional en las poblaciones de estudio.

14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28

SNP
rs3737576
rs2065160
rs1519654
rs6754311
rs1863086
rs1876482
rs260690
rs3827760
rs12498138
rs1344870
rs10079352
rs16891982
rs6875659
rs192655
rs917115
rs2196051
rs1408801
rs4918664
rs2238151
rs9319336
rs7997709
rs9522149
rs2065982
rs730570
rs12913832
rs1426654
rs881929
rs3907047

AIM
Nativo Americano
Asiatico
Europeo
Europeo
Europeo
Asiatico
Europeo
Asiatico
Nativo Americano
Nativo Americano
Africano
Europeo
Africano
Asiatico
Europeo
Europeo
Asiatico
Asiatico
Europeo
Asiatico
Asiatico
Europeo
Asiatico
Europeo
Europeo
Europeo
Asiatico

Asiatico

Chr
1
1
2
2
2
2
2
2
3
3
5
5
5
6
7
8
9

10
12
13
13
13
13
14
15
15
16
20

C_
C__ 27471358 20
C__ 1648531 10
C__ 3231730 10
C_ 11821925 10
C__ 2862452 10

C_ 11640969 10

C__ 790944 10
C_ 27497202_10
C__ 211052 10

C__ 8767848 10
C__30545512_10
C__ 2842665_10
C_ 31491320 20
C__ 996147 10
C__ 2621410 10
C__ 1503192 10
C__ 1911862 10
C__ 27950606 20
C___ 339070 20
C_ 27328815 20
C_ 30127919 20
C__30502208_30
C_ 11713156_10
C__ 2109090_10
C__30724404_10
C__ 2908190 10
C__ 7473941 10
C__ 8948366_10
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Tabla A4. Variantes del gen de la AS3MT determinadas en las poblaciones de estudio.

No. SNP Alelo
ancestral
1 rs11191439 T
2 rs3740400 G
3 rs7085104 A
4 rs10748835 A
5 rs3740393 C

Alelo
derivado

C

O O o 4

C

C__ 31979150 10
C_ 27510174_10
C__ 3284563 _10
C__ 2852804_10
C__ 25804287_10

Figura A1. Analisis de componentes factoriales mostrando la distribucion de los individuos

de las poblaciones de 1000 Genomas. El circulo en rojo senala a los individuos Mexicanos en

Axe2 (17.01 %)

Los Angeles (MXL).

28 AIMSs In silico GP.gix

Asel(3

1.56 %)

Nota: AFR, Africanos, CLM, Colombianos de Medellin, MXL, Mexicanos en Los Angeles, PEL,
Peruanos de Lima, PUR, Puertorriquenos, EAS, Asiaticos del Este, EUR, Europeos, SAS, Asiaticos
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Dimension 1

Figura A2. Analisis Multidimensional a Escala de la evaluacion in silico con 28 Marcadores
Informativos de Ancestria y las poblaciones de 1000Genomas.
Nota: AFR, Africanos, CLM, Colombianos de Medellin, MXL, Mexicanos en Los Angeles, PEL, Peruanos
de Lima, PUR, Puertorriquefios, EAS, Asiaticos del Este, EUR, Europeos, SAS, Asiaticos del Sur.
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A) 34 AIMs

Axe 2(1306 %)

ABBRBAEARK

Figura A3. Analisis de componentes factoriales mostrando la distribucion de los individuos
de las poblaciones de 1000 Genomas con 34, 36 y 48 AIMs reportados (A) Kosoy, et al.,
2009; B) http://spsmart.cesga.es/; snpforid.php; C) https://alfred.med.yale.edu/)
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