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. INTRODUCCION

La litiasis biliar (LB) representa uno de los problemas de salud mas importantes que
afectan a la poblacién mundial, con serias implicaciones médicas, sociales y econdmicas
debido a su elevada frecuencia y tasa de complicaciones, siendo el primer motivo de ingreso
hospitalario secundario a patologia digestiva (Lammert and Miquel, 2008; Portincasa et al.,

2006).

Se trata de una patologia multifactorial determinada por una compleja interaccion
entre genes y factores ambientales que se caracteriza por alteraciones en la homeostasis del
colesterol, asi como en el metabolismo de las sales biliares, lo que origina disminucion de la

solubilidad del colesterol y su precipitacién en la bilis (Johnson, 2001).

La incidencia de litiasis biliar en las sociedades desarrolladas, que previamente no
excedia del 5%, ha incrementado en las ultimas décadas. Este incremento se atribuye con
frecuencia a la introduccidon de estilos de vida occidental, que incluyen dietas ricas en
carbohidratos, asi como menor actividad fisica que representan factores de riesgo
ambientales para la litiasis biliar (Méndez-Sanchez et al., 2007). La litiasis biliar presenta el
pico de maxima prevalencia en mujeres a partir de la séptima década de la vida (Vélzke et
al., 2005), siendo una patologia muy poco frecuente en nifios (Palsaciano et al., 1989).
Ademas, dicha prevalencia presenta una gran variabilidad en las diferentes poblaciones, ya
qgue la padecen alrededor de un 15-20% de la poblacion adulta occidental (Stokes et al.,
2011). Las prevalencias mas altas se observan en paises latinoamericanos como Chile donde

la pueden llegar a padecer mas del 60% de la poblacién, mientras que las menores



prevalencias se hallan en poblaciones del continente africano y en otras de Asia (Lammert

and Sauerbruch, 2005).

Es de notar que el riesgo de padecer litiasis biliar es cinco veces mayor en los
familiares de primer grado de los pacientes que padecen colelitiasis (CL), lo que pone de
manifiesto una influencia muy importante del bagage genético y de la potencial variabilidad

interindividual e interétnica en el desarrollo de colelitiasis (Krawczyk et al., 2011).

En relacidon con el bagaje genético de la colelitiasis, cabe decir que esta enfermedad
puede ser definida por dos tipos de situaciones de acuerdo con estudios de familia y
gemelos: la colelitiasis comun, en la que influyen los factores genéticos y ambientales, y los
tipos raros o poco frecuentes de CL, que se deben a una mutacién con mayores efectos pero

de baja penetrancia y por tanto, menos frecuentes (Wittenburg and Lammert, 2007).

La frecuencia de los polimorfismos genéticos varia ampliamente entre los diferentes
grupos étnicos, siendo la etnia uno de los factores mas importantes que contribuyen a la
variabilidad interindividual en la respuesta a los farmacos, por la diferente dotacién
enzimatica. En efecto, las diferencias genéticas en el metabolismo y/o transporte afectan a
la disposicidon de farmacos, xenobidticos y componentes endégenos, como el colesterol. Por
tanto, el conocimiento de las diferencias interétnicas en las frecuencias alélicas tiene gran
importancia para determinar variaciones en la respuesta a los farmacos, asi como en la

prevalencia de diversas patologias.

La litiasis biliar es una enfermedad silente en la mayoria de los pacientes, en los que
se suele diagnosticar de forma incidental al realizar una ecografia abdominal por otro
motivo. Sin embargo, en torno a un 20% de los casos debutan con sintomas y
complicaciones, con la consiguiente morbimortalidad. A este respecto, no existen estudios
de seguimiento a largo plazo sobre la evolucién natural de la enfermedad desde la
formacidn del primer calculo hasta la muerte del paciente, pero si que se conoce que las
tasas anuales de complicacién de esta enfermedad pueden oscilar desde el 1,2% en calculos
inicialmente asintomaticos, hasta un 2% en cdlculos con sintomas desde el principio
(Browning et al., 2008). Otro de los aspectos importantes es su asociacién con el cancer de

vesicula que presenta una incidencia anual del 0,02% (Portincasa et al., 2006).



Existen en la actualidad multiples opciones de tratamiento cuando dicha enfermedad
se vuelve sintomatica, que incluyen métodos radioldgicos, endoscépicos y quirdrgicos, si
bien la cirugia sigue siendo el pilar fundamental de dicho tratamiento y mds en concreto, la
colecistectomia laparoscopica desarrollada en los ultimos afios; este es el método estandar
para el tratamiento programado de los pacientes con dolor abdominal secundario a
colelitiasis y para el tratamiento de otras complicaciones como la colecistitis aguda, la

pancreatitis aguda por colelitiasis y la coledocolitiasis (Portincasa et al., 2006).

En los siguientes pdrrafos se describen aspectos introductorios relativos a la
epidemiologia y fisiopatogenia de la litiasis biliar poniendo especial énfasis en la influencia
genética en el desarrollo de la misma que sera objeto principal de nuestro estudio

experimental de comparacidn interétnica.

I.1. MORFOLOGIAY COMPOSICION DE LOS CALCULOS BILIARES

La bilis es una sustancia producida por el higado que estda compuesta
fundamentalmente por agua, colesterol, fosfolipidos, pigmentos biliares (bilirrubina vy
biliverdina) y sales biliares (glicolato de sodio y taurocolato de sodio) asi como iones
bicarbonato. La bilis actia como un detergente que ayuda a emulsionar las grasas,
facilitando asi su absorcion en el intestino delgado. Las sales biliares se combinan con
fosfolipidos para romper los glébulos de grasa en el proceso de emulsiéon, asociando su lado
hidrofébico con los lipidos y su lado hidrofilico con el agua, esto permite su organizacién en
micelas que aumentan la absorcion, favoreciendo asi mismo la absorcién de vitaminas
liposolubles. Ademas de esta funcion, sirve como via de excrecidon para el producto del
catabolismo de la parte hemo de la molécula de hemoglobina. Las sales biliares, a su vez, son
bactericidas y eliminan los microbios que entran con la comida y también son detoxificantes,

en especial para el alcohol y para algunos farmacos.



La vesicula biliar es un reservorio de almacenamiento que permite que los acidos
biliares se liberen en altas concentraciones y de forma controlada en el duodeno. De esta
forma, la colelitiasis es la formacién de calculos en la vesicula biliar, aunque los calculos se
pueden presentar también en los conductos biliares intra y extrahepaticos. El 80-90% de los
calculos biliares estan formados fundamentalmente por colesterol o sélo colesterol; el 10-
20% restante vienen constituidos principalmente por pigmentos biliares. Dentro de estos
ultimos existen de dos subtipos: el de los cdlculos de pigmentos marrones (20%), que se
forman fundamentalmente en los conductos biliares y estan compuestos principalmente por
sales de calcio de bilirrubina no conjugada, con cantidades variables de colesterol y
proteinas; éstas generalmente se asocian a infecciones por bacterias anaerobias de la bilis o
infestaciones parasitarias. El segundo subtipo es de calculos pigmentarios; son calculos de
pigmentos negros que representan aproximadamente un 5% de la totalidad y cuyo
componente principal es el bilirrubinato cdlcico puro y que se asocian con frecuencia a
hemdlisis crdénica, esferocitosis hereditaria, sindrome de Gilbert, cirrosis o pancreatitis

(Browning, 2008; Tazuma et al., 2006).

1.2.PATOGENIA DE LA LITIASIS BILIAR

Los principales mecanismos que contribuyen a la formacion de colelitiasis son la
sobresaturacion de la bilis con colesterol y/o bilirrubina, la nucleacion acelerada y la
hipomotilidad de la vesicula biliar. También parece existir relacion entre la hipomotilidad
intestinal y la formacién de litiasis biliar, debido a que los pacientes que la sufren pueden
presentar sobrecrecimiento bacteriano que incrementa la secrecidon hepatica de colesterol y
de mucina por parte de las células epiteliales de la vesicula (Lammert and Miquel, 2008).

(Figura 1)



1.2.1. SOBRESATURACION DE LA BILIS

El colesterol es insoluble en agua y por tanto necesita de la actividad detergente de
las sales biliares y los fosfolipidos polares (lecitina) para permanecer disuelto y no precipitar.
El colesterol, los fosfolipidos y los acidos biliares son los componentes principales de la bilis.
Para la génesis de la colelitiasis por calculos de colesterol se requiere inicialmente la
formacién de una bilis sobresaturada de colesterol de forma sostenida en el tiempo. Esta
primera fase es causada porque el higado hipersecreta colesterol y no por un defecto de
menor secrecion de sales biliares o lecitina. El higado es el principal responsable de regular
la homeostasis del colesterol en el organismo; es capaz de modificar la sintesis de colesterol
enddgeno y es el Unico érgano capaz de eliminar de forma permanente el colesterol del

organismo.

El colesterol sintetizado de novo se forma en el reticulo endoplasmico desde la
enzima acetil COA reductasa, siendo la 3-hidroxi-3-metil-glutaril CoA reductasa (HMG-CoA
reductasa) la enzima que regula la velocidad de sintesis. El colesterol es almacenado en el
higado como un éster de acido graso que se produce por la accion de la Acetil-CoA
transferasa. El éster de colesterol sirve como aporte constante de colesterol libre para la
formacién de dacidos biliares y el ensamblaje de lipoproteinas en el reticulo endopldasmico,
por lo que el colesterol es también la molécula precursora de todos los acidos biliares. De ahi
gue la sintesis de acidos biliares haga que se elimine indirectamente el colesterol del

organismo.

Las alteraciones en el metabolismo de colesterol pueden afectar directamente a la
proporcién de acidos biliares y a la secrecidén de colesterol en la bilis, produciendo asi una
bilis litogénica. La sobresaturacién de colesterol, condicion necesaria para formar los
calculos biliares, puede deberse tanto a un incremento de la secrecidon de colesterol en la
bilis o bien a unos niveles disminuidos de sales biliares y/o fosfolipidos (Van Erpecum, 2011),
siendo una de las causas mas importantes la disfuncion de los trasportadores

hepatocanaliculares de estos lipidos biliares.

En la membrana hepatocanalicular existen trasportadores activos pertenecientes a la
familia ATP-binding cassette (ABC). Entre estos transportadores: el trasportador ABCB11,

que es la bomba exportadora de sales biliares, el llamado ABCB4, que transporta la



fosfatidilcolina de dentro afuera de la membrana, y el heterodimero ABCG5/8 que secreta
colesterol y fitoesteroles a la bilis. De este modo, las variantes alélicas de genes que
codifican para estas proteinas podrian contribuir a las diferencias entre individuos en la

incidencia de litiasis biliar (Rudkowska and Jones, 2008; Dixon et al., 2009).

A su vez la bilirrubina, para su secrecién, primero ha de ser mono o diglucuronizada
por la enzima UDP-glucuronil transferasa (UGT), para ser posteriormente excretada. Como
se discutira posteriormente, algunos estudios han sefalado que las variantes alélicas del gen
UGTI1A1, tal como la causante de la hiperbilirrubinemia no conjugada que causa el sindrome
de Gilbert, estdn asociadas con el riesgo de desarrollar calculos de colesterol (Lin et al., 2009,

Marschall et al., 2013).

1.2.2. FASE DE NUCLEACION

La presencia de una bilis saturada es frecuente en el ser humano y no
necesariamente lleva al desarrollo de cdlculos. Se requiere una segunda fase en la que el
colesterol cristaliza y precipita (Sedaghat and Grundy, 1980).El primer paso para la
formacidn de calculos biliares es la nucleacion: en esta fase se produce agregacion, dando
lugar a la formacion de cristales microscépicos. Posteriormente se produce la cristalizacion,
que da origen a la formacién de cristales de colesterol monohidratados que pueden
agruparse para dar lugar a calculos biliares macroscépicos. Esta fase puede ser facilitada por
altos niveles de saturacion de colesterol biliar, por mayor tiempo de retencidén de la bilis
inestable en la vesicula (estasis) o por proteinas biliares. En este contexto, se ha identificado
el pronucleador mas importante: la glucoproteina mucina O. El nucleo de la glucoproteina
mucina contiene regiones hidréfobas que pueden unirse al colesterol, los fosfolipidos y la
bilirrubina. La unién de las vesiculas ricas en colesterol con las regiones hidrdfobas
interviene en la aceleracion de la nucleacién (Small et al., 1980; Holan, 1998; Jungst et al.,
1991). Asimismo, la fusién y agregacién de las vesiculas se ve acelerada en presencia de
mucina y esta aceleracién también parece ser responsable de las propiedades de
pronucleacién de las glicoproteinas de mucina. En los diferentes modelos animales se ha
observado que la secreciéon de mucina estd regulada, al menos en parte, por las

prostaglandinas, aunque los pacientes que toman antiinflamatorios no esteroideos de forma



prolongada parecen tener la misma frecuencia de LB que los que no los toman (Afdhal et al.,

1993; Afhdal et al, 1995).

La concentracion de calcio en la bilis participa en la precipitacion biliar de la
bilirrubina y la formacién de cdlculos biliares. Los pacientes con calculos biliares pueden
tener concentraciones biliares de calcio superiores a los que no los tienen con

sobresaturacién de carbonato célcico (Yu et al., 2013).

1.2.3. HIPOMOTILIDAD DE LA VESICULA BILIAR

La vesicula biliar, (VB) como hemos comentado anteriormente, cumple la funcién de
reservorio de la bilis durante los periodos de ayuno. La mucosa de la vesicula es capaz de
absorber agua de forma muy rapida, siendo la concentracién de la bilis en la vesicula
variable a lo largo del dia, lo que influye en la formacidon de cdlculos (Jones and Spring-Mills,
1983). La bilis suele estar saturada después de un ayuno prologado o tras la nutricion
parenteral total prolongada (NPT), lo que provoca que la vesicula biliar se llene de bilis para
luego absorber activamente agua y electrolitos, concentrando los solutos biliares en estos
casos entre cuatro y siete veces mas de lo habitual. La bilis también se acidifica en la vesicula
por la absorcién de bicarbonato y la secrecion de iones hidrégeno; esta acidificacion

aumenta la solubilidad de las sales de calcio, haciendo asi que la precipitacion disminuya.

Frente a la presencia de una bilis litogénica, la vesicula experimenta cambios
morfoldgicos y funcionales que favorecen la formacién de calculos. Por esta razén la mayoria
de los calculos se forman y residen en la vesicula biliar (en mas del 95% de las ocasiones). Los
cambios que se producen en la vesicula cuando hay una bilis litogénica son
fundamentalmente los siguientes: incremento del tamano y peso de la vesicula, llenado
menos eficiente en los periodos de ayuno y disminucién de la capacidad contractil tras la
ingesta de alimentos, incremento de la secrecién de mucina y otras proteinas y el desarrollo
de inflamacion crdénica y fibrosis de la pared vesicular que contribuyen a la formacién de

calculos biliares.



Por otra parte, la colecistocinina (CCC) es el estimulante fisiolégico mds importante
de la contraccion de la vesicula. En los pacientes con calculos biliares, se ha observado que la

respuesta contractil de la vesicula a la CCC estd disminuida (Chuang et al., 2013).

Todos estos cambios de la vesicula biliar tienden a favorecer la cristalizacién del
colesterol biliar con agregacion y crecimiento de los calculos, al existir mayor tiempo de
residencia de colesterol precipitado en su lumen. La secrecion incrementada de mucina
favorece mas este proceso formando una matriz mucinosa, viscosa y adherente en la que

los cristales de colesterol pueden adherirse y crecer (Afdhal et al., 1995).

. Mixed micelles
2. Unilamellar vesicles
3. Multilamellar vesicles
4. Crystalization and nucleation
5. Mucin hypersecretion
6. Gallbladder hypomotility

7. Cholesterol gallstones formation

Figura 1. Formacién de coleitiasis en la vesicula biliar. 1. Formacion de micelas de colesterol cuando hay exceso de
colesterol, fosfatidilcolina y sales biliares. 2El colesterol libre forma vesiculas con fosfatidilcolina ( vesiculas unilamelares).
Las vesiculas unilamelarese se fusionan y forman vesiculas multilamelares. 4 Cuando hay sobresaturacion de colesterol,
cristalizan y se produce nucleacién y forma las estructuras precuoras de los célulos biliares. 5. La mucina iene la capacidad
de oligomerizarse y formar gel mucinoso que promueve la formacidn de coletiasis . La hipomotilidad de la vesicula biliar
promueve el crecimiento de las litiasis .7. Formacidn de litiasis biliar. (Tomado de Castro- Torres and Martin —Vazquex,

2015)



1.3.EVOLUCION NATURAL DE LOS CALCULOS BILIARES

Para explicar la evolucion natural de la colelitiasis hay que dividir a los pacientes en dos
grupos, dependiendo de si presentan sintomas o son asintomaticos. En la colelitiasis
asintomatica es muy frecuente detectar la enfermedad incidentalmente en pacientes a los
que se realiza ecografia abdominal por otros motivos. Algunos estudios indican que la
mayoria de los pacientes con colelitiasis asintomatica permanecen asi durante muchos afos.
Un estudio realizado en Italia mediante la practica de ecografia abdominal a 132 pacientes
demostrd que el 78% no habian presentado sintomas propios de la enfermedad (Atili, 1995).
Una experiencia similar se obtuvo siguiendo la evolucién durante 15 afios a 132 profesores
de la Universidad de Michigan después de haber sido diagnosticados de colelitiasis en una
exploracion de rutina; de ellos solo un 18% se habian hecho sintomaticos al finalizar el
estudio (Gracie and Ransohoff, 1982). Este trabajo demostré que sélo un 3% de estos
pacientes presentaba ademds complicaciones agudas. Por lo deducido de la escasa literatura
de la que se dispone, la frecuencia de complicaciones de la CL asintomatica es baja, no

requiriendo la realizacién de colecistectomia.

La evolucidon natural de los cdlculos sintomaticos es mas agresiva. El Estudio
Cooperativo Nacional de Colelitiasis de EEUU demostrd que en los pacientes que habian
presentado dolor biliar no complicado, la frecuencia con la que se repetia este sintoma era
de un 38% (Thistle et al., 1984). El riesgo de desarrollar complicaciones agudas en estos
pacientes de CL sintomatica es de un 1-2% al afio, permaneciendo inalterado este porcentaje
en el tiempo. Por todo lo anterior, parece razonable indicar colecistectomia preventiva en

los pacientes que han comenzado a desarrollar sintomas biliares.
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1.4. FACTORES DE RIESGO DE LA LITIASIS BILIAR

Como hemos comentado anteriormente, en la patogenia de la litiasis biliar intervienen

complejos factores tanto ambientales como genéticos.

El sexo es un factor de riesgo importante para la formacién de cdlculos biliares. En la
mayoria de los estudios se ha observado que la incidencia es de 2 a 3 veces superior en las
mujeres (Shaffer, 2006). Esta incidencia se mantiene mas alta en las mujeres hasta los 50
afios y después se iguala a la de los hombres. Este cambio de incidencia relativa entre
varones y mujeres indica que los estrégenos participan en la secrecion de colesterol hacia la
bilis y disminuyen la secrecion de sales biliares. La progesterona a su vez reduce la secrecién
de sales biliares y enlentece el vaciado vesicular; por lo tanto, la combinacién de las dos
hormonas favorece la saturacién de colesterol, predisponiendo a una bilis litogénica. De este
modo, se ha observado que el embarazo es un factor de riesgo para la formacion de cdlculos
biliares, estimandose que aproximadamente un 30% de las embarazadas desarrolla barro
biliar y un 2% litiasis, que en la mayoria de los casos desaparecen en el postparto

(Maringhini, 1993).

El riesgo de padecer litiasis biliar incrementa de forma exponencial con la edad. A
partir de los 40 afos, la incidencia de LB incrementa del 1% al 3% (Bertolotti et al, 2007).Esto
se debe fundamentalmente al aumento de la secrecién hepatica de colesterol y a la
disminucion de la sintesis de sales biliares. Estas alteraciones son atribuidas a la disminucidn
de la actividad de la enzima limitante de la sintesis de acidos biliares CYP7A1 (Pullinger et al.,

2002).

La obesidad es una epidemia en los paises desarrollados y un importante factor de
riesgo para la colelitiasis. La asociacion entre colelitiasis y obesidad puede deberse a una
hipersecrecién de colesterol que aparece en la bilis, debido a una mayor actividad de la
HMG-CoA reductasa. Existen algunos estudios donde se observa una asociacion lineal entre
el indice de masa corporal y la incidencia de litiasis. La adiposidad abdominal, especialmente
en mujeres, se ha descrito como uno de los factores de riesgo mds importantes (Tsai et al.,

2006).Los adolescentes obesos tienen mayor riesgo de padecer litiasis biliar a lo largo de la
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vida. Un estudio de prevalencia indica que los nifios y adolescentes obesos tienen un 2% de

litiasis biliar frente al 0.1 de riesgo en la poblacidn pediatrica no obesa (Li et al., 2009).

La pérdida de peso rapida es otro de los factores de riesgo de colelitiasis. De hecho,
se ha observado un incremento en el desarrollo de calculos biliares en los pacientes obesos
gue siguen una dieta estricta, llegando a un incremento del 50% en pacientes a los que se
realiza cirugia bariatrica. La incidencia de colelitiasis se incrementa sobre todo en los dos
primeros afios tras la cirugia. Los mecanismos fisiopatoldgicos que se han asociado son
multiples: aumento de la secrecidn hepatica de colesterol, disminucién de la motilidad de la
vesicula biliar o disminucion de la sintesis de acidos biliares; otras hipdtesis que se postulan

son el incremento de la secrecidn de mucina y calcio en la vesicula (Shiffman et al., 1993).

La nutricion parenteral total (NPT) se ha asociado al desarrollo tanto de colelitiasis,
colecistitis aguda y colecistitis acalculosa en pacientes criticos. En los servicios de cuidados
intensivos se ha observado que el barro biliar aparece de 5 a 10 dias tras el inicio de NPT. En
la mayoria de los casos, afortunadamente, es asintomatico y desaparece tras haber retirado
la nutricion. El mecanismo fisiopatoldgico primario es la hipomotilidad de la vesicula biliar

con estasis biliar (Stinton and Shaffer, 2012).

Algunos farmacos influyen significativamente en la frecuencia de apariciéon de
colelitiasis. Los estrogenos son las moléculas que mas se han estudiado en cuanto a su
asociacion con la aparicidn de litiasis biliar. La primera observacién surgié del hecho de que
las mujeres en edad fértil y que toman anticonceptivos padecian con mas frecuencia esta
patologia. En efecto, los niveles elevados de estrégenos en suero activan la secrecién de la
bilis sobresaturada de colesterol, como se ha dicho antes (Cirillo et al., 2005).Las mujeres
menores de 40 afios y las que reciben una dosis mayor de 50 microgramos de estrégenos
presentan un riesgo mas elevado. La administraciéon de estrégenos conjugados con
progesterona también aumenta el riesgo de desarrollo de litiasis biliar hasta tasas

significativas (Etminan et al., 2011).

El octedtrido es un fdrmaco analogo de la somatostatina con un amplio espectro de
indicaciones entre las que destaca la acromegalia. La somatostatina inhibe la secrecién de
CCC y se asocia con hipomotilidad vesicular y estasis biliar. Ademas, disminuye la motilidad

del intestino delgado, lo que aumenta la formacion de acidos biliares, produciendo un
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aumento de la concentracién de solutos en la bilis con formacidn de calculos. Mas del 50%
de los pacientes tratados con octedtrido a largo plazo desarrolla colelitiasis (Trendle et al.,
1997). Otro de los farmacos implicados en la génesis de colelitiasis es la ceftriaxona; una
potente cefalosporina de tercera generacion de vida media prolongada, que se elimina
principalmente por la orina. Aproximadamente un 40% de la dosis del farmaco no se
metaboliza y es secretada inalterada a la bilis, donde se alcanzan altas concentraciones
Cuando supera el nivel de saturacién, produce complejos con el calcio, formando barro biliar
en buen numero de pacientes, aunque generalmente desaparece espontdaneamente al

interrumpir el tratamiento (Park et al., 1991).

Curiosamente, la hipercolesterolemia no parece ser un factor de riesgo para la
formacidn de calculos biliares. De hecho, en algunos estudios se ha demostrado una relacién
inversa entre las concentraciones de colesterol sérico y el riesgo de presentar estos cdlculos.
Sin embargo, la concentracidn sérica de triglicéridos si que se relaciona positivamente con
una frecuencia alta de calculos (Hui et al., 2009). La apolipoproteina E (Apo E), componente
de las proteinas de muy baja densidad (VLDL) y de alta densidad (HDL), desempefia un papel
fundamental en el metabolismo y transporte del colesterol. Hay estudios contradictorios
sobre la influencia del polimorfismo genético de la Apo E en la formacién de cdlculos biliares
por lo que son necesarios mas estudios para definir la funcién de la Apo E en la patogenia de

la colelitiasis (Hasegawa et al., 2003).

Por lo que respecta a las enfermedades sistémicas, los pacientes con diabetes
resistente a la insulina tienen un riesgo mas elevado de desarrollar calculos biliares. Dicha
enfermedad se asocia también a hipertrigliceridemia, obesidad y disminucién de la motilidad
de la vesicula biliar. Es dificil por tanto demostrar que la diabetes resistente a la insulina,
como tal, sea un factor de riesgo independiente para el desarrollo de cdlculos biliares. El
sindrome metabdlico es definido por la presencia de obesidad abdominal, hipertension,
hiperglucemia, hipertrigliceridemia, y valores disminuidos de HDL. Tanto la diabetes mellitus
como el sindrome metabdlico predisponen a la formacién de CL (Méndez-Sdnchez et al.,
2005; Ata et al., 2011). La resistencia a la insulina predispone a la formacién de CL, lo que
sugiere una alteracién del metabolismo del colesterol y de las sales biliares. A nivel
molecular, los acidos biliares regulan la gluconeogénesis, la sintesis de glucégeno y la

sensibilidad de la insulina a través de la expresién del gen del receptor X farsenoide (FXR). El
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citocromo CYP7A1 estd regulado negativamente por el gen FXR. En los pacientes de diabetes
se ha visto una alteracion de la expresidon de este gen. Se ha observado que la glucosa
aumenta la expresién del gen FXR, mientras que la insulina la disminuye (Duran-Sandoval et

al., 2004).

La cirrosis hepdtica es otro de los factores de riesgo bien establecidos para la
formacidn de calculos biliares, con una prevalencia del 25-30%. Normalmente son litiasis de
pigmentos negros, y se deben fundamentalmente a la alteracion de la secrecidon de
pigmentos biliares, al enlentecimiento de la motilidad de la vesicula biliar y a un aumento de

los niveles de estrégenos en estos pacientes (Acalovschi et al., 1988).

Las enfermedades del ileon son un factor reconocido para el desarrollo de calculos
biliares. La enfermedad de Crohn es la enfermedad sistémica que mas frecuentemente
afecta al ileon. Estos pacientes tienen un riesgo dos-tres veces mayor de colelitiasis que la
poblacidn general, debido a una malabsorcién de acidos biliares en intestino delgado y a que
genera una bilis saturada en colesterol. La fibrosis quistica, al igual que la enfermedad de
Crohn, predispone a la formacién de calculos debido a una malabsorcion de acidos biliares

(Lapidus et al., 2006).

En otras enfermedades como la anemia falciforme, la hemodlisis crénica que se
produce origina un exceso de excrecion de bilirrubina con formacidn de litiasis de pigmentos
negros, compuestos por bilirrubinato calcico. Estudios recientes han demostrado la
asociacion del polimorfismo del gen UGT1A1 en la génesis de litiasis biliar en esta patologia

(Ebert et al., 2010; Chaouch et al., 2013).

Recientemente se estdn realizando estudios donde se ha observado la implicacion de
la infeccidn por Helicobacter Pylori (HP) en el desarrollo de colelitiasis. Monstein et al (2002)
han demostrado la presencia de ADN de esta bacteria en la litiasis biliar por colesterol. Se ha
visto que el HP incrementa la precipitacion de colesterol, asi como que la ureasa induce la
precipitaciéon de calcio, lo que estaria implicado en la formacidn inicial de LB en dichos
pacientes, aunque se requieren mads estudios que expliquen la patogénesis de esta

asociacion (Attaallah et al., 2013).
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Dentro de los factores de riego de la litiasis biliar destacan los factores genéticos y
por consiguiente la etnia, que al constituir la piedra angular de nuestro trabajo, pasaremos a

describirlo en un apartado diferenciado.

I.5.ETNIA Y VARIABILIDAD GENETICA EN LA LITIASIS BILIAR

La litiasis biliar, por la magnitud de su prevalencia, es un problema de salud publica
por lo que resulta primordial conocer sus relaciones causales, lo que implica el andlisis de
algunos polimorfismos genéticos que puedan estar vinculados con el riesgo de desarrollo de

esta enfermedad.

Existe una elevada prevalencia de litiasis biliar en familiares de primer grado de
pacientes que ha sido objeto de estudio en los Ultimos anos. Se ha observado que la litiasis
biliar por colesterol es tres veces mas frecuente en familiares de afectos comparado con
sujetos sin historia familiar. De esta forma, Sarin et al (1995) estudiaron 330 familiares de
primer grado de 150 pacientes de colelitiasis, encontrando una incidencia de litiasis biliar 4-5
veces mayor en comparacion con los controles. Posteriormente, se han realizado estudios
similares que sugieren de forma clara que existe una fuerte predisposicion familiar en la

formacidn de litiasis biliar.

Los estudios realizados en gemelos han permitido comenzar a conocer la
epidemiologia genética y han servido para diseccionar la compleja genética de esta patologia
mediante el andlisis de la interaccion de genotipos y fenotipos con la enfermedad. La
evidencia mas concluyente de la asociacion factores genéticos-colelitiasis sintomatica vino
muy importantemente de la mano del estudio sueco de Katsika et al (2005) en 43141 pares
de gemelos. Las tasas de concordancia fueron mayores en monozigotos que en dizigotos,
calculandose que los factores genéticos contaban un 24% para la variacion fenotipica. Una
heredabilidad similar (24%) de colelitiasis sintomatica se vio en otro estudio en 358 familias

en USA (Nakeeb et al, 2002). En general, se sugiere que la susceptibilidad a la colelitiasis
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incluye la combinacion de factores ambientales y genes litogénicos. En el estudio sueco el
principal factor extragenético resultd ser el indice de masa corporal, que explicod parte del

13% de la influencia total de los factores ambientales.

Asimismo, la frecuencia de los polimorfismos genéticos varia ampliamente entre los
diferentes grupos étnicos, siendo la etnia uno de los mas importantes factores que
contribuyen a la variabilidad interindividual en la respuesta a los farmacos y otros
xenobidticos, asi como de la relacion entre genética y enfermedad. Las diferencias genéticas
en el metabolismo y/o transporte afectan a la disposicion de los farmacos, xenobidticos y
componentes enddgenos, entre los que se cuenta el colesterol. EI conocimiento de las
diferencias interétnicas en las frecuencias alélicas tiene importancia para determinar

variaciones en la respuesta a los farmacos, asi como la prevalencia de diversas patologias.

Diversas regiones génicas muestran asociacion con la patologia colelitiasica. En la
poblacién mejicana-americana se ha demostrado un factor de heredabilidad de Ia
enfermedad que alcanza el 30%, demostrandose una fuerte asociacion con el locus 1p36.21

gen Lith (Puppala et al., 2006).

Existe una gran variabilidad de datos epidemioldgicos de la litiasis biliar en diferentes
poblaciones. Ademads, esta afeccidn ha incrementado su presencia en paises en vias de
desarrollo en la ultimas décadas, situandose actualmente en un 25-30% de la poblacion
hispanica en América Central y Sudamérica (Miquel et al, 1998). Cabe mencion especial a
esta poblacién, ya que los estudios epidemioldgicos han demostrado que presentan la
prevalencia mas alta y en algunos paises de Sudamérica la enfermedad esta alcanzando
proporciones epidémicas (Carey and Paigen, 2002; Nervi et al., 2003). Asi, por ejemplo, el
primer estudio que analizé estos datos en la poblacién amerindia, concretamente en los
indios Pima, constatd tasas de prevalencia del 70-80% en las mujeres jévenes (entre 25-35
afios) y un 50 % en los hombres mayores de 50 afios (Sampliner, 1970). Posteriormente,
Everhart et al, (2002) mostraron que esta alta prevalencia no sélo se daba en los indios Pima,
sino que estaba ampliamente distribuida entre los indios de Norteamérica, y ademas que ya
se presentaba en la poblacion Amerindia pre-colombina, sugiriendo que dicha enfermedad
podria ser frecuente en dichas poblaciones previo a la conquista de América. De esta formay

pese a que los estudios poblacionales sistemdticos son escasos, los datos disponibles
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sugieren que esta alta prevalencia era compartida, probablemente, por todos las

poblaciones nativas de las Américas.

En otras poblaciones, por ejemplo EEUU, los calculos biliares afectan al 10% de la
poblacion (30 millones de personas) y cada afio son colecistectomizadas 750.000 personas.
En Méjico, la prevalencia global de litiasis biliar es del 14.3%, ligeramente mayor a la
observada en paises industrializados como Japén y EEUU (Ménedez-Sdanchez et al., 1993). En
los paises anglosajones, la litiasis vesicular es menos frecuente que en paises como Chile,
Bolivia, Méjico o algunas areas de Japdn, donde puede llegar a ser del 30% en la poblacién
adulta (Everhart et al., 2002; Lammert and Sauerbruch, 2005), mientras que en India y China
las prevalencias registradas han sido menores del 7.4 % y 5.1%, respectivamente (Khuroo et

al., 1989).

Un factor llamativo a considerar es que la litiasis biliar ya estaba presente en los
amerindios precolombinos en Peru y Chile, lo que sugiere que este rasgo fue comun en las
poblaciones amerindias, incluso antes de la conquista de hace 500 afios. Hay muy pocos
estudios acerca de la prevalencia de este rasgo en Centro y Sudamérica (Duggirala et al.,

1999; Everhart et al., 2002).

Como podemos observar en los estudios epidemioldgicos disponibles, existe una gran
variabilidad interpoblacional en la prevalencia de la litiasis biliar, lo que se explica en base a
diferencias interétnicas, que a su vez reflejan caracteristicas genéticas, y a la impronta de
continuadas influencias ambientales distintas. Todo esto sugiere, a su vez, que puede haber
“genes litogénicos” especificos que estén ampliamente distribuidos en las poblaciones
americanas que han podido ser trasferidos a la poblacién mestiza contempordnea
(descendientes de espafioles u otros europeos y amerindios). Sin embargo, no hay estudios

sistematicos sobre la predisposicion genética en poblaciones con componente amerindio.

Como hemos descrito anteriormente, la fisiopatologia de la litiasis biliar es
poligénica, siendo los mecanismos fundamentales: el disbalance en la secrecién de
colesterol (Wang et al., 2013), las reacciones inflamatorias del epitelio vesicular (Maurer,
2009), la produccidon de mucina (Chuang et al., 2012) y las alteraciones de la motilidad de la

vesicula biliar (Lavoie et al.,2012).
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El principal mecanismo por el que se forman los cdlculos biliares es el producido por
una alteracién en la homeostasis del colesterol. Existen varios fenotipos derivados de genes
que son los responsables de las variaciones de las diferentes lipoproteinas y que, a su vez,
afectan a la cantidad de colesterol disponible en la vesicula. El colesterol de la bilis proviene
principalmente del colesterol preformado que circula en el plasma y se une a diferentes
apolipoproteinas; las moléculas transportadoras de colesterol como Apo E y Apo B controlan
la disponibilidad de colesterol para la secrecidén biliar, aunque los estudios disponibles

arrojan datos controvertidos sobre su asociacion con la colelitiasis (Mella et al., 2007).

Una de las causas mds importantes de sobresaturacién de colesterol en la vesicula
biliar consiste en el incremento de la secreciéon de colesterol a la bilis, asi como una
disminucion de sales biliares y fosfolipidos que podria estar causada por una disfuncidn,
tanto de los trasportadores hepatocanaliculares de los lipidos biliares como de enzimas de

glucuronizacidn que influyen en las concentraciones de solutos en la bilis.

Mas del 90% de los calculos biliares estan constituidos por colesterol y se forman en
la vesicula biliar. La sobresaturacién de colesterol en la bilis es el prerrequisito mas relevante
para la formacién de las piedras. La bilis contiene agua (90% del peso) y tres tipos de lipidos:
colesterol, fosfolipidos y sales biliares. Para cada uno de estos compuestos hay proteinas
transportadoras especificas del grupo ATP “binding-cassette” que se expresan en el dominio
canalicular de la membrana de los hepatocitos: El ABCB4 que en el ser humano se denomina
también MDR3 y que transporta fosfolipidos del interior al exterior de la membrana, el
ABCB11 o bomba de salida de sales biliares y el transportador ABCG5 y ABCGS8 de colesterol
gue forman heterodimeros (Maurer et al., 2009). La formacion de cdlculos también puede
verse aumentada por disminuida motilidad vesicular y por otros factores proteicos como la

mucina y posiblemente por el Helicobacter Pylori (Marschall et al., 2010).

Se han identificado un amplio nimero de genes candidatos como litogénicos en
estudios en ratones (Lyons and Wittenburg, 2006), todos relacionados con la regulacion de la
sintesis, captacion y excrecidn de los lipidos hepatobiliares (Figura 2). Entre ellos, los genes
que codifican para el transportador hepatocanalicular ABCG5/8. Este heterodimero participa
en el transporte de colesterol, entre otros esteroles, desde los enterocitos y hepatocitos al

intestino y la bilis, respectivamente; por lo tanto, participan en el mantenimiento de niveles
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bajos de colesterol plasmatico y aumento en la excreciéon de colesterol a nivel biliar. La
disrupcién del gen ABCG5/8 en el ratén da lugar a un aumento de la absorcién de esteroles
de plantas de la dieta, lo que se asocia con aumento de sitosterol en plasma y muy baja
concentracion de colesterol en bilis en comparacion con el wild-type control y lo contrario
ocurre con la sobreexpresiéon del transportador ABCG5/G8, que incrementa el contenido de
colesterol en la bilis (Yu et al., 2002). El receptor hepatico X (LXR) codificado por NR1H3 es
activado por oxiesteroles, y el heterodimero LXR/RXR induce la expresion de ABCG5/G8 vy,
consecuentemente, incrementa la secrecion de colesterol hacia la bilis (Kalaany and

Mangelsdorf, 2006).

En el ser humano, un analisis de genoma amplio (GWAS) en familias mejicanas
identifico un locus de susceptibilidad a calculos biliares en el cromosoma 10 1p10, y también
en cromosomas 2p, 3q, 4p, 9p, 10p y 169 solapandose con el locus LITH. (Puppala et al.,
2006). Otro estudio del mismo tipo de asociacion en pacientes de colelitiasis de Alemania y
Chile (Buch et al., 2007) identificd la variante D19H del gen ABCGS8, localizado en el
cromosoma 2, como un factor de susceptibilidad para la enfermedad colelitidsica. También
esa variante fue hallada como factor de susceptibilidad en otros estudios, como el realizado
en pacientes alemanes y rumanos (Grunhage et al., 2007). La misma variante alélica D19H se
confirmd como de susceptibilidad a colelitiasis sintomatica en China (Kuo et al., 2008). Mas
recientemente, Katsika et al (2010) confirmaron al D19H como factor de riesgo en gemelos
suecos para el desarrollo de colelitiasis y también hallaron una tendencia para la asociacion

significativa (p=0.052) de la variante Q604E del gen ABCG5.

En portadores europeos y americanos de la variante rs11887534 (D19H) se observé
una reducida absorcidn intestinal de colesterol y una sintesis hepatica de colesterol
aumentada, dando lugar a un colesterol total y HDL mads bajos (Gylling et al., 2004). También
se han encontrado niveles mas bajos de colesterol y triglicéridos en otro estudio en
caucasicos con esa variante alélica (Marschall et al., 2010). Consistente con esto, los
portadores de la variante rs11887534 (D19H) presentaron, junto a la regulacién al alta de la
sintesis de colesterol, una mejor respuesta a estatinas con mayores reducciones del HDL-
colesterol (Kajinami et al., 2004). En pacientes chinos no obesos, la expresién ABCG5/G8 en
el higado incrementd significativamente y se correlacioné con el porcentaje de colesterol

biliar y con el indice de saturacién del colesterol (Jiang et al., 2008). Asi, tomados
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conjuntamente esos datos, se deduce que la variante rs11887534 (D19H) incrementa el
transporte de colesterol hacia la bilis a través del transportador ABCG5/G8 vy, en
consecuencia, origina una sobresaturacién del colesterol en la bilis. Srivastava et al (2010)
observaron el mismo efecto de susceptibilidad en la poblaciéon del norte de la India. Sin
embargo, en otro estudio en pacientes chinos no obesos se vio una asociacion significativa
entre el polimorfismo rs11887534 (D19H) y niveles elevados de colesterol total y HDL (Chen
et al., 2008), lo que podria atribuirse a diferente bagaje étnico y distinto habitos dietéticos.
En otro estudio de cohortes en la poblacion general danesa (Stender et al., 2011) se ha
observado una asociacidn significativa entre el genotipo rs11887534 (D19H) y colelitiasis y

también con el cancer de vias biliares.

En la actualidad, el polimorfismo rs11887534 (D19H) es el foco en el estudio en la
asociacion de la litiasis biliar con la dislipemia y el infarto de miocardio (Stender et al., 2014).
Se ha demostrado que esta variante disminuye los niveles de colesterol LDL en plasma y
consecuentemente protegeria frente al infarto de miocardio. Este enlace entre el colesterol
plasmatico y biliar es importante porque los farmacos que disminuyen los niveles de
colesterol plasmatico (estatinas, ezetimibe, y fibratos) podrian producir el efecto contrario
sobre el colesterol biliar, lo cual dependeria de la excrecién de colesterol biliar a través del
transportador ABCG5/8 y, como consecuencia, dichos farmacos podrian modular el riesgo de

colelitiasis.

Otro de los genes litogénicos ampliamente estudiados es el del receptor X farsenoide
(FRX), también conocido como NR1H4 (Nuclear receptor subfamilia 1, grupo H, miembro 4),
un receptor nuclear de hormonas con una actividad similar a la que poseen otros receptores
de esteroides como el estrogénico o el de la progesterona, pero mas similar aun a la
actividad de receptores como el receptor X hepatico (LXR). El receptor farnesoide es
activado por los acidos biliares, reduce la sintesis de los mismos y promueve su secrecidon
(Kullak-Ublick et al., 2004). El FXR regula la expresion de los genes ABCD4 y ABCD11 y regula
la sintesis de acidos biliares hepaticos, lo que a su vez impacta en numeroso genes que

regulan la compleja homeostasis del colesterol, triglicéridos y glucosa (Lefebvre et al., 2009).

Existen estudios con animales que muestran que la activacion del receptor reduce la

litiasis biliar causada por concentraciones elevadas de acidos biliares (Moschetta A, 2004).
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Los estudios realizados sobre cohortes de diferentes poblaciones indican que la
sobreexpresion del gen del FXR, podria contribuir en parte a producir una bilis litogénica,
disminuyendo la degradacién del colesterol en la bilis y consecuentemente produciendo su
sobresaturacidon. Esta conclusidon viene refundada por la disminuciéon de la secrecidn de

colesterol y fosfolipidos cuando se compara con controles sanos (Kovacs, 2008).

La superfamilia de enzimas uridinadifosfato-glucuroniltransferasas (UGT) son unas
proteinas responsables de la conjugacion de sustancias enddgenas y xenobidticos que las
convierte en hidrosolubles y por tanto excretables por orina o bilis. Existen cuatro familias:
UGTI1A, UGT2, UGT3 y UGT8. UGT2 se divide en otras dos subfamilias, UGT2A y UGT2B,
presentes en el cromosoma 4 (Barbarino et al., 2014). La familia UGT1A1 estd localizada en
cromosoma 2g37. Estas enzimas glucuronizan gran variedad de compuestos, incluyendo
gran variedad de farmacos, lo que les otorga a las enzimas un interés notable en

investigacion (http.//pharmgkb.org/gene/PA420). El gen UGT1A capacita la transcripcion de

nueve enzimas: UGT1A1y UGT1A3 hasta UGT1A10 (Gong et al., 2001).

Uno de los transcritos codificados por el locus UGT1A es UGT1A1 que se expresa en
higado asi como en el colon, intestino y estomago (Barbarino et al, 2014). Una de sus
funciones principales es el metabolismo de bilirrubina en higado, el producto hidrofébico del
catabolismo del grupo hemo, sin que existan otras enzimas capaces de realizar esta funcion
ni tampoco vias alternativas para la detoxificacidn de la bilirrubina (Schauer et al., 2003). Asi,
los pacientes con enfermedad de Crigler-Najjar tipo 1 son modelo de este concepto; son
homo o heterozigotos para variante de la enzima inactiva y son incapaces de eliminar

bilirrubina al no tener lugar la conjugacion con glucurénico (Servedio et al., 2005).

Existen 113 diferentes variantes del gen. Esas variantes confieren actividad reducida
o aumentada y también fenotipo inactivo o normal. (http://www.pharmacogenomics.

pha.ulaval.ca/cms/ugt_alleles).

Diferentes variantes alélicas estan relacionadas con enfermedad. Asi, los
homozigotos o heterozigotos del alelo UGT1A1 inactivo presentan una completa ausencia de
conjugacién de la bilirrubina dando lugar a la enfermedad de Crigler-Najjar tipo I. La
hiperbilirrubinemia produce kernicterus con dafo neuroldgico irreversible, severa

discapacidad o muerte (Schauer at al., 2003). En el tipo Il de esta enfermedad existe una
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actividad residual de la enzima confiriendo un fenotipo moderado que puede ser tratado con

fenobarbital para inducir la enzima.

La enfermedad de Gilbert es una alteracién mas moderada de hiperbilirrubinemia no
conjugada, como consecuencia de una diminucion parcial de la actividad de la enzima
UGT1A1 (Kadakol et al., 2000), siendo la variante alélica UGT1A1*28 (rs8175347) la mas
prevalente a nivel mundial (Beutler et al., 1998). Los estados de enfermedad, ayuno y estrés
pueden precipitar un aumento de bilirrubina en estos pacientes manifestdndose
clinicamente como ictericia y, ocasionalmente, dolor abdominal, que tipicamente se
resuelven espontdaneamente, considerandose esta enfermedad benigna y sin relevancia
clinica (Bosma et al., 1995), si bien, la disminucién de la actividad de la enzima podria llegar

a tener relevancia en el contexto de toxicidad farmacoldgica.

Los datos registrados por GWAS sobre la litiasis biliar han identificado a la variante
polimérfica de la UGT1A1 como gen candidato a la formacion de litiasis (Johnson et al.,
2009). Otros estudios realizados en diferentes poblaciones han confirmado esta asociacién
(Buch S, 2010; Marschall et al.,, 2013). De este modo, se ha demostrado que la adicién de
dos bases extra (TA) a la regién normal A(TA)sTAA en el promotor y la variante A(TA);/TA;,
asociada a hiperbilirrubinemia en el sindrome de Gilbert (variante UGT1A1*28) se considera
un factor de riesgo importante para colelitiasis y recurrencia de esta enfermedad (Marschall
et al., 2013). Asimismo, se han encontrado diferencias interétnicas de esta variante. Asi, en
la poblacién chilena con componente amerindio dicha variante del sindrome de Gilbert,

podria explicar hasta el 30 % de riesgo genético de la litiasis biliar (Méndez et al., 2013).

Una captacién disminuida de acidos biliares puede tener importancia patogénica. La
variante A105G del gen SCL10A2 que codifica para el transportador apical sodio-
dependiente de acidos biliares (ASBT) se ha identificado como factor de riesgo para la
enfermedad colelitidsica y con especial relevancia el alelo menor rs95414089 (Renner et al.,
2009). Este trasportador juega un papel importante en la cantidad de acidos biliares
circulantes, y por tanto en la homeostasis del colesterol. El gen SLC10A2 codifica para la
proteina trasportadora de sales biliares del colangiocito cuya expresion se vio disminuida en
un estudio experimental en ratones a lo que se le aportaba una dieta litogénica y que a su

vez estaba mediada por la absorcion intestinal de acidos biliares (Dawson et al., 2003; Liu et
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al., 2008). La proteina codificada por este gen esta regulada por cambios en la expresion
génica en respuesta a la concentracidn de sales biliares y citocinas inflamatorias y a su vez su
vez también se encuentra regulada a nivel del colangiocito por la hormona secretina (Alpini

et al., 2005).

Otro gen implicado en la regulacién de los niveles de bilirrubina es el gen SLCO1B1
gue codifica para una proteina de membrana trasportadora de aniones orgdnicos
independiente de sodio (OATP1B1). Esta proteina se expresa de forma predominante en la
membrana basolateral del hepatocito y permite la translocacion de un amplio grupo de
compuestos, como los acidos biliares, las hormonas tiroideas, xenobidticos, asi como la
distribucién de diversos farmacos (Oshiro et al., 2010). Se ha descrito el importante papel de
esta proteina en el trasporte intrahepdatico de muchos farmacos, entre los que destacan los
inhibidores de la HMG acetil-Coa reductasa (Mangravite and Krauss, 2007), lo que confiere

una gran relevancia al SLCO1B1 en farmacogenética.

Por otra parte, esta proteina es la responsable del transporte de las sales biliares que
provienen de la circulacion enterohepatica; por lo tanto, las variaciones en esta proteina
podrian disminuir la concentracion de sales biliares, aumentando el riesgo de litiasis biliar.
Un estudio reciente ha asociado la variante p155T (rs11045819) con aumento del riesgo de

litiasis biliar (Srivastava, 2011).
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Figura 2. Claves moleculares en la formacién de coleitiasis. Proteinas encargadas del trasporte de colesterol a
través de la membrana del hepatocito (ABCG5/8) y su regulacién por otros trasnportadores de lipidos biliares.
biliaresreguladores del transporte. La absorcidn intestinal de colesteroly la fisiopatologia de la vesicula biliar
(MUC, CCC,) junto con otras moléculas descritas en nuestro estudio, futuras dianas terapéuticas en la prevencion

de la formacidn de litiasis biliar. (Tomado de Castro-Torres and Martin-Vazquez, 2015)

1.6.LA POBLACION AMERICANA DE ECUADOR

1.6.1. TEORIAS SOBRE EL POBLAMIENTO DE AMERICA.

A través de los afos se han postulado diferentes teorias sobre el poblamiento de
América, entre las que destacan la teoria del poblamiento tardio y la del poblamiento

temprano.

La teoria clasica, teoria del poblamiento tardio o teoria Clovis, sostiene que hace
aproximadamente 13.000 afios, un pequeiio grupo de seres humanos némadas procedentes
de Siberia habia llegado al continente americano por el Estrecho de Bering en Alaska durante
la era de hielo y que posteriormente migraron hacia el sur a través de valle del rio Mackenzie

, en la zona oeste de la actual Canad3, a medida que el glaciar retrocedia para constituir la
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cultura Clovis, de la cual a su vez descienden todas las demas culturas americanas (Michael

etal., 2007).

El término Clovis proviene de la localidad de Clovis en Nuevo Méjico (USA), proxima
al lugar donde se encontraron por primera vez las piezas caracteristicas de su cultura La
cultura Clovis fue considerada a mediados del siglo XX como la mas antigua cultura indigena
de América con una antigliedad de 13.500 afios. En 1932, el examen de una excavacién
confirmaba un asentamiento indigena que existié durante el Pleistoceno, datado entre el
9.050 y el 8800 a.C. Asimismo, se han identificado yacimientos Clovis en Meéjico y

Centroamérica (Waters et al., 2007).

Entre los argumentos que constituyen la base del poblamiento tardio se cuentan: que
la fecha mas antigua de la Cultura Clovis es del 13.000 a 11.050 a.C. probado de forma
rigurosa la existencia de otros hallazgos arqueoldgicos que contengan presencia humana
anterior a Clovis, siendo éste el argumento mads importante; otro argumento seria la
intransitabilidad del corredor de Mackenzie hasta hace por lo menos 14.000 afios al ser
intransitable por estar cubierto totalmente por glaciares; asimismo, la muy escasa cantidad
de huesos humanos que se atribuyen al periodo pre-Clovis hace que sea dificil asumir la

existencia de seres cualquier cultura anterior.

En cuanto al origen de la ola migratoria Clovis, actualmente se acepta de forma
unanime que el lugar de origen es Asia, apoyandose principalmente en las semejanzas
antroposomaticas entre el hombre asiatico y el amerindio: cabellos lacios y oscuros, ojos con
pliegue mongdlico, pdmulos anchos y salientes, dientes en forma de pala, escasa pilosidad
en la cara y otras semejanzas, tales como la “mancha mongélica”, pigmentacién verdosa
congénita que presentan los indigenas y asiaticos al nacer y que desaparece a lo largo de los

anos (Novick et al., 2006).

Pese a que los estudios genéticos apoyan la idea de que los primeros inmigrantes
procedian de Asia, no existe consenso cobre su origen geografico preciso, siendo la
poblacidn de Siberia fue la primera poblacion que se estudid, debido al paso obligatorio por

esta regidn en su migracion hacia Ameérica.
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El hecho de que las poblaciones de las montafias de Altai en Mongolia y del sureste
de Siberia posean los cuatro linajes mitocondriales A, B, C y D, nombrados en 1992, ha
focalizado la atencidén hacia este enclave como origen de las migraciones hacia América
(Derenko et al., 2003). Ademas el estudio de los polimorfismos en el cromosoma Y muestra
la existencia de halogrupos especificos de nativos americanos en individuos del sur de Altai

(Zegura et al., 2004).

Por su parte, la poblacion china estd muy cerca genéticamente a los nativos
americanos. La secuencia ALU de chinos, estd mas proxima a los grupos de Norteamérica
que a los de Centroamérica y Sudamérica, por lo que se postula que se debiera a un
aislamiento corto de las poblaciones de Norteamérica tras una primera ola migratoria
(Novick et al., 1998). Se han encontrado, asimismo, fuertes afinidades genéticas entre
nativos americanos y asidticos del nordeste, que son los que se corresponden con los alelos
HLA y sus haplotipos. Asi la poblacion Aniu del norte de Japdn, posee un patrén HLA
intermedio entre los nativos americanos y la mayor parte de las poblaciones del nordeste de

Asia.

Las poblaciones de Asia y Siberia también poseen los cuatro grupos de haplotipos
mitocondriales predominantes A, B, Cy D que se encuentran en los indigenas americanos. La
antigliedad de las variantes americanas de los haplotipos A, B, Cy D se estiman entre 35.000
y 20.000 afios antes del presente. Para el haplotipo B las cifras son menores por lo que se

postula la hipdtesis de migraciones diferenciadas (Forster et al., 1996).

De este modo, la distribucion de los cuatro haplotipos mitocondriales en América no
es uniforme. En Araucania y Patagonia: predominio del haplotipo D seguido del C; en Andes:
predominio del haplotipo B, seguido del D y el A (destacando Bolivia seguida de Peru, el
note de Chile, el Ecuador y la regidn pacifica precolombina); Este de Sudamérica: aqui los
cuatro subgrupos se hayan dispersos sin que ninguno de ellos sobresalga claramente;
Mesoamérica y Centroamérica: predominio marcado del haplotipo A, seguido del B; Arido
ameérica: que corresponde al norte de México y suroeste de los EEUU, prevaleciendo el
haplotipo B; Amerindio del norte: el haplotipo A es el mayoritario en Norteamérica y Canada

(Schurr, 2012).



26

En 1998 se descubrid el quinto linaje mitocondrial, el haplogrupo X, que presenta una
distribucién filogeografica diferente. El haplotipo X es tipico de Eurasia Occidental,
encontrandose en Europa en bajas frecuencias y circunscribiéndose en el Nuevo Mundo sélo
a Norteamérica (Smith et al., 1999). La separacion de la variante X americana se produjo en
el Paleolitico y no parece proceder de ninguna de las variantes europeas conocidas, sino que

se relaciona con una variante conocida proveniente de Iran (Brown et al, 1998).

La migracidn, la seleccién y la deriva genética, pueden alterar la distribucién de
haplotipos. Aun asi, la poblacién mongoloide comparte un elevado porcentaje de haplotipos
con los nativos americanos, lo que sugiere fuertemente que esta poblacion podria ser el

origen de la poblacion fundadora de América (Merriwether et al., 1996).

Esta teoria de poblamiento temprano ha sido cuestionada en los ultimos afios por
cientificos provenientes de diversas areas (arquedlogos, genetistas, linglistas, etc) y por la
aparicion de ciertas evidencias arqueoldgicas, lo cual ha generado un sonoro debate
internacional sobre este asunto. Estas nuevas teorias sostienen una mayor antigliedad vy
otras rutas alternativas para el primer ingreso de las poblaciones en América, lo que
conforma la teoria del poblamiento temprano o pre-clovis, anterior a estas fechas (Fagundes

etal., 2008).

La teoria del poblamiento temprano parece probada actualmente por muy diversos
datos empiricos y significa un cuestionamiento definitivo, tanto a la hipétesis de la migracion
unica fundadora de los pueblos amerindios, como a la idea segun la cual la entrada de

poblaciones humanas al continente se produjo Unicamente después del afio 14.000 a.C.

Esta teoria trata de contestar a una importante pregunta: si las migraciones
paleoamericanas fueron todas a través del paso de Béring, éicdmo es posible que los
asentamientos del sur sean mas antiguos que los del norte?. Para dar respuesta a esta
pregunta, actualmente, se estd trabajando en una posible migracidn circunpacifica norte-sur,
formulada por Bryan (1978) y Fladmark (1979) que aclararia por qué los mayores fechados
en el Sur son tan antiguos, rechazando la teoria Clovis primero aunque no se opondria a la

direccion mayoritariamente aceptada acerca de la entrada de Clovis por el puente de Béring.
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De acuerdo a esta teoria, América fue poblada por pobladores de Oceania, como
malenesios y polinesios que habrian llegado por rutas transpacificas y ademds por
poblaciones asiaticas ya descritas anteriormente. Los argumentos que avalan estas teorias
son: antropomeétricos (semejanza dsea y sanguinea con antiguos cazadores que habitaron
Brasil), etnograficos (las tribus de Malasia amazdnicas comparten costumbres y rituales,
como por ejemplo, la caceria de cabezas trofeo y la mutilacién de las falanges en seial de
duelo), culturales (uso de puentes colgantes, tambores de madera, etc) y linglisticos
semejanza de vocablos malanésicos con los de los indios Hoka de Norteamérica (Hubbe et al

., 2010).

Otras teorias incluyen la que postula una procedencia polinésica (Rivet,1943) segun la
cual, los maories habrian cruzado el Pacifico llegando a la costa oeste de Sudamérica. Esto se
sustenta en semejanzas linglisticas y culturales de la cultura maori y quechua de Peru. Sin
embargo, estas teorias estan siendo cuestionadas ya que esta semejanza cultural podria

deberse a viajes realizados por navegantes peruanos en la época pre-hispanica.

Existe también la teoria de una migracién Australiana a través de la Antdrtida,
continente que podria haber sido atravesado cuando gozaba de un clima 6ptimo en el
Holoceno. Entre las semejanzas que apoyan esta hipdtesis se encontrarian los grupos
sanguineos, las formas craneales, la resistencia al frio y el uso de instrumentos musicales

similares (Bryan, 1978; Neves and Hubbe, 2005).

Los primeros paleoamericanos podrian haber salido también de puntos como las islas
Aleutianas o mas al sur como de la peninsula de Kamchatka, durante la transicién
pleistoceno-holocénica; habrian llegado al continente aprovechando accidentes naturales
libres de barreras de hielo como la cuenca de Meéjico, lo que explicaria restos

paleoamericanos datados antes de 12.000 afos (Guzman, 2000).

Desde hace muchos afos que antropdlogos, arquedlogos y genetistas debaten sobre
el origen de los pueblos de América y las de estas conexiones. Una de las cuestiones
principales corresponde a si esta colonizacién ocurrié por una Unica oleada migratoria o por
varias oleadas migratorias desde Siberia. Ademas esta sin aclarar el patron de dispersién a
través de las Américas. Para responder etas preguntas se ha realizado un estudio reciente

gue incluye el genotipado de grupos de nativos americanos y siberianos, demostrando que
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los nativos americanos descienden de al menos tres oleadas de migracién desde Asia, si
bien, la mayoria desciende de una Unica poblacién ancestral llamada “el Primer Americano”,
sin embargo, los eskimo-aleutianos y los Na-Dene de Canada provienen de una segunda y
tercera oleada migratorias. Este estudio muestra que el poblamiento inicial siguid una
expansion hacia el sur facilitado por la costa, especialmente en Sudamérica. La mayor
excepcion corresponde a los Chibchas a los dos lados del istmo de Panamd, cuyos ancestros
provienen tanto de Norteamérica como de Sudamérica. Sin embargo estos datos

permanezcan abiertos a investigaciones futuras (Reich et al, 2012; Raghavan et al, 2015).

1.6.2. POBLACION DE ECUADOR

Ecuador es un pais situado en el noroeste de América del Sur. Limita al norte con
Colombia, al sur y este con Peru y al oeste con el océano Pacifico. Tiene una extensiéon de
256.370 km2 y una poblacién de acuerdo con los datos de 2014 de 15.900.000 personas con
la mas alta densidad poblacional de América del Sur (62 habitantes por km2).
Aproximadamente el 75% de la poblacion reside en los centros urbanos, mientras que el
resto habita en el medio rural; con mas de cinco millones y medio que viven en la Sierra. En
la costa del Pacifico son aproximadamente 7 millones, mientras que en la Amazonia hay

alrededor de 600 mil habitantes y en Galapagos cerca de 17mil.

La poblacidn es étnicamente muy diversa, siendo los grupos mas numerosos: el
mestizo (55%) que es el mayoritario, con bagaje genético mezcla de europeos, sobre todo
espainoles, y amerindios originarios de Asia (y, probablemente de ancestros preclovis), el
nativo amerindio (22%), el blanco (descendientes de espafioles y otros paises europeos) 17%
y el mulato y afroamericano, que conforma el 3% del total de una poblacién, cuya mayoria
se ubica en la provincia de Esmeraldas y un pequefio porcentaje de otras etnias (3%)

(http://siteresources.worldbank.org/DATASTATISTICS /Resources/GDP_PPP.pdf)

Los primeros asentamientos humanos bien documentados en el territorio
ecuatoriano se remontan a 12.000 aiios a.C (El Inga, Chobshi, Cubilan, Las Vegas). El imperio
incaico conquistd la region a mediados del siglo XV, y la conquista espafola de este territorio

se inicid en 1534, siendo colonia espanola durante casi trescientos afios. La época
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independentista tuvo sus origenes en 1809. Después de la definitiva independencia del
dominio espafiol, parte del territorio se integré rapidamente en Colombia, mientras que el
territorio del litoral permanecid independiente hasta la anexién via militar por parte de
Simén Bolivar. En 1830 los territorios colombianos del sur se separaron y se creé la nacién

ecuatoriana (Claiborne, 1994).

Ecuador estd dividido en cuatro regiones geograficas: la Costa, que comprende poco
mas de la cuarta parte del pais; la Sierra, que se extiende en una doble hilera de montafas y
una estrecha meseta deshabitada como valle interandino, el oriente o regidon amazdnica, al
este de los Andes y la region Insular, que a parte de las diferencias geograficas, poseen
diferencias econdmicas y sociales, que condicionan el modus vivendi de los pueblos que
albergan. Tienen origenes muy diversos, algunos descienden de los espafoles como
producto de mestizaje con amerindios, tales como los cholos de la costa, los mestizos de la
sierra y los montubios. Otros descienden de los esclavos africanos traidos durante la
colonizacion, que escaparon de las costas Esmeraldas, lugar donde estaban cuando se abolioé
la esclavitud. Algunos descienden indirectamente de los incas, como los saraguros y los
quichuas que huyeron a la selva durante la conquista de América por los espafioles. La gran
mayoria de las etnias son originarias de Oriente, esto es amerindios (Gonzdlez-Andrade,

2006).

En las regiones continentales conviven 14 nacionalidades indigenas con tradiciones
diversas y su propia cosmovisidon. Las nacionalidades indigenas amazdnicas mas conocidas
son: Huaorani, Achuar, Shuar, Cofan, Siona-Secoya, Shiwiar y Zaparo. Los tageari, parientes
de los hourani, conforman otro pueblo de la zona pero éste fue declarado como “intangible”
por el Estado, en su voluntad de vivir alejados de la civilizacidon. En la sierra, estan los
guichuas con pueblos como los otavalos, salasacas, cafiaris y saraguros, En la parte norte se
encuentra la comunidad de los awa. En la costa del Pacifico estdn los chachis, cayapas,
tsachilas y huasncavilcas. En las ciudades y pueblos viven principalmente mestizos, blancos y

afroecuatorianos.

Los Mestizos son el grupo mas numeroso y representativo del pais y son
descendientes de espafioles (caucasicos) e indigenas nativos (amerindios). Este grupo

hibrido, existe desde hace 500 afios. Existen, a su vez, otros grupos menores, tales como los
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Mulatos, que provienen de una mezcla entre caucdsicos y negros, o los Zambos, una mezcla
entre amerindios y negros. La unién entre un conquistador y un amerindio tenia razones
politicas o religiosas como la dominacion de un territorio o la conversién al Catolicismo. Esto

explicaria la fuerte carga genética indigena que se observa dentro de la sociedad moderna.

Las poblaciones amerindias nativas de los Andes se han clasificado en dos grupos
segun el lenguaje que practican: los que hablas Quechua y los que hablan Aymara (Rodriguez
— Delfin et al., 2001). Quechua, con “e”, es el lenguaje que se habla hoy en dia por los
descendientes de los incas, especialmente en Peru y Bolivia (Gené M et al., 1998 y 2000). La
mayoria de los indigenas en Ecuador hablan Quichua que se trata de una variacién
antropoldgica del lenguaje, derivada de la mezcla inter-indigena después del periodo Inca y
comprenden una poblacién de aproximadamente 3.000.000 de habitantes (20% de la
poblacion ecuatoriana), representando el grupo mayoritario amerindio de Ecuador. La
mayoria viven en la region andina. Todos hablan espafiol como segundo idioma, impuesto

por la colonizacién.

Los Huaoranis amerindios son el ultimo pueblo nédmada de cazadores —recolectores
que existe en Ecuador. Son conocidos habitualmente como “aucas” o jibaros, pero han sido
popularizados por ser capaces de reducir cabezas, proceso denominado “tzanza”. Hablan el
“Huao Tiriro”, que segun estudios linglisticos han demostrado que no hay congéneres para
esta lengua. Viven en pequefios grupos aislados en la Amazonia ecuatoriana, algunos de
ellos a expensas de las compafias petroleras que deforestan y destruyen su entorno natural

y y
(Wray, 1999); otros individuos viven aislados sin ningliin contacto con el mundo occidental
como son los “Tagaeri”, los “Taromenane” y los “Ofiamenane” que viven dentro del

territorio legalizado.

La poblacion negra de Ecuador desciende de los esclavos africanos traidos desde la
costa atlantica de Africa a América. Posiblemente fueron traidos primero desde Guinea a
Colombia, y desde alli a Ecuador en barcos de esclavos alrededor del afio 1553, aifio donde se
registran los mayores cargamentos de esclavos. Hoy en dia viven en la zona andina, en el
valle de Chota y en la provincia de Esmeraldas en la costa ecuatoriana. Tienen una poblacién

de aproximadamente 500.000 individuos. Hablan espafiol y tienen una rica cultura de
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tradiciones afroamericanas. Viven de las actividades agricolas en las zonas rurales y en las

ciudades han ido asimilando la cultura urbana (Vasquez and Santos., 2003).

Durante la ultima década, Ecuador ha atravesado una grave crisis econdmica, la
misma que fue acentuada por el fendmeno de la “dolarizacidn”, que provocé que el Sucre se
devaluara a niveles nunca antes vistos, provocando su desaparicion y que el pais adoptara
como moneda vdlida al délar. En este contexto econémico, gran parte de la poblacién optd
por emigrar a Europa y EE.UU. Segun el Instituto Nacional de Estadistica (2015)
(http://www.ine.es/), a primeros de Enero de 2015 residian en Espafa 4,5 millones de
personas nacidas fuera de sus fronteras. Esto representa un 9,8% de una poblacién total
registrada de 46,5 millones de personas en Espafia. Todo ello refleja un aumento
extraordinario tanto del nimero como del porcentaje de inmigrantes a mediados de los afios
90, cuando su numero era de cerca de un milléon y su porcentaje rondaba un 2,5% de la
poblacidn total. Durante la Ultima década no sélo el numero sino también el origen de los
inmigrantes ha cambiado. Considerandolos paises de origen de la inmigracién vemos que en
1998 las cinco nacionalidades dominantes eran marroquies (190.497), franceses (143.023),
alemanes (115.395), britanicos (87.808) y argentinos (61.323). En 2015 esta lista ha
cambiado sustancialmente y se veia asi: rumanos (751.208), marroquies (749,274),
britdnicos (282.120), chinos (191.341) e italianos (179.129). La tasa de incremento de
algunas de estas nacionalidades ha sido extraordinariamente alta. Asi, por ejemplo, entre
1998 y 2015, se ha incrementado 36 veces, constituyendo Ecuador el primer pais americano

origen de la inmigracion hacia Espafia.

1.7. HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS

La litiasis biliar es una de las patologias del aparato digestivo mas prevalentes a nivel
mundial, siendo la principal causa de ingreso hospitalario en Gastroenterologia, con la

consiguiente morbilidad y consumo de recursos sanitarios.

Asimismo, es una enfermedad multifactorial, basada en una compleja interaccién de

factores ambientales y genéticos y cuya prevalencia presenta una gran variabilidad a nivel
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global. De esta forma, planteamos el presente estudio, que ahonda en otros realizados
previamente por este equipo de investigacién, sobre las diferencias interétnicas en

polimorfismos de genes que codifican para otras proteinas enzimaticas y transportadoras.

Se han realizado estudios sobre diferentes polimorfismos genéticos y su relaciéon con
la génesis de la litiasis biliar que son trascendentes ya que resulta necesario identificar tanto
las variantes comunes como las inusuales que puedan predisponer al riesgo de padecer

litiasis biliar.

Desde el punto de vista antropolégico, no existen razas diferentes, ya que la Unica
raza existente es la humana., es bien conocido que existe una gran variabilidad interétnica
que puede conducir a la presencia de diferentes polimorfismos genéticos que podrian
conferir mas riesgo a padecer determinadas patologias, como la que nos ocupa en nuestro

estudio: la litiasis biliar.

Debido a la elevada prevalencia de litiasis biliar en las poblaciones americanas
pensamos seria necesario estudiar estas poblaciones en cuanto a la prevalencia de los
llamados “genes litogénicos” o variantes alélicas asociadas a colelitiasis. En este punto, la
hipdtesis que nos planteamos fue que la frecuencia de algunos genes litogénicos podria ser
superior en la poblacion mestiza ecuatoriana que en la poblacion espafola lo que podria
explicar el dato aportado por la bibliografia de una mayor prevalencia de la enfermedad en

alguna poblacion latinoamericana.

La poblacidon espafiola constituye un mosaico no completamente homogéneo en su
bagaje genético, conformado por la mezcla de poblaciones que a lo largo de los afios han
caracterizado el perfil de los habitantes de la peninsula ibérica. A considerar
importantemente el mestizaje que ha supuesto la presencia y dominacion arabe durante
ocho siglos, que ha dado lugar a diferencias en las frecuencias de polimorfismos de multiples

genes entre los espafioles y otros caucasianos de otras zonas geograficas.

La eleccion de la poblacion mestiza de Ecuador obedece al hecho de que constituye la
poblacién inmigrante americana mas presente en Espafia adonde se ha dirigido por razones
socioecondmicas y socioculturales. Esta poblacidon se corresponde con una mezcla genética

biétnica entre caucasianos procedentes de Europa, y sobre todo de Espaia, y poblaciones
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amerindias (originarias de Asia), sin poder descartar la presencia de otros ancestros mas
antiguos. Ademas, esta poblacion, no ha sido objeto de estudio en cuanto a las variantes

alélicas que se plantean en este estudio.

El trabajo pensamos que permitiria ampliar el conocimiento de las variabilidades
interétnicas de los genes litogénicos estudiados y determinar si existen diferencias en las

frecuencias de los llamados “genes litogénicos” entre ambas poblaciones.

El conocimiento de las frecuencias de estos rasgos genéticos puede conducir,
ademas, a mejorar el manejo de estos pacientes en la practica clinica, ya que podria facilitar
el desarrollo de lineas de investigacion en nuevas dianas terapéuticas, y el desarrollo de
medidas preventivas especificas en los pacientes mas susceptibles al desarrollo de litiasis

biliar y sus complicaciones.

Teniendo en cuanta lo anterior, el presente trabajo se ha desarrollado para lograr los

siguientes objetivos:

1. Detectar, si existen, diferencias entre la poblacion espafiola del noreste de la Peninsula
Ibérica y otra poblacién mestiza de Ecuador en la prevalencia de las siguientes variantes
alélicas: rs9514089 (SCL10A2); rs4149056 y rs11045819 (SLCO1B1); rs11887534 (ABCGS);
rs3762108, rs56163822 y rs7138843 (NR1H4_1); rs4148323, rs8175347 y rs6742078
(UGT1A1).

2. Establecer la prevalencia del haplotipo NR1IH4_1 en las poblaciones espafiola y

ecuatoriana mestiza.

3. Comparar las frecuencias de las variantes alélicas determinadas en este trabajo con las de

otras poblaciones del resto del mundo que se hayan descrito previamente.
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Il. MATERIAL Y METODOS

1.1. MUESTRA

La poblacion del estudio estuvo constituida por un total de 579 individuos sanos y no
emparentados. De ellos, 282 fueron blancos caucasianos del Noreste de Espafia (Aragon)
(137 hombres y 145 mujeres) y 297 (147 hombres y 150 mujeres) fueron individuos mestizos
de Ecuador. Las medias (y rangos) de edad en afios de los participantes fueron 27.5 (18-48)
afios y 26.5 (18-52) afios para espafioles y ecuatorianos, respectivamente. Con esta muestra
se procedié al estudio de las variantes alélicas de NriH4, SCL10A2, ABCG8, UGT1A1l y
SLCO1B1.

Todos los participantes incluidos de Ecuador fueron Mestizos (descendientes de
europeos y amerindios). La naturaleza mestiza se establecié mediante observacién de los
rasgos morfoldgicos, autoidentificacién y genotipado con un panel de marcadores
informativos de ancestro. Para ello se utilizé el AIM (Power PlexR 16 system kit, Promega
Company. Madison. WI. USA). Los individuos fueron seleccionados al azar entre estudiantes
y personal de la Facultad de Medicina de Zaragoza (Zaragoza, Espafia) y los de Ecuador, del

Hospital Metropolitano y Facultad de Medicina de Quito, Ecuador.

Todos los individuos fueron sanos, de acuerdo con la historia clinica y examen fisico.
Todos los sujetos dieron su consentimiento informado por escrito para participar en este
estudio, que fue aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica de Aragén (CEICA)
(zaragoza, Espaia) y se condujo de acuerdo con la declaracién de Helsinki y sus revisiones

subsiguientes.
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11.2. METODOS PARA EL ESTUDIO DEL ADN GENOMICO

11.2.1. AISLAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE ADN

La extraccion del ADN se realizé por dos métodos diferentes que consistieron en sangre
completa (8ml) conservada en tubos con EDTA (muestras de espafioles) o bien en sangre
completa (unas gotas) conservada en papel (muestras de poblacién ecuatoriana). En el
primer caso la sangre se conservé a -202C. Una vez descongelada se afiadié tampon de

hemolisis, usando el microkit QlAamp DNA obtenido de Izasa, Madrid, Espafia.

1.2.2. METODOS DE GENOTIPADO

Se han realizado 2 métodos distintos para el analisis de las diferentes variantes alélicas.

Estos métodos se describen a continuacion.

El método 1 consistid en pirosecuenciacion que se realizd en un pirosecuenciador PSQ
96MA (Biotage AB, Uppsala, Sweden). Las secuencias nucleotidicas para determinar los SNP
de los genes SLCO1B1, ABCG8, NR1H4 y UGT1A1 fueron seleccionadas de la base de datos

del National Center for Biotechnology Information (http://ncbi.nml.nih.gov).

El disefio de los primers correspondientes para llevar a cabo la pirosecuenciacion se
llevé a cabo mediante el software PSQ Assay Design version 1.0.6 (Biotage AB, Uppsala,
Sweden), con el que se obtuvieron los primers forward, reverse y de secuenciacion

correspondientes a cada SNP o rs.

La amplificacidon de los diferentes SNP se realizd6 mediante PCR en un volumen total
de 25ul, usando aproximadamente 10 ng de ADN, 2,5 ul 10X buffer-SO4 0,5 pul 2100mM MgCl,,
0,5 ul 20mM dNTPs, 3 pl primer forward, 3ul primer reverse y 0,1 ul Ibian Tag polymerase.
Tras una desnaturalizacion inicial a 949C durante 2 min, 45 ciclos de 942C durante 15 sg,

annealing a 552C durante 20 sg y 72°2C durante 30 sg.



La tabla M.1 contiene las secuencias nucleotidicas correspondientes a cada SNP

Tabla M.1. Secuencias de nucleétidos y SNP

SNP

Secuencia

SLCO1B1-rs4149056-forB

/biotin/ CATCTTCCGCCATGATTGT

SLCO1B1-rs4149056-rev

GCGAAATCATCAATGTAAGAAAGC

SLCO1B1-rs4149056-sec

AAGCATATTACCCATGAAC

SLCO1B1-rs11045819-forB

/biotin/CAACATCGACCTTATCCACTTG

SLCO1B1-rs11045819-rev

GGCAGGTTTATCATCCAGTTCA

SLCO1B1-rs11045819-sec

ACCTTTTCCCACTATCTC

ABCG8-rs11887534-for

AGAGAGGGCTGCCGAAAG

ABCG8-rs11887534-revB

/biotin/CGACTTCCCATTGCTCACTCA

ABCG8-rs11887534-sec

AGGGGCCACTCCCCAG

NR1H4-rs3762108-for

CCACCCAACTCCCTTGATCTTT

NR1H4-rs3762108-revB

/biotin/CATGCCTGGTTTTTGTAAAAGAGA

NR1H4-rs3762108-sec

CCTTGCTGTCCCTTAA

UGT1A1-rs8175347-for

CACGTGACACAGTCAAACATTAAC

UGT1A1-rs8175347-revB

/biotin/TTTGCTCCTGCCAGAGGT

UGT1A1-rs8175347-sec

TGTATCGATTGGTTTTTG

36

El método 2 consistié en PCR-RFLP, mediante el que se determinaron varios SNPs. Las
condiciones de la amplificaciéon de los fragmentos correspondientes a los distintos genes
fueron comunes a todos. La amplificacion se llevé a cabo en 25 pl, usando entre otros

componentes MgCl, 25mM, dNTPs 10mM, primers 10 uM. Tras dicha amplificacién se
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procedid a la consiguiente digestion de los fragmentos. En el caso de la determinacién del
rs9514089 (SCL10A2), los primers utilizados fueron 5-CGAGGGCAAGCAGTGTGGAG-3" y 5'-
GGTGGAGGGTGGGAGGAAAG-3'. Posteriormente, se utilizd la enzima Afal (Takara Bio, Inc.)
para la digestion enzimatica. El corte produjo los siguientes genotipos: CC (140bp + 51bp +

49bp + 35bp), CT (191bp + 140bp + 51bp + 49bp + 35bp) y TT (191bp + 49bp + 35bp).

Los primers que se emplearon para la determinacion del rs56163822 (NR1H4) fueron
5°-CGCATTCCCACAGTCACAAAC-3" y 5-GAATCCAAGGTCCGATCTACC-3". La digestion se
realizd mediante la enzima Fokl (Takara Bio, Inc.), que produjo los genotipos GG (243bp +
105bp), GT (348bp + 243bp + 105bp) y TT (348bp). El caso del rs7138843 (NR1H4), los
primers que se emplearon fueron 5°-GTATGAAGTCTCCCACCTATC-3" y 5'-
TGATTGGTTGCCATTTCCGTC-3. La digestion se realizd mediante la enzima PshBI (Takara Bio,
Inc.). El corte produjo los siguientes genotipos: AA (145bp + 91bp), AT (236bp +145bp
+91bp) y TT (236bp).

La determinacion de los rs4148323 y rs6742078 pertenecientes al gen UGT1A1,
también se llevd a cabo mediante PCR-RFLP. Los primers empleados para la amplificacidn del
rs4148323 fueron 5'-CAGCAGAGGGGACATGAAATAG-3" y 5'-GCCAGACAAAAGCATAGCAGAG-
3°, y para el caso del rs6742078 fueron 5°-GATTAGTGAGGACCAAGGCTTC-3" y 5'-
CCTGTTCTGATGAGACTTCACC-3". Para la digestion enzimatica se emplearon las enzimas
BsmBl (rs4148323) (New England Biolabs Ltd.) y Bccl (rs6742078) (New England Biolabs Ltd.).
En el caso de la BsmBlI el patrén de bandas fue: AA (228 bp), AG (228bp + 178bp + 50 bp) y
GG (178bp + 50 bp), mientras que para Bccl el patron fue: GG (189bp + 67bp + 19 bp), GT
(256bp + 189bp + 67bp + 19 bp) y TT (256bp).

11.3. ANALISIS ESTADISTICO

En primer lugar, se determind si las frecuencias genotipicas de los individuos se

encontraban en situacidon de equilibrio, de acuerdo con la ley de Hardy-Weinberg. Esto se
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realizd por medio de la comparacion de las distintas frecuencias genotipicas observadas con

los valores esperados mediante una tabla de contingencia x* .

Las diferencias de las frecuencias genotipicas y alélicas entre las distintas poblaciones
fueron determinadas mediante contraste de proporciones con dos grados de libertad o un
grado de libertad, respectivamente. El programa estadistico utilizado fue MedCalc versién

11.3.1.0 (http://www.medcalc.be).

El andlisis de desequilibrio de ligamiento entre alelos se realizé con el programa

Haploview 4.2 (http:/www.broadinstitute.org/haploview/haploview).

Los contrastes en los que los valores de probabilidad de error tipo | resultaron ser
menores de 0,05 fueron considerados estadisticamente significativos para el rechazo de la

hipdtesis nula.
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lll. RESULTADOS

l1.1. AJUSTE ESTADISTICO

En la Tabla 1 figuran las frecuencias alélicas y genotipicas de la variante rs9514089
(SLC10A2) determinadas en las poblaciones ecuatoriana y mestiza. El alelo mutado G,
asociado a aumento de riesgo de padecer litiasis biliar, ha resultado ser aparentemente mas
prevalente en espafioles que en ecuatorianos mestizos, aunque la diferencia no alcanza la
significacidon estadistica. A nivel genotipico, la poblacion espafiola ostenta mayor porcentaje
de individuos heterocigotos y homocigotos para el alelo mutado. Ademas, la frecuencia de
homocigotos para el alelo A es menor en espainoles. Al evaluar estos datos en relacidn al
género (Tabla 2) se observa que las distribuciones de la variante rs9514089, siguen el mismo

patron con ausencia de diferencias significativas.

Al comparar los resultados de la variante rs9514089 encontrados en este estudio
(Tabla 3) con otras poblaciones caucasicas, se observa que en espainoles la frecuencia del
alelo mutado es similar a la de otras poblaciones caucasicas. El porcentaje de portadores del
alelo G en espafiioles se situa entre el de la poblacidn nigeriana (p <0.05) y el de poblaciones
asidticas, estando menos presente en las poblaciones americanas (p <0.05, en relacién a la
mejicana). Las frecuencias genotipicas muestran que los individuos homocigotos mutados
GG estan menos representados en espafoles y nigerianos en relacién a poblaciones asiaticas
y americana (p >0.05, en todos los casos). Sin embargo, los heterocigotos en la poblacién
espafola presentan una de las frecuencias mas altas, pero sin alcanzar significacion
estadistica es su comparacion con otras poblaciones. En los individuos espafoles
homocigotos AA la prevalencia encontrada es similar a otras poblaciones, aunque
significativamente menor que en mejicanos y caucasicos americanos (p <0.05, en ambos

casos).
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En la poblacion ecuatoriana mestiza, la presencia del alelo puro A es similar a la
observada en otras poblaciones como las americanas y asiaticas, y menor que en espafioles y
finlandeses (p <0.05), asi como en nigerianos (p <0.001). La prevalencia de individuos
homocigotos para el alelo puro (AA), Unicamente presenta diferencias estadisticamente
significativas cuando se la compara con la de los nigerianos (p <0.05), mientras que la
comparacion de los homocigotos GG arroja diferencias con los finlandeses y nigerianos (p

<0.05, en ambos casos).

En relacién con el transportador SLCO1B1, se han evaluado los SNPs rs4149056 y
rs11045819. En la Tabla 4 figuran las frecuencias alélicas y genotipicas del rs4149056 de la
poblacidén espafiola y ecuatoriana mestiza. Se observa que el alelo mutado C, que produce
un cambio missense en la codificacion del transportador, estd mas representado en
ecuatorianos mestizos (p <0.05). Asi, en la frecuencia de individuos homocigotos y
heterocigotos para el alelo mutado no existen diferencias significativas. La comparacion de
ambas poblaciones respecto al género se muestra en la Tabla 5, sin apreciarse diferencias

significativas.

La prevalencia del alelo C del rs4149056 en espafioles es similar a la de las
poblaciones caucdsicas y asiaticas (Tabla 6). La comparacién con otras poblaciones
americanas arroja Unicamente diferencias con mejicanos donde el alelo esta menos presente
(p> 0.05), siendo la poblacién nigeriana en la que el porcentaje ha sido menor (p <0.0001).
La comparacidn genotipica espanola solo muestra diferencias estadisticamente significativas
con la poblacién nigeriana, donde el porcentaje de individuos homocigotos puros ha sido
superior y menor en el caso de heterocigotos (p <0.0001, en ambos casos). Por otro lado, la
poblacién ecuatoriana mestiza presenta una frecuencia del alelo C similar a la colombiana,
pero superior a la mejicana (p <0.05). Dicha frecuencia, también ha resultado ser superior
respecto a otras poblaciones, siendo el gradiente como sigue: caucasicos > asiaticos >
africanos, alcanzando significacion estadistica con esta ultima (p <0.0001). Ademas, los
individuos ecuatorianos mestizos homocigotos TT presentan uno de los valores mas bajos de
prevalencia de todas las poblaciones comparadas, siendo los valores mas altos los de

asiaticos (p <0.05), mejicanos (p <0.05) y africanos (p <0.0001). En el caso de los



41

heterocigotos ocurre justo lo contrario, presentando la poblacién ecuatoriana mestiza una
de las prevalencias mas elevada observandose diferencias estadisticamente significativas

frente a las poblaciones asiaticas (p <0.05), mejicana (p <0.05) y africana (p <0.0001).

Al evaluar los resultados del segundo SNP del gen SLCO1B1 (rs11045819) en las
poblaciones estudiadas se observa que, al contrario que el anterior SNP de este gen, el alelo
A, que genera un cambio de aminoacido missense, es mas prevalente en espafoles que en
ecuatorianos mestizos, aunque sin alcanzarse significacion estadistica (Tabla 7). La
prevalencia de individuos heterocigotos CA es mayor en espafioles (p <0.001) y la de
homocigotos del alelo puro CC en ecuatorianos (p <0.05). Al analizar estos resultados en
relacion al género (Tabla 8), se observa que la distribucion de frecuencias en ambas
poblaciones es similar a la de la poblacion general sin encontrarse diferencias significativas

en funcion de dicha variable.

La comparacién con otras poblaciones evaluadas en otros estudios (Tabla 9), muestra
que la frecuencia del alelo mutado A en espafioles es similar a la de otras poblaciones
caucasicas, excepto a la de finlandeses cuya prevalencia es menor (p <0.05). En poblaciones
asiaticas el alelo mutado estd ausente (p <0.0001) y la mayor presencia se encuentra en
africanos (p <0.0001). Respecto a las poblaciones americanas, el alelo A en espafioles tiene
una mayor presencia que en mejicanos (p <0.05) y similar a colombianos. Ademas, la
frecuencia de los homocigotos espaioles para el alelo puro CC es similar a la observada
previamente en otras poblaciones caucdsicas, excepto con finlandeses donde fue mayor (p
<0.05). La ausencia del alelo A en asidticos provoca que todos los individuos sean
homocigotos CC, cuya prevalencia es superior a la poblacién espafiola (p <0.0001). En el otro
extremo se situa la poblacidén nigeriana con una presencia de portadores AA superior a
espanoles (p <0.0001). Los individuos AA en poblaciones americanas fueron menos
prevalentes que en espafioles, presentando diferencias significativas Unicamente al ser
comparada con la poblacién mejicana (p <0.05). En el caso de los heterocigotos del
rs11045819, la frecuencia en la poblacion espafiola se encuentra entre nigerianos donde es
mayor (p <0.05) y asiaticos, cuya ausencia se ha comentado anteriormente (p <0.0001). Una
menor presencia de individuos heterocigotos se observa también en poblacién americana (p

<0.05, en mejicana) y en finlandesa (p <0.05), respecto a espafoles. La frecuencia de
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homocigotos AA espafioles solo presenta diferencias significativas cuando se compara con la
de nigerianos (p <0.0001), cuya frecuencia es la mayor de todas las poblaciones que figuran

enla Tabla 9.

En la poblacidn ecuatoriana, la frecuencia del alelo mutado A del rs11045819 ocupa
una posicién intermedia entre asiaticos (p <0.0001), en la que no hay presencia, y africanos
(p <0.0001), que arroja el mayor porcentaje de las poblaciones evaluadas (Tabla 9). También
se observan diferencias aunque de menor nivel con la poblacidon caucdsica americana (p
<0.05), que presenta una frecuencia mayor. Al evaluar los genotipos, se observa que la
presencia de individuos homocigotos CC en poblacién ecuatoriana mestiza es mayor que en
caucdsicos (p<0.05, en caucasicos americanos) y africanos (p <0.0001). El valor mas alto de
homocigotos CC aparece en asiaticos (p <0.0001). Por el contrario, la frecuencia de los
heterocigotos del rs11045819 en ecuatorianos mestizos, se encuentran en una posicién
intermedia entre asidticos (p <0.0001), arrojando el valor mas bajo, y caucasicos (p<0.05, en
caucasicos americanos). La mayor prevalencia se encuentra en la poblaciéon nigeriana
(p<0.0001). Finalmente, los homocigotos AA en la poblacién ecuatoriana mestiza son menos

prevalentes que los de la poblacion africana (p<0.0001).

La Tabla 10 muestra el SNP rs11887534 (ABCG8), perteneciente al complejo proteico
ATP-binding cassette, sin que se observen diferencias significativas entre espafioles y
ecuatorianos mestizos. En ambas poblaciones, el porcentaje de homocigotos para la
mutacién, implicados en un cambio missense a nivel de transcripcidn, es cercano a cero. Esto

mismo ocurre, en la comparacién de ambas poblaciones respecto al género (Tabla 11).

La frecuencia del alelo puro G en espafioles es similar a la descrita previamente en
otras poblaciones caucdsicas (Tabla 12) y ligeramente inferior a la de las poblaciones
asiaticas (p <0.05, vs chinos y p <0.001, vs japoneses). La presencia de este alelo es similar a
la descrita en africanos y americanos, excepto en mejicanos en los que resulté ser inferior (p
<0.05). Como se acaba de mencionar, la frecuencia de homocigotos mutados es
practicamente cero en la poblacién espafiola asi como en las demas poblaciones evaluadas
previamente. En el caso de los heterocigotos, la poblacién espafola presenta un valor

superior al observado en las asidticas (p <0.001) y similar al del resto de poblaciones,
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excepto a la mejicana que muestra una frecuencia mayor (p <0.001). En cuanto a los
homocigotos puros GG, se observa que el porcentaje de portadores en espafoles es inferior
gue en asiaticos (p <0.001, en japoneses y p <0.05, en chinos). Ademas, su frecuencia es
similar a la poblacidn africana y americana, excepto la mejicana que ha resultado ser menor
(p <0.001). El mismo patrén de distribucion de frecuencias descrito en la poblacidn espafiola,
se observa al analizar la poblacion ecuatoriana mestiza, exceptuando la comparativa de los

individuos GG respecto a la poblacion china (p <0.001).

De los tres SNPs determinados del gen NR1H4, codificante del receptor X farsenoide
(FRX), el rs3762108 ha mostrado que la variante alélica mutada G, asociada con mayor riesgo
de colelitiasis, estd mdas presente en ecuatorianos mestizos respecto a espafioles (p
<0.0001). La frecuencia de individuos homocigotos puros es mayor en espafioles que en
ecuatorianos mestizos (p <0.0001) y menor la de heterocigotos (p <0.0001). En ambas
poblaciones hay ausencia de portadores de homocigotos para el alelo mutado (Tabla 13).
Estos mismos resultados se evidencian al establecer dichas diferencias en relacion al género

en ambas poblaciones (Tabla 14).

En cuanto a la comparacion del rs3762108 frente a otras poblaciones estudiadas
previamente, se observa una similar distribucidn de frecuencias alélicas y genotipicas entre
espafnoles y otros grupos caucasicos (Tabla 15). Sin embargo, la frecuencia del alelo G en
espafioles fue significativamente menor respecto a asidticos, americanos y africanos (p
<0.0001, en todos los casos). La prevalencia del genotipo TT es superior en espafioles
respecto a asiadticos, americanos y africanos (p <0.0001, en todos los casos). En
contraposicion, los genotipos TG y GG son menos prevalentes en espafoles que en asiaticos,

americanos y africanos, dado que el alelo mutado G tiene una clara menor presencia.

Las frecuencias alélicas y genotipicas del rs3762108 observadas en la poblacién
ecuatoriana mestiza, tienen una representacién similar a otras poblaciones americanas
(Tabla 15). La variante mutada G ocupa una posicion intermedia entre caucdsicos, con
distinto nivel de significaciéon estadistica, y poblacidn asidtica (p <0.0001, en japonesa y p
<0.05, en china) y poblacién nigeriana, donde resulta ser mds prevalente (p <0.0001). La

distribucién de los genotipos TT y TG arroja diferencias significativas en el mismo sentido
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que la distribucion alélica. Sin embargo, el genotipo GG, practicamente ausente en
poblaciones americanas, ha mostrado diferencias con poblaciones asiaticas (p <0.05), siendo

mucho mas prevalente en nigerianos (p <0.0001).

El segundo SNP analizado del gen NR1H4 fue el rs56163822. En la Tabla 16 se pone
de manifiesto la menor presencia del alelo mutado T, asociado a riesgo de colelitiasis, en
ambas poblaciones estudiadas no existiendo diferencias estadisticamente significativas en la
comparacion de frecuencias. Es de destacar, la ausencia de homocigotos para el alelo
mutado en ambas poblaciones. Este mismo patron de distribuciones se observa en la

comparativa en relacioén al género (Tabla 17).

En la Tabla 18 se muestra la similitud existente entre las frecuencias alélicas y
genotipicas, de espafioles y otras poblaciones caucasicas. Ademas, se evidencia una menor
frecuencia del alelo mutado T en espafioles y por tanto, de homocigotos TT y heterocigotos,
respecto a poblacidn asiatica (p <0.0001). También es menor la frecuencia en espafioles de
este alelo respecto a los mejicanos (p <0.001), aunque en estos ultimos los homocigotos GG

estan menos representados y los heterocigotos mas (p <0.001, en ambos casos).

La poblacion ecuatoriana mestiza presenta similar porcentaje alélico y genotipico del
rs56163822 que la colombiana pero una menor presencia del alelo mutado T respecto a la
mejicana (p <0.05). En las poblaciones americanas se evidencia una ausencia de portadores
TT, que en mejicanos se traduce en una mayor presencia de heterocigotos respecto a
ecuatorianos mestizos (p <0.05). Las mayores diferencias estadisticas tanto a nivel alélico
como genotipico se han detectado en la comparativa con asiaticos, donde la presencia del
alelo mutado fue muy superior (p <0.0001). Asimismo, no se observan diferencias en las

frecuencias al comparar con poblaciones caucasicas y africana.

El tercer SNP del gen NR1IH4 evaluado en este estudio es el rs7138843, asociado a un
superior riesgo de padecer colelitiasis. La Tabla 19 recoge la comparacion entre espafoles y
ecuatorianos mestizos en la frecuencia alélica y genotipica, donde se ha detectado la
presencia del alelo mutado en ambas poblaciones, aunque con menor porcentaje en

espafnoles (p <0.0001). En cuanto al genotipo, en ambas poblaciones se observa la ausencia
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de homocigotos para el alelo mutado, con una mayor presencia de homocigotos para el alelo
puro en espafioles frente a ecuatorianos mestizos (p <0.0001). Los individuos heterocigotos
han sido significativamente mas prevalentes en ecuatorianos mestizos (p <0.0001). En la
Tabla 20 figuran estas mismas comparaciones en relacién al género donde de nuevo no se

observan diferencias estadisticamente significativas.

La frecuencia de los alelos y genotipos del rs7138843 en nuestra poblacién espaiola
ha resultado ser parecida a otras poblaciones caucasicas (Tabla 21), con algunas diferencias
con poblacidn finlandesa, donde el alelo T es mas prevalente (p <0.001) y el genotipo AA
menos, destacando una superior presencia de heterocigotos finlandeses (p <0.0001).
Asimismo, la poblacion espafiola posee una menor frecuencia del alelo mutado Ty genotipo
TT respecto a poblaciones asiaticas, americanas y africanas (p <0.0001, en la mayoria de las
comparativas). De forma contraria, el genotipo AT en espafioles presenta menor prevalencia
en la comparacion con dichas poblaciones (p <0.0001). Como en las poblaciones caucasicas,
destaca la ausencia de portadores homocigotos para el alelo mutado en colombianos y
ecuatorianos mestizos, presentando los mejicanos un porcentaje del 6.2% (p <0.001). La
mayor prevalencia de este genotipo se observa en poblaciones asidticas y nigeriana (p

<0.0001).

La presencia del alelo T del rs7138843 y del genotipo TT en ecuatorianos mestizos es
similar a la de colombianos e inferior a la de mejicanos (p <0.0001, en ambos casos). El
porcentaje de este alelo y genotipo observado en ecuatorianos mestizos ocupa una posicion
intermedia entre caucasicos, donde la prevalencia es menor, y asiaticos y nigerianos, con
distinto nivel de significacidn tal y como aparece en la Tabla 21. Ademas, se puede observar
que la frecuencia de individuos AT es similar en poblacién americana, inferior respecto a
poblacién asiatica y nigeriana (p <0.0001, en ambos casos) y superior a poblaciones
caucasicas, con distinto nivel de significaciéon. Como se ha comentado anteriormente, la
ausencia de individuos TT en ecuatorianos mestizos, determina que Unicamente existen

diferencias con asiaticos, africanos (p <0.0001, en ambos casos) y mejicanos (p <0.001).

Los tres SNPs estudiados del gen NR1H4 han resultado en desequilibrio de ligamiento

en las dos poblaciones que han sido objeto de estudio experimental en esta memoria, con
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valores D" en el analisis de 0.83 y 0.82 segln el SNP considerado en espafioles y 0.59 y 0.58
en ecuatorianos mestizos.(Figura 11l.1). El haplotipo asociado a riesgo de padecer colelitiasis
tiene una prevalencia del 96% en espafioles y tan solo del 77% en ecuatorianos mestizos (p
<0.0001) (Tabla 22). En dicha tabla figura la comparacién con otras poblaciones, donde se
aprecia la similitud de frecuencia entre espafioles y alemanes, y su mayor prevalencia
respecto poblaciones americanas siendo el gradiente caucasicos > chilenos > ecuatorianos
mestizos y mejicanos (p <0.05, en chilenos y p < 0.0001, en mejicanos y ecuatorianos
mestizos). Respecto a la poblacién ecuatoriana mestiza, ademds destaca la diferencia con la

poblacién chilena (p < 0.0001)

En relacién con el andlisis de la isoenzima de fase Il UGT1A1, se han evaluado tres
SNPs: el rs4148323, el rs6742078 y el rs8175347. En la Tabla 23 se puede observar que la
frecuencia del alelo mutado A del rs4148323, que conlleva actividad enzimatica reducida, es
practicamente cero en la poblacién espafiola e inferior a la ecuatoriana mestiza (p <0.05). En
ambas poblaciones no se han detectado individuos homocigotos AA. La prevalencia de
individuos heterocigotos es mayor en ecuatorianos mestizos (p <0.05) e inferior la de
homocigotos puros (p <0.05). La comparaciéon de las frecuencias respecto al género (Tabla
24) sigue el mismo patrén de distribucién aunque no existen diferencias significativas (p

>0.05).

El alelo mutado A presenta una frecuencia similar, cercana a cero, en la poblacién
espafola y otras poblaciones caucdsicas, asi como de individuos AA y GA (Tabla 25). La
peculiaridad la presenta la poblacién finlandesa donde el alelo A fue mas prevalente (p
<0.001), asi como el genotipo GA (p <0.001), siendo menor el genotipo GG respecto a otros
grupos caucasicos (p <0.001). En las poblaciones americanas la presencia del alelo A ha
resultado ser mayor respecto a la espaiiola (p <0.05) y, la distribucidn genotipica muestra la
ausencia de portadores AA, igual que en espaiioles, y una superior presencia de portadores
GA (p <0.05). En los grupos asiaticos se ha comunicado una alta frecuencia del alelo A (p
<0.0001), asi como de individuos heterocigotos (p <0.0001). El porcentaje de homocigotos
para el alelo mutado en asidticos es superior al de espafioles (p <0.05, en chinos) y el de
homocigotos para el alelo puro es inferior (p <0.0001). La distribucién en la poblacién

nigeriana es similar a la encontrada en la espafiola.
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La poblacién ecuatoriana mestiza presenta una distribucion similar del alelo mutado
rs4148323 y de los genotipos con las poblaciones americanas (Tabla 25). Asimismo, la
frecuencia del alelo A es superior respecto a poblaciones caucdsicas (a excepcion de la
finlandesa) y nigeriana. Por el contrario, ha resultado ser muy inferior a la comunicada en
otros estudios realizados en poblaciones asiaticas (p <0.0001). De la misma manera, a nivel
genotipico solo se hallan diferencias significativas en la comparacion con asiaticos, donde los
individuos AA (p <0.05, en chinos) y GA (p <0.0001) son mas prevalentes pero con una

menor presencia de GG (p <0.0001).

El segundo SNP evaluado del gen UGT1A1 es el rs6742078. La Tabla 26 recoge la
comparacion de espafoles y ecuatorianos mestizos. La distribucién alélica y genotipica
presenta una prevalencia similar en ambas poblaciones, sin encontrarse diferencias

significativas. Esto mismo se evidencia en relacion al género (Tabla 27).

En cuanto a la comparacion del rs6742078 con otras poblaciones estudiadas
previamente, la poblacién espanola ha mostrado el mismo patron de distribucién, tanto
alélico como genotipico, al de otros grupos caucdsicos, asi como al de poblaciones
americanas. Se pueden observar diferencias de frecuencias del alelo mutado T, asociado a
un aumento de bilirrubina a nivel plasmatico, en comparacion con asiaticos, donde es menos
prevalente (p <0.0001, en japoneses y p <0.001, en chinos), y con nigerianos, donde tiene
una prevalencia mayor (p <0.0001). Las diferencias en la distribucién de los alelos en
asiaticos, se reflejan en las frecuencias genotipicas al compararlas con espafioles, donde los
homocigotos TT y heterocigotos son significativamente mads prevalentes (Tabla 28). Respecto
a nigerianos, los espafioles presentan Unicamente similitud en la frecuencia de

heterocigotos.

La Tabla 28 también muestra homogeneidad en la distribucién alélica y genotipica del
rs6742078 en poblaciones americanas. Como se ha comentado en el parrafo anterior, los
ecuatorianos mestizos no presentan diferencias al compararlos con espafoles. Por ello, al
compararlos con asiaticos y africanos, se ponen de manifiesto las mismas diferencias de

distribucion.
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El dltimo SNP evaluado de la isoenzima UGT1A1 ha sido el rs8175347. Los espaiioles y
ecuatorianos mestizos muestran frecuencias similares de esta variante (Tabla 29) sin
diferencias significativas en las comparaciones (p >0.05 en todos los casos). Asimismo, en la
Tabla 30 se observa también la ausencia de significacion estadistica en la diferencia de

distribucién respecto al género.

La frecuencia de las variantes alélicas en espafioles del rs8175347 es similar a la
observada previamente en otras poblaciones caucasicas, ademas de en americanas y en
tunecina (Tabla 31). Por el contrario, en poblacidn china la presencia del alelo mutado (TA);,
asociado a un descenso de actividad enzimatica, ha resultado ser menos prevalente que en
espainoles (p <0.0001). En cuanto a las diferencias genotipicas, los resultados de nuestro
estudio son similares a otra poblacion espafnola previamente estudiada, asi como con otras
poblaciones caucasicas. La prevalencia de los homocigotos (TA); /(TA); en espafioles es

superior a la que presentan los chinos (p <0.0001).

La poblacidn ecuatoriana mestiza presenta una distribucion de frecuencia alélica
(TA); similar a la poblacién chilena, tunecina y a diversos grupos caucasicos (Tabla 31),
mostrando mayor frecuencia que la poblacidn china (p <0.0001). Al comparar las frecuencias
genotipicas, se observa que las frecuencias de los tres genotipos son similares respecto a la
poblacion chilena. La presencia de homocigotos (TA)s/(TA)s y heterocigotos entre
ecuatorianos mestizos ha resultado ser estadisticamente superior respecto a los tunecinos (p
<0.05). La mayor diferencia en ecuatorianos mestizos respecto a los individuos homocigotos
(TA); /(TA); vy heterocigotos, se observa con la poblacién china, donde fueron menos

prevalentes (p <0.0001, en ambos casos).
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111.2.TABLAS DE RESULTADOS

En las Tablas 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 25, y 28, los datos de las poblaciones de otros estudios previos
gue se han utilizado para la comparaciéon con las poblaciones de este trabajo, corresponden al

proyecto HapMap (http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/), version 2010-08_phasell+lIl.

Tabla IIl.1. rs9514089 (SLC10A2): Frecuencias alélicas y genotipicas en espafoles y ecuatorianos

mestizos.

Espafioles Ecuatorianos mestizos

N % 95% IC N % 95% IC
Alelo
A 350 62.06 55.72-68.91 389 65.5 59.14-72.33
G 214 37.94 33.03-43.38 205 34.5 29.95-39.57
Genotipo
A/A 106 37.59 30.77-45.46 126 423 35.34-50.51
A/G 138 48.94 41.11-57.82 138 46.4 39.04-54.9
G/G 38 13.48 9.54-18.5 33 11.3 7.65-15.6

p >0.05 en todas las comparaciones
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Tabla IIl.2. rs9514089 (SLC10A2): Frecuencias alélicas y genotipicas en espafioles y ecuatorianos

mestizos de acuerdo al género.

Espafioles Ecuatorianos mestizos

N % 95% IC N % 95% IC
VARONES
A 173 63.14 54.08-73.28 192 65.31 56.39-75.23
G 101 36.86 30.02-44.79 102 34.69 28.29-42.12
Genotipo
A/A 52 37.96 28.35-49.77 61 41.5 31.74-53.3
A/G 69 50.36 39.19-63.74 70 47.62 37.12-60.16
G/G 16 11.68 6.68-18.97 16 10.88 6.22-17.68
MUJERES
A 177 61.03 52.37-70.72 198 66.0 57.13-75.86
G 113 38.97 32.11-46.85 102 34.0 27.72-41.27
Genotipo
A/A 54 37.24 27.98-48.59 65 43.34 33.44-55.23
A/G 69 47.59 37.02-60.22 68 45.33 35.2-57.47
G/G 22 15.17 9.51-22.97 17 11.33 6.6-18.15

p >0.05 en todas las comparaciones
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Tabla IIl.3. rs9514089 (SLC10A2): Comparacion de las frecuencias alélicas y genotipicas en espafioles

y ecuatorianos mestizos con otras poblaciones.

Frecuencia alélica (%)

Frecuencia genotipica (%)

Poblacién n A G AA AG GG
CAUCASICA

Americana 99 69.7 30.3 50.5° 38.4 11.1
Finlandesa 99 56.1 43.9" 32.3 47.5 20.2"
Britanica 91 69.8 30.2 46.2 47.3 6.6
Espafiola 282  62.06 37.94 37.59 48.94  13.48
ASIATICA

China 105 63.3 36.7 37.1 52.4 10.5
Japonesa 104 64.4 35.6 42.3 44.2 13.5
AMERICANA

Mejicana 64 72.7 27.3° 53.1° 39.1 7.8
Colombiana 94 66.5 33.5 42.6 47.9 9.6
Ecuatoriana mestiza 297 65.5 34,5 42.3 46.4 11.3
AFRICANA

Nigeriana 108  52.8 47.2%* 29.6" 46.3 24.1%

®p <0.05; bp <0.001; “p <0.0001 comparacién respecto a la poblacién espafiola

'p <0.05; 2p <0.001; 3p <0.0001 comparacion respecto a la poblacién ecuatoriana mestiza
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: Frecuencias alélicas y genotipicas en espafoles y ecuatorianos

mestizos.

Espafioles Ecuatorianos mestizos

N % 95% IC n % 95% IC
Alelo
T 494 87.5 80.03-95.66 494 83.1 75.99-90.83
C 70 12.5 9.68-15.68 100 16.9* 13.7-20.48
Genotipo
T/T 214 76.0 66.06-86.76 205 69.0 59.9-79.15
T/C 65 23.0 17.79-29.38 84 28.2 22.56-35.02
c/c 3 1.0 0.21-3.10 8 2.8 1.16-5.30

*p <0.05
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Tabla IIl.5. rs4149056 (SLCO1B1): Frecuencias alélicas y genotipicas en espafioles y ecuatorianos

mestizos en relacion al género.

Espafioles Ecuatorianos mestizos

N % 95% IC N % 95% IC
VARONES
T 240 87.59 76.86-99.4 244 82.99 72.91-94.09
C 34 12.41 8.59-17.34 50 17.01 12.62-22.42
Genotipo
T/T 105 76.64 62.69-92.78 100 68.03 55.35-82.74
T/C 30 21.9 14.77-31.26 44 29.93 21.75-40.18
c/c 2 1.46 0.17-5.27 3 2.04 0.42-5.96
MUJERES
T 253 87.24 76.82-98.68 250 83.33 73.32-94.33
C 37 12.76 8.98-17.59 50 16.67 12.37-21.97
Genotipo
T/T 109 75.17 61.72-90.68 105 70.0 57.25-84.74
T/C 35 24.14 16.81-33.57 40 26.67 19.05-36.31
c/c 1 0.69 0.01-3.84 5 3.33 1.08-7.77

p >0.05 en todas las comparaciones
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Tabla IIl.6. rs4149056 (SLCO1B1): Comparacion de las frecuencias alélicas y genotipicas en espafioles

y ecuatorianos mestizos con otras poblaciones.

Frecuencia alélica (%)

Frecuencia genotipica (%)

Poblacién n T C T TC cc
CAUCASICA

Americana 99 85.4 14.6 71.7 27.3 1.0
Finlandesa 99 81.8 18.2 66.7 30.3 3.0
Britanica 91 85.7 14.3 72.5 26.4 1.1
Espafiola 282 87.5 12.5 76.0 23.0 1.0
ASIATICA

China 105  88.1 11.9 79.0" 18.1" 2.9
Japonesa 104  88.0 12.0 78.8" 18.3* 2.9
AMERICANA

Mejicana 64 92.2 7.8! 84.4' 15.6" 0.0
Colombiana 94 81.9 18.1 67.0 29.8 3.2
Ecuatoriana mestiza 297 83.1 16.9° 69.0 28.2 2.8
AFRICANA

Nigeriana 108  99.1 0.9 98.1%° 1.9%3 0.0

®p <0.05; bp <0.001; “p <0.0001 comparacién respecto a la poblacién espafiola

'p <0.05; 2p <0.001; 3p <0.0001 comparacion respecto a la poblacién ecuatoriana mestiza
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Tabla 1l.7. rs11045819 (SLCO1B1): Frecuencias alélicas y genotipicas en espafioles y ecuatorianos

mestizos.

Espafioles Ecuatorianos mestizos

N % 95% IC N % 95% IC
Alelo
C 472 83.7 76.31-91.59 521 87.71 80.34-95.58
A 92 16.3 13.15-20.01 73 12.29 9.63-15.45
Genotipo
c/C 196 69.5 60.11-79.94 232 78.11* 68.39-88.84
C/A 81 28.7 22.81-35.7 57 19.19** 14.54-24.87
A/A 5 1.8 0.57-4.13 8 2.69 1.16-5.30

**p <0.001; *p <0.05
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Tabla 111.8. rs11045819 (SLCO1B1): Frecuencias alélicas y genotipicas en espafioles y ecuatorianos

mestizos en relacion al género.

Espafioles Ecuatorianos mestizos

N % 95% IC n % 95% IC
VARONES
C 226 82.48 72.08-93.97 257 87.41 77.05-98.78
A 48 17.52 12.92-23.23 37 12.59 8.86-17.35
Genotipo
c/C 92 67.15 54.14-82.36 113 76.87 63.35-92.42
C/A 42 30.66 22.09-41.44 31 21.09 14.33-29.93
A/A 3 2.19 0.45-6.39 3 2.04 0.42-5.96
MUJERES
C 247 85.17 74.88-96.48 265 88.33 78.02-99.63
A 43 14.83 10.73-19.97 35 11.67 8.13-16.23
Genotipo
c/c 104 71.72 58.6-86.91 124 82.67 68.76-98.56
C/A 39 26.9 19.13-36.77 17 11.33 6.6-18.15
A/A 2 1.38 0.16-4.98 9 6.0 2.74-11.39

p >0.05 en todas las comparaciones
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Tabla II1.9. rs11045819 (SLCO1B1): Comparacion de las frecuencias alélicas y genotipicas en

espafioles y ecuatorianos mestizos con otras poblaciones.

Frecuencia alélica (%)

Frecuencia genotipica (%)

Poblacién N C A cc CA AA
CAUCASICA

Americana 99 798 20.2" 64.6" 30.3" 5.1
Finlandesa 99 92.4 7.6° 85.9° 13.1° 1.0
Britanica 91 84.6 15.4 70.3 28.6 1.1
Espafiola 282 837 16.3 69.5 28.7 1.8
ASIATICA

China 105 100 0.0 100 0.0 0.0
Japonesa 104 100 0.0 100%° 0.0 0.0
AMERICANA

Mejicana 64 945 5.5 89.1° 10.9° 0.0
Colombiana 94 85.1 14.9 75.5 19.1 53
Ecuatoriana mestiza 297 87.71 12.29 78.11° 19.19° 2.69
AFRICANA

Nigeriana 108  50.5 49.5%° 27.8%° 45.4**  26.9%

®p <0.05; bp <0.001; “p <0.0001 comparacién respecto a la poblacién espafiola

'p <0.05; 2p <0.001; 3p <0.0001 comparacion respecto a la poblacién ecuatoriana mestiza
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Tabla 111.10. rs11887534 (ABCG8): Frecuencias alélicas y genotipicas en espafioles y ecuatorianos

mestizos.

Espafioles Ecuatorianos mestizos

N % 95% IC n % 95% IC
Alelo
G 523 92.8 84.95-101.03 546 91.9 84.37-99.96
C 41 7.2 5.21-9.86 48 8.1 5.95-10.71
Genotipo
G/G 242 85.95 75.34-97.34 249 83.8 73.75-94.92
G/C 39 13.7 9.83-18.91 48 16.2 11.92-21.43
c/C 1 0.35 0.009-1.97 0 0.0 0-1.24

p >0.05 en todas las comparaciones
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Tabla 1ll.11. rs11887534 (ABCG8): Frecuencias alélicas y genotipicas en espafioles y ecuatorianos

mestizos en relacion al género.

Espafioles Ecuatorianos mestizos

N % 95% IC N % 95% IC
VARONES
G 256 93.43  82.34-105.6 272 92.52 81.85-104.19
C 18 6.57 3.89-10.38 22 7.48 4.69-11.32
Genotipo
G/G 120 87.59  72.62-104.74 125 85.03 70.78-101.31
G/C 16 11.68  6.68-18.97 22 14.97 9.38-22.66
c/C 1 0.73 0.01-4.06 0 0..0 0-2.51
MUJERES
G 267 92.07 81.36-103.8 274 91.33 80.84-102.81
c 23 7.93 5.02-11.9 26 8.67 5.66-12.69
Genotipo
G/G 122 84.14  69.87-100.46 124 82.67 68.76-98-56
G/C 23 15.86  10.06-23.8 26 17.33 11.32-25.4
c/C 0 0.0 0-2.54 0 0.0 0-2.46

p >0.05 en todas las comparaciones
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Tabla l11.12. rs11887534 (ABCG8): Comparacién de las frecuencias alélicas y genotipicas en espafioles

y ecuatorianos mestizos con otras poblaciones.

Frecuencia alélica (%)

Frecuencia genotipica (%)

Poblacién n G C GG GC cc
CAUCASICA

Americana 99 91.9 8.1 84.8 14.1 1.0
Finlandesa 99 89.4 10.6 78.8 21.2 0.0
Britanica 91 91.8 8.2 83.5 16.5 0.0
Espafiola 282 92.8 7.2 85.95 13.7 0.35
ASIATICA

China 105 986 1.4 97.1**  2.9%7 0.0
Japonesa 104  99.5 0.5%2 99.0°? 1.0%? 0.0
AMERICANA

Mejicana 64 84.4 15.6* 68.8° 31.2°2 0.0
Colombiana 94 93.1 6.9 86.2 13.8 0.0
Ecuatoriana mestiza 297 91.9 8.1 83.8 16.2 0.0
AFRICANA

Nigeriana 108 94.9 5.1 90.7 8.3 0.9

®p <0.05; bp <0.001; “p <0.0001 comparacién respecto a la poblacién espafiola

'p <0.05; 2p <0.001; 3p <0.0001 comparacion respecto a la poblacién ecuatoriana mestiza
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Tabla 111.13. rs3762108 (NR1H4): Frecuencias alélicas y genotipicas en espafioles y ecuatorianos

mestizos.

Espafioles Ecuatorianos mestizos

N % 95% IC N % 95% IC
Alelo
T 555 98.4 90.39-106.94 534 89.9 82.43-97.86
G 9 1.6 0.73-3.02 60 10.1%** 7.71-13
Genotipo
T/T 273 96.8 85.66-109 237 79.8*** 69.96-90.63
T/G 9 3.2 1.45-6.05 60 20.2%** 15.42-26
G/G 0 0.0 0-1.31 0 0.0 0-1.24

**%*p <0.0001
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Tabla 111.14. rs3762108 (NR1H4): Frecuencias alélicas y genotipicas en espafioles y ecuatorianos

mestizos en relacion al género.

Espafioles Ecuatorianos mestizos

N % 95% IC N % 95% IC
VARONES
T 269 98.18 86.79-110.64 264 89.8 79.29-101.31
G 5 1.82 0.59-4.25 30 10.02 6.88-14.57
Genotipo
T/T 132 96.35 80.62-114.26 117 79.59 65.82-95.39
T/G 5 3.65 1.18-8.51 30 20.41 13.77-29.13
G/G 0 0.0 0-2.69 0 0.0 0-2.51
MUJERES
T 286 98.62 87.52-110.74 270 90.0 79.58-101.4
G 4 1.38 0.37-3.53 30 10.0 6.74-14.27
Genotipo
T/T 141 97.24 81.85-114.68 120 80.0 66.33-95.66
T/G 4 2.76 0.75-7.06 30 20.0 13.49-28.55
G/G 0 0.0 0-2.54 0 0.0 0-2.46

p >0.05 en todas las comparaciones
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Tabla I11.15. rs3762108 (NR1H4): Comparacion de las frecuencias alélicas y genotipicas en espafioles y

ecuatorianos mestizos con otras poblaciones.

Frecuencia alélica (%)

Frecuencia genotipica (%)

Poblacién n T G T TG GG
CAUCASICA

Americana 99 975 2.5 94.9° 5.12 0.0
Finlandesa 99 975 2.5 94.9° 5.12 0.0
Britanica 91 96.2 3.8' 92.3 7.7 0.0
Espafiola 282 984 1.6 96.8 3.2 0.0
ASIATICA

China 105  83.3 16.7% 69.5° 27.6° 2.9%
Japonesa 104  75.0 25.0° 54.8%3 40.4%* 4.8%*
AMERICANA

Mejicana 64 89.1 10.9° 79.7° 18.8° 1.6
Colombiana 94 91.0 9.0° 79.7° 18.8° 1.6
Ecuatoriana mestiza 297  89.9 10.01° 79.8° 20.2° 0.0
AFRICANA

Nigeriana 108  49.1 50.9%° 25.9% 46.3 27.8%"

®p <0.05; bp <0.001; “p <0.0001 comparacién respecto a la poblacién espafiola

'p <0.05; 2p <0.001; 3p <0.0001 comparacion respecto a la poblacién ecuatoriana mestiza
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Tabla I11.16. rs56163822 (NR1H4): Frecuencias alélicas y genotipicas en espafioles y ecuatorianos

mestizos.

Espafioles Ecuatorianos mestizos

N % 95% IC n % 95% IC
Alelo
G 558 98.9 90.9-107.5 579 97.5 89.7-105.75
T 6 1.1 0.39-2.31 15 2.5 1.41-4.16
Genotipo
G/G 276 97.8 86.67-110.13 282 95.0 84.19-106.7
G/T 6 2.2 078-4.63 15 5.0 2.82-8.33
T/T 0 0.0 0-1.31 0 0.0 0-1.24

p >0.05 en todas las comparaciones



65

Tabla I1.17. rs56163822 (NR1H4): Frecuencias alélicas y genotipicas en espafioles y ecuatorianos

mestizos en relacion al género.

Espafioles Ecuatorianos mestizos

N % 95% IC N % 95% IC
VARONES
G 271 98.91 87.48-111.41 286 97.28 86.33-109.23
T 3 1.095 0.22-3.2 8 2.72 1.17-5.36
Genotipo
G/G 134 97.81 81.95-115.84 139 94.56 79.49-111.65
G/T 3 2.19 0.45-6.39 8 5.44 2.35-10.72
T/T 0 0.0 0-2.69 0 0.0 0-2.51
MUJERES
G 287 98.97 87.85-111.1 293 97.67 86.8-109.51
T 3 1.03 0.21-3.02 7 2.33 0.93-4.80
Genotipo
G/G 142 97.93 82.49-115.43 143 95.33 80.35-112.3
G/T 3 2.06 0.42-6.04 7 4.667 1.87-9.61
T/T 0 0.0 0-2.54 0 0.0 0-2.46

p >0.05 en todas las comparaciones
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Tabla 111.18. rs56163822 (NR1H4): Comparacion de las frecuencias alélicas y genotipicas en

espafioles y ecuatorianos mestizos con otras poblaciones.

Frecuencia alélica (%)

Frecuencia genotipica (%)

Poblacion N G T GG GT T
CAUCASICA

Americana 99 99.0 1.0 98.0 2.0 0.0
Finlandesa 99 97.5 2.5 94.9 5.1 0.0
Britanica 91 97.8 2.2 95.6 4.4 0.0
Espafiola 282 98.9 1.1 97.8 2.2 0.0
ASIATICA

China 105  85.7 14.3% 72.4%° 26.7° 1.0
Japonesa 104 72.1 27.9%° 51.9%° 40.4%° 7.7%?
AMERICANA

Mejicana 64  93.0 7.0°* 85.9° 14.1°* 0.0
Colombiana 94 97.3 2.7 94.7 5.3 0.0
Ecuatoriana mestiza 297 97.5 2.5 95.0 5.0 0.0
AFRICANA

Nigeriana 108 98.1 1.9 96.3 3.7 0.0

®p <0.05; bp <0.001; “p <0.0001 comparacién respecto a la poblacién espafiola

'p <0.05; 2p <0.001; 3p <0.0001 comparacion respecto a la poblacién ecuatoriana mestiza
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Tabla I11.19. rs7138843 (NR1H4): Frecuencias alélicas y genotipicas en espafioles y ecuatorianos

mestizos.

Espafioles Ecuatorianos mestizos

N % 95% IC N % 95% IC
Alelo
A 558 98.9 90.9-107.5 533 89.73 82.27-97.68
T 6 1.1 0.39-2.31 61 10.27*** 7.86-13.19
Genotipo
A/A 276 97.8 86.67-110.13 236 79.46%** 69.65-90.27
A/T 6 2.2 0.78-4.63 61 20.54%** 15.71-26.38
T/T 0 0.0 0-1.31 0 0.0 0-1.24

**xp <0.001
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Tabla I11.20. rs7138843 (NR1H4): Frecuencias alélicas y genotipicas en espafioles y ecuatorianos

mestizos en relacion al género.

Espafioles Ecuatorianos-mestizos

N % 95% IC N % 95% IC
VARONES
A 270 98.54 87.14-111.02 265 89.23 78.81-100.64
T 4 1.46 0.39-3.73 29 9.76 6.53-14.02
Genotipo
A/A 133 97.08 81.28-115.05 118 80.27 66.44-96.13
A/T 4 2.92 0.79-7.47 29 21.76 13.21-28.33
T/T 0 0.0 0-1.31 0 0.0 0-2.51
MUJERES
A 288 99.31 88.17-111.47 268 89.33 78.96-100.69
T 2 0.68 0.08-2.49 32 10.67 7.3-15.06
Genotipo
A/A 143 98.62 83.12-116.17 118 78.67 65.11-94.21
A/T 2 1.379 0.16-4.98 32 21.33 14.59-30.12
T/T 0 0.0 0-2.54 0 0.0 0-2.46

p >0.05 en todas las comparaciones
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Tabla 111.21. rs7138843 (NR1H4): Comparacidn de las frecuencias alélicas y genotipicas en

espafioles y ecuatorianos mestizos con otras poblaciones.

Frecuencia alélica (%) Frecuencia genotipica (%)
Poblacién n A T AA AT T
CAUCASICA
Americana 99  99.0 1.0° 98.0° 2.0° 0.0
Finlandesa 99 939 6.1° 87.9° 12.1° 0.0
Britanica 91 984 1.6 96.7° 3.3° 0.0
Espafiola 282 989 1.1 97.8 2.2 0.0
ASIATICA
China 105 54.3 45.7% 28.6% 51.4% 20.0%
Japonesa 104 41.8 58.2%° 21.2%° 41.3% 37.5%°
AMERICANA
Mejicana 64  78.9 21.1%° 64.1% 29.7° 6.2
Colombiana 94 87.8 12.2° 75.5¢ 24.5¢ 0.0
Ecuatoriana mestiza 297 89.73 10.27¢ 79.46° 20.54° 0.0
AFRICANA
Nigeriana 108 51.4 48.6%° 25.9%° 50.9%° 23.1%°

®p <0.05; bp <0.001; “p <0.0001 comparacién respecto a la poblacién espafiola

'p <0.05; 2p <0.001; 3p <0.0001 comparacion respecto a la poblacién ecuatoriana mestiza
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Tabla 111.22. Haplotipo NR1H4_1 (T/G/A): Frecuencia en espafioles y ecuatorianos mestizos.

Comparacion con otras poblaciones

Haplotipo NR1H4 1

N % 95% IC Referencia
Alemanes 184 0.96>  86.43-106.76 Kovacs et al. 2008
Espafioles 282 0.96 85.33-108.62 Este estudio
Chilenos 261 0.91**  83-99.56 Kovacs et al. 2008
Ecuatorianos mestizos 297 0.77¢ 67.13-87.41 Este estudio
Mejicanos 78 0.78° 64.94-93.38 Kovacs et al. 2008

®p <0.05; bp <0.001; “p <0.0001 comparacién respecto a la poblacién espafiola

!0 <0.05; 2p <0.001; 3p <0.0001 comparacion respecto a la poblacién ecuatoriana mestiza
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Figura Ill.1. Perfil de desequilibrio de ligamiento de los SNPS del Haplotipo NR1H4 1 (T/G/A)

en la poblacion espafiola (Figura Ill.1a) y ecuatoriana mestiza (Figura I1l.2b).

Figura lll.1a.

Figura 111.2b.



Tabla 111.23. rs4148323 (UGT1A1):

ecuatorianos mestizos.

Frecuencias alélicas y genotipicas en

72

espafioles vy

Espafioles Ecuatorianos mestizos

n % 95% IC n % 95% IC
Alelo
G 563 99.83 91.75-108.42 581 97.8 90.02-106.1
A 1 0.17 0.0045-0.98 13 2.2% 1.16-3.74
Genotipo
G/G 281 99.65 88.33-112 284 95.6* 84.82-107.42
G/A 1 0.35 0.009-1.97 13 4.4* 2.33-7.48
A/A 0 0.0 0-1.31 0 0.0 0-1.24

*p <0.05
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Tabla 111.24. rs4148323 (UGT1A1): Frecuencias alélicas y genotipicas en espanoles y

ecuatorianos mestizos en relacién al género.

Espafioles Ecuatorianos mestizos

N % 95% IC N % 95% IC
VARONES
G 273 99.64 88.17-112.18 289 98.3 87.29-110.31
A 1 0.36 0.009- 2.03 5 1.7 0.55-3.96
Genotipo
G/G 136 99.27 83.29-117.43 142 96.6 81.36-113.86
G/A 1 0.73 0.01-4.06 5 34 1.10-7.93
A/A 0 0.0 0-2.69 0 0.0 0-2.51
MUJERES
G 290 100.0 88.82-112.2 292 97.33 86.49-109.16
A 0 0.0 0-1.27 8 2.66 1.15-5.25
Genotipo
G/G 145 100.0 84.39-117.67 142 94.67 79.74-111.58
G/A 0 0.0 0-2.54 8 5.33 2.30-10.50
A/A 0 0.0 0-2.54 0 0.0 0-2.46

p >0.05 en todas las comparaciones
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Tabla I11.25. rs4148323 (UGT1A1): Comparacion de las frecuencias alélicas y genotipicas en

espafioles y ecuatorianos mestizos con otras poblaciones.

Frecuencia alélica (%)

Frecuencia genotipica (%)

Poblacién n G A GG GA AA
CAUCASICA
Americana 99 100 0.0 100 0.0 0.0
Finlandesa 99  96.5 3.5° 92.9° 7.1° 0.0
Britanica 91 100 0.0 100 0.0 0.0
Espafiola 282 99.83 0.17 99.65 0.35 0.0
ASIATICA
China 105 84.3 15.7%° 72.4% 23.8% 3.8%!
Japonesa 104 87.0 13.0% 76.0%° 22.1%° 1.9
AMERICANA
Mejicana 64 97.7 2.3° 95.3° 4.7 0.0
Colombiana 94 97.3 2.7° 94.7° 5.3° 0.0
Ecuatoriana

_ 297 97.8 2.2° 95.6° 4.4° 0.0
mestiza
AFRICANA
Nigeriana 108 100 0.0 100 0.0 0.0

®p <0.05; bp <0.001; “p <0.0001 comparacidén respecto a la poblacién espafiola

'p <0.05; 2p <0.001; 3p <0.0001 comparacion respecto a la poblacién ecuatoriana mestiza



Tabla 111.26. rs6742078 (UGT1A1):

ecuatorianos mestizos.
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Frecuencias alélicas y genotipicas en espanoles y

Espafioles Ecuatorianos mestizos

N % 95% IC N % 95% IC
Alelo
G 399 70.7 63.97-78.04 402 67.6 61.22-74.63
T 165 29.3 24.96-34.08 192 324 27.91-37.23
Genotipo
G/G 137 48.6 40.79-57.43 138 46.5 39.04-54.9
G/T 125 443 36.9-52.81 125 42.1 35.03-50.15
T/T 20 7.1 4.33-10.95 34 11.4 7.93-16

p >0.05 en todas las comparaciones



Tabla

ecuatorianos mestizos en relacién al género.
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11.27. rs6742078 (UGT1A1): Frecuencias alélicas y genotipicas en espafioles vy

Espafioles Ecuatorianos mestizos

n % 95% IC n % 95% IC
VARONES
G 196 71.53 61.87-82.28 198 67.35 58.29-77.41
T 78 28.47 22.5-35.53 96 32.65 26.45-39.87
Genotipo
G/G 67 48.91 37.9-62.11 66 44.9 34.72-57.12
G/T 62 45.26 34.7-58.02 66 44.9 34.72-57.12
T/T 8 5.83 2.52-11.50 15 10.2 5.71-16.83
MUJERES
G 203 70.0 60.7-80.32 203 67.67 58.68-77.64
T 87 30.0 24.03-37 97 32.33 26.22-39.44
Genotipo
G/G 70 48.28 37.63-60.99 72 48.0 37.56-60.45
G/T 63 43.45 33.39-55.59 59 39.33 29.94-50.74
T/T 12 8.27 4.27-14.45 19 12.67 7.63-19.78

p >0.05 en todas las comparaciones
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Tabla 111.28. rs6742078 (UGT1A1): Comparacion de las frecuencias alélicas y genotipicas en

espafioles y ecuatorianos mestizos con otras poblaciones.

Frecuencia alélica (%) Frecuencia genotipica (%)
Poblacién n G T GG GT T
CAUCASICA
Americana 99 68.2 31.6 44.4 47.5 8.1
Finlandesa 99 64.1 35.9 41.4 45.5 13.1
Britanica 91 73.6 26.4 54.9 374 7.7
Espafiola 282 70.7 29.3 48.6 44.3 7.1
ASIATICA
China 105 886 11.4%° 78.1% 21.0% 1.0™
Japonesa 104  82.2 17.8%2 70.2°2 24.0°* 5.8
AMERICANA
Mejicana 64 63.3 36.7 37.5 51.6 10.9
Colombiana 94 66.0 34.0 44.7 42.6 12.6
Ecuatoriana mestiza 297 67.6 32.4 46.5 42.1 11.4
AFRICANA
Nigeriana 108  49.5 50.5%° 26.9°2 45.4 27.8%°

®p <0.05; bp <0.001; “p <0.0001 comparacién respecto a la poblacién espafiola

'p <0.05; 2p <0.001; 3p <0.0001 comparacion respecto a la poblacién ecuatoriana mestiza



Tabla

11.29. rs8175347 (UGT1A1):

ecuatorianos mestizos.
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Frecuencias alélicas y genotipicas en espanoles y

Espafioles Ecuatorianos mestizos

n % 95% IC N % 95% IC
Alelo
(TA)s 370 65.6 59.09-7264 402 67.68 61.22-74.63
(TA); 194 34.4 29.73-39.59 192 32.32 27.91-37.23
Genotipo
(TA)s/(TA)s 121 42.91 35.6-51.27 136 45.79 38.42-54.17
(TA)s/(TA); 128 45.39 37.87-53.97 130 43.77 36.57-51.97
(TA); /(TA); 33 11.7 8.06-16.43 31 10.44 7.09-14.82

p >0.05 en todas las comparaciones
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Tabla 111.30. rs8175347 (UGT1A1): Frecuencias alélicas y genotipicas en espafioles y

ecuatorianos mestizos en relacién al género.

Espafioles Ecuatorianos mestizos

N % 95% IC N % 95% IC
VARONES
(TA)s 182 66.06 56.78-76.41 202 68.71 59.56-78.86
(TA); 92 33.94 27.4-41.58 92 31.29 25.23-38.38
Genotipo
(TA)s/(TA)s 62 45.26 34.7-58.02 71 48.3 37.72-60.92
(TA)s/(TA); 57 41.61 31.51-53.91 60 40.82 31.15-52.54
(TA); /(TA); 18 13.14 7.79-20.76 16 10.88 6.22-17.68
MUJERES
(TA)s 187 64.48 55.57-74.42 200 66.67 57.75-76.57
(TA); 103 35.52 28.99-43.07 100 33.33 27.12-40.54
Genotipo
(TA)s/(TA)s 59 40.69 30.97-52.49 65 43.33 33.44-55.23
(TA)s/(TA); 71 48.97 38.24-61.76 70 46.67 36.38-58.96
(TA); /(TA); 15 10.34 5.79-17.06 15 10.0 5.59-16.49

p >0.05 en todas las comparaciones
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Tabla 11.31. rs8175347 (UGT1A1): Comparacion de las frecuencias alélicas y genotipicas en

espafioles y ecuatorianos mestizos con otras poblaciones.

Frecuencia alélica (%) Frecuencia genotipica (%) Referencia
Poblacion n (TA)s (TA); (TA)s/(TA)s  (TA)s/(TA);  (TA);/(TA);
CAUCASICA
Alemana 3727 66.0 34.0 44.2 43.8 12.0 Mendez et al. (2013)
Espafiola 100 65.5 34,5 40.0 51.0 9.0 Mendez et al. (2013)
Sueca 235 69.6 30.4 48.0 429 8.9 Marschall et al. (2013
Espafiola 282 65.6 34.4 42.91 45.39 11.7 Este estudio
ASIATICA
China 539  88.0 12.0%° 77.2% 22.0% 0.8 Mendez et al. (2013)
AMERICANA
Chilena 487 69.0 31.0 50.5 37.8° 11.7 Mendez et al. (2013)
Ecuatoriana mestiza 297 67.68 32.32 45.79 43.77 10.41 Este estudio
AFRICANA
Tunecina 76  59.8 36.8 30.0" 31.0™ 11.0 Chaouch et al. (2013)

®p <0.05; bp <0.001; “p <0.0001 comparacién respecto a la poblacién espafiola

!0 <0.05; 2p <0.001; 3p <0.0001 comparacion respecto a la poblacién ecuatoriana mestiza
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IV.DISCUSION

En el presente trabajo, se han caracterizado las frecuencias de las variantes
alélicas rs9514089 (SCL10A2), rs4149056 y rs11045819 (SLCO1B1), rs11887534
(ABCGS8), rs3762108, rs56163822 y rs7138843 (NR1H4_1), rs4148323, rs6742078 y
rs8175347 (UGT1A1) en una poblacidn caucdsica espafiola y en una poblacidn
americana, concretamente ecuatoriana mestiza. Las frecuencias observadas de estas
variantes se comparan con las halladas en otras poblaciones estudiadas previamente
por otros autores. Mediante esta aproximacion se pretende obtener una vision global
de las diferencias interétnicas relativas a las frecuencias de los alelos estudiados. En
todos los casos, las frecuencias genotipicas, calculadas en funcion de las frecuencias
alélicas, han demostrado seguir el principio de equilibrio de Hardy-Weinberg, que
establece que la composicidon genética de una poblacidn permanece en equilibrio
mientras no actue la seleccion natural ni ningun otro factor y no se produzca ninguna
mutacion, estableciendo de este modo que, tras una generacion de apareamiento al
azar, las frecuencias de los genotipos de un locus individual pueden ser representadas
por una funcion binomial (2 alelos) o multinomial (varios alelos) de las frecuencias
alélicas y que, éstas se mantienen si no actian fuerzas evolutivas. Se trata de lo que
sucederia si no hubiese evolucidn, y por tanto, sirve de hipdtesis nula.

El polimorfismo rs95414089 (A105G) corresponde al gen (SCL10A2) que codifica
el transportador sodio-dependiente de acidos biliares (ASBT) que estd presente en
colangiocitos y cuya funcidén es modular la concentracidn de sales biliares circulantes y
por tanto, con una importante implicacién en la homeostasis del colesterol (Dawson et

al., 2005).
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El alelo G, correspondiente al alelo mutado, se ha identificado como un factor
de riesgo para la génesis de la enfermedad colelitidsica, al hallarse de forma
significativa, dos veces mds su presencia en pacientes con litiasis biliar no obesos (p=
0.01410, OR= 6.85) respecto a controles de la misma poblaciéon germanica, lo que
sugiere que la prevalencia de esta variante muestra relacion con el peso y género
(Renner et al., 2009). Consistentemente, en un estudio experimental en ratones se
habia visto que la expresidn del transportador SCL10A2 disminuia en respuesta a una
dieta litogénica (Liu et al., 2008). Si bien, el estudio realizado por Renner et al. (2009)
en dos cohortes alemanas evidencian la relacidn entre el alelo G y la génesis de esta
patologia, un metanalisis posterior llevado a cabo en tres poblaciones alemanas, no
estd en concordancia con dicha asociacion en una de esas cohortes estudiadas, ya que
pueden influir factores medioambientales tales como el tipo de dieta o composicién de

los nutrientes, asi como las posibles interacciones genéticas (Ténges et al., 2011).

En este trabajo, al comparar entre nuestra poblacion espafola y la ecuatoriana
mestiza, hemos detectado una menor presencia de la variante alélica G en
ecuatorianos respecto a espafoles sin alcanzarse significacion estadistica (Tabla 1).
Asimismo, la frecuencia observada de homocigotos para el alelo G, asociado segun el
estudio, anteriormente comentado, de Renner et al. (2009) con un mayor riesgo de
litiasis biliar, sigue el mismo patrén de distribucion que la variante alélica siendo mas
prevalente en espafnoles (37.94%) que en ecuatorianos mestizos (34.5%), con ausencia
de diferencias significativas. Estos resultados se oponen a nuestra hipdtesis acerca de
gue su presencia fuera superior en ecuatorianos mestizos que en espafioles y de que
explicara una superior prevalencia de colelitiasis en la poblacion amerindia e
hispanoamericana (Everhart et al., 2002; Carey et al., 2002; Nervi et al., 2003). Este
resultado fuerza el caracter multifactorial de esta patologia colelitidsica y la clara
dependencia de factores ambientales tal como se ha descrito en parrafos

introductorios.

La diferencia de frecuencia (p < 0.001) del alelo mutado G entre la poblacidon
ecuatoriana mestiza (34.5%) y la nigeriana (47.2%) (Tabla 3) obedece a la limpieza de
nuestra muestra donde se han utilizado marcadores genéticos de mestizaje en la

seleccion de los individuos para caracterizar una poblacidon concreta, la mestiza,
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evitando asi el sesgo que significaria la inclusidn involuntaria de individuos de origen

africano.

Cuando se comparan las distintas poblaciones estudiadas hasta ahora (Tabla 3),
el alelo G muestra su mas alta presencia en la poblacién africana de Nigeria (47.2%) y
la menor en poblaciones latinoamericanas de Méjico (la mas baja, 27.3%), Colombia o
Ecuador. Estas ultimas poblaciones son similares en frecuencia del alelo G a las de
grupos asiaticos de China y Japdn. En este punto, es de notar la extraordinaria
influencia oriental en el bagage genético de las poblaciones latinoamericanas debida a

la mezcla biétnica asidtica y caucasiana constitutiva de la poblacion actual mestiza.

La razén de las discrepancias en las frecuencias del alelo G entre grupos de
individuos caucasianos esta fuera de nuestro alcance (Tabla 3). Los ocho siglos de
permanencia arabe y el consiguiente mestizaje en la peninsula ibérica podria explicar
la posicién intermedia de la frecuencia del alelo G entre africanos (47.2%) y blancos
caucasianos (en el entorno del 30% en britdnicos y americanos). La elevada presencia
del alelo G en finlandeses resulta dificil de explicar teniendo en cuenta que, aunque

con influencia lapona, la poblacidn finesa es europea en su mayoria.

El andlisis de los datos obtenidos sobre el genotipo GG de esta variante
rs95414089, muestra la alta proporcion de este genotipo de alto riesgo en la poblacion
africana (24.1%) respecto a poblacién espafiola (13.48%) y la ecuatoriana mestiza
(11.3%), con diferencias estadisticamente significativas en ambos casos (p <0.05), lo
que de ser confirmado en estudios de cohortes posteriores, podria representar un
factor de riesgo importante en la génesis de la litiasis biliar en la poblacién africana
respecto a otras etnias. Es de destacar que aunque el genotipo GG se ha relacionado
con mayor riesgo de padecer esta patologia, todavia no esta claro como afecta esta
variante a la funcion del transportador ASBT y como afectaria al desarrollo de la misma

(Renner et al., 2009).

Por otra parte, las diferencias en relacién al género (Tabla 2) muestran que la
distribucién de la variante rs9514089, sigue el mismo patrén descrito anteriormente

con una ausencia de diferencias significativas, si bien en estudios previos (Ténjes et al.,
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2011) esta variante se ha asociado a un aumento de riesgo de litiasis biliar en mujeres,

probablemente debido a un sesgo de la distribucién de género.

Las variantes rs4149056 y rs11045819 evaluadas en este estudio, pertenecen al
gen SLCO1B1, codificante para una proteina de membrana trasportadora para aniones
organicos pero de forma independiente de sodio (OATP1B1). Esta proteina se expresa
exclusivamente en la membrana basolateral del hepatocito y media la captacion
celular de bilirrubina, ademas permite el transporte de un amplio grupo de
compuestos, como los dacidos biliares y otros productos enddgenos (Oshiro et al.,
2010). Asimismo, juega un papel importante en el trasporte intrahepatico de muchos
farmacos, entre los que destacan los inhibidores de la HMG-CoA reductasa
(Mangravite and Krauss, 2007). Un estudio experimental en ratones, ha demostrado

gue estas variantes producen una bilis litogénica (Lyons et al., 2006).

En relacidon al SNP rs4149056, el alelo mutado C da lugar a un cambio de valina
a alanina en la secuencia de la proteina resultante que codifica una proteina con
actividad reducida para el transporte hepatico y con alta afinidad por bilirrubina (Lee et
al., 2005). En el presente estudio, el alelo C aparece sobrerrepresentado en
ecuatorianos mestizos en comparacién con los espafioles (p <0.05) (Tabla 4), lo que
podria suponer una menor captaciéon de bilirrubina y una mayor predisposiciéon a
colelitiasis en ecuatorianos mestizos en relacidn a la poblacién espafiola. Sin embargo,
aunque el alelo C se ha asociado a niveles altos en suero de bilirrubina en un meta-
analisis (GWAS) realizado en aproximadamente 9500 caucasicos (Johnson et al., 2009)
y también con el contenido en bilirrubina en calculos biliares, no se ha visto asociado al

riesgo de enfermedad per se (Buch et al., 2010; Jindal et al., 2009).

La frecuencia del alelo mutado observada en este estudio es similar en
espafioles y otros caucasianos sin encontrarse diferencias con la poblacion asiatica
(Tabla 6). Sin embargo, llama la atencién la practica ausencia del alelo C en la
poblacién nigeriana, donde la incidencia de litiasis biliar parece ser baja aunque se
observa un aumento en los Ultimos aflos como consecuencia de cambios en el estilo de

vida (Rahman, 2005). Estudios previos en dos poblaciones caucasicas han mostrado
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gue los portadores de esta variante rs4149056 exhiben una concentracion mayor de

bilirrubina plasmatica (Zhang et al., 2007; Van der Deure et al., 2008).

Nuestros resultados en la poblacién ecuatoriana mestiza (16.9%) muestran que
la frecuencia del alelo C es similar a la colombiana (18.1%) al igual que en otros rasgos
genéticos y sin embargo difieren ambas poblaciones de la mejicana (7.8%), lo que
podria explicarse por una diferente seleccion de la muestra (Tabla 6). Sin embargo
estas diferencias no se han hallado en relacién al genotipo de alto riesgo (CC) para
colelitiasis. Por otra parte, la frecuencia de individuos heterocigotos TC de la poblacion
ecuatoriana mestiza presenta una de las prevalencias mas elevadas (28.2%)
observandose diferencias estadisticamente significativas frente a las poblaciones
asidticas (18.1% y 18.3 % en chinos y japoneses, respectivamente), mejicana (15.6%) y
africana (1.9%), concluyendo que esta variante tendria escaso peso en la génesis de
litiasis biliar en la poblacidn africana cuando lo comparamos con otras etnias. Estos
datos estdn en concordancia con el trabajo de Santos et al. (2011) donde se analizé la
frecuencia de la variante rs4149056 en la poblacidn brasilefia, que es una de las mas
heterogéneas en el mundo, mostrando la mayor prevalencia en amerindios y la menor
en la poblacion africana de forma estadisticamente significativa, ligandose esta

variable de forma débil a la etnia.

Al analizar estos resultados en relacién al género (Tabla 5), se observa que la
distribucién de frecuencias en ambas poblaciones es similar a la de la poblacion
general sin encontrarse diferencias significativas en funcién del sexo. Estudios previos,

como el de Johnson et al. (2009) muestran concordancia con nuestros resultados.

El segundo SNP rs11045819 del gen SLCO1B1, asociado a una cambio de
Pro155Thr, se ha analizado en cuanto a frecuencias en las dos poblaciones debido a la
asociacion estadisticamente significativa encontrada en varios estudios entre esta
variante y el aumento del riesgo de litiasis biliar para el alelo mutado A (p =0.029; OR
=2.31), asi como para la forma heterocigota (CA) (p =0.034; OR =2.22) y homocigota
(AA) (Srivastava et al., 2011; Srivastava et al., 2013), si bien los trabajos realizados

hasta la fecha son escasos.
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En nuestro trabajo la frecuencia de la variante alélica ligada a funcidn
disminuida del transportador, alelo A, ha estado menos representada en ecuatorianos
gue en espafoles lo que estd en desacuerdo con nuestra hipdtesis sobre la presencia
de alelos mutados y prevalencia de litiasis biliar, aunque los portadores homocigotos
AA son mas prevalentes en ecuatorianos (Tabla 7). Sin embargo, en ausencia de
seleccidn, ligamiento o mutacion, la frecuencia mayor de homocigotos recesivos para
dicho genotipo deberia darse en la poblacién espaiiola puesto que la prevalencia del
alelo en cuestidn es mayor en los espafioles. Esto se deduce al comparar la frecuencia
genotipica de los heterocigotos espafioles con la de los ecuatorianos, esperando que el
resultado de la mezcla de espafioles debiera ser mendelianamente mayor que la de los
ecuatorianos y, sin embargo, se observa todo lo contrario. Con todo ello, se podria
inferir que existe alguna razén por la cual no se cumple la segregacion independiente

de alelos, pudiendo deberse a un desequilibrio de ligamiento.

Los resultados de este trabajo muestran una similitud de distribucién del alelo
mutado A en caucasicos (Tabla 9) aunque de nuevo hallamos diferencias con la
poblacidn finlandesa. Destaca la ausencia de este alelo en asiaticos y una significativa
mayor presencia en nigerianos. Por su parte, las poblaciones americanas muestran un
similar porcentaje de portadores del alelo que la poblacion espafola, aunque ambas
poblaciones presentan mayor porcentaje que en mejicanos (p <0.05, en ambos casos).
A pesar de esta diferencias, en el estudio de Sortica et al. (2012) realizado en poblacidn

brasilefna, no se observa asociacién de esta mutacion con la etnia.

La distribucion de frecuencias en ambas poblaciones estudiadas es similar a la
de la poblacion general sin encontrarse diferencias significativas en funcién del sexo
(Tabla 8). Estudios previos realizados en otra variante de este mismo gen, muestran
concordancia en relaciéon al género, al no observar diferencias significativas ni en la

frecuencia de alelos ni de genotipos (Jindal et al., 2009).

El trasportador ABCGS8, perteneciente a la familia ATP binding-cassette esta
involucrado en el transporte de colesterol del hepatocito en la bilis. Los estudios
clinicos han demostrado que los polimorfismos de este gen, especialmente el

polimorfismo rs11887534 (D19H) es uno de los principales determinantes genéticos en
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la formacion de litiasis biliar en humanos, con especial prevalencia en las poblaciones
europeas y americanas, cuyo mecanismo patogénico seria la produccion de una bilis
litogénica por sobresaturacion de colesterol (Acalovschi et al., 2006; Griinhage et al.,
2007; Buch et al., 2007, Katsika et al., 2010). De este modo en el estudio realizado por
Buch et al. (2007) en poblacidon alemana, el mas amplio realizado a nivel mundial, se
demuestra una asociacion estadisticamente significativa en cuanto a un incremento de
riesgo de litiasis biliar para los portadores de la variante C. (p <0.0001, OR =2.2),

mostrando un riesgo mayor en los pacientes homocigotos CC (OR=7.1).

En nuestro estudio, la frecuencia del alelo mutado C del trasportador ABCG8 en
la poblacién espafiola ha sido de un 7.2 %, siendo similar al 8.1% hallada en la
poblacién ecuatoriana mestiza (Tabla 10), sin que existan diferencias significativas
entre ambas poblaciones. Al analizar el porcentaje de homocigotos CC para la
mutacion, que conllevaria un riesgo mas elevado de padecer litiasis biliar, observamos
que es cercano a cero en ambas poblaciones (0.35% y 0 para espafioles y ecuatorianos
respectivamente). El genotipo GC con riesgo intermedio presenta una frecuencia

similar en ambas poblaciones.

La comparacion de la frecuencia del alelo puro G en la poblacién espafiola con
otras poblaciones caucasicas, muestra una elevada homogeneidad intraétnica (Tabla
12). Sin embargo, la frecuencia de este alelo en poblaciones asiaticas es ligeramente
superior lo cual podria inferir un mayor riesgo de litiasis biliar de la poblacion
caucdsica. Ademas, las frecuencias del genotipo GC de riesgo intermedio son
significativamente mayores en espafoles en comparacién con asiaticos. Los resultados
obtenidos de este genotipo en el resto de poblaciones es similar a espafnoles, salvo en
la poblacién mejicana donde los heterocigotos fueron mas prevalentes. Estos
resultados estan en consonancia con los datos obtenidos en la poblacién estudiada por
Duggirala et al. (1999), reproducidos posteriormente por el mismo grupo en 2006,
donde se pone de manifiesto que la poblacidn mejicana es una de las que presenta
mayor heredabilidad de litiasis biliar, que llegaria a alcanzar el 53 % en los casos de
litiasis biliar sintomatica. Asi, en nuestro estudio la poblacién mejicana también
presenta un riesgo intermedio de litiasis biliar significativamente mayor a la poblacién

ecuatoriana mestiza (p <0.001).
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Cuando analizamos los resultados hallados en la poblacidén ecuatoriana mestiza,
en relacién al alelo C (Tabla 12), observamos que éste es similar en frecuencia a
poblaciones caucasicas. Estos datos serian acordes con los encontrados por Buch et al.
(2007), que al comparar la prevalencia del alelo C, no encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre la cohorte chilena (con alto componente mestizo)
y europeos. Es de notar que de nuevo la poblacién mejicana arroja resultados
interesantes al mostrar un porcentaje significativamente mayor que como se ha
comentado anteriormente, representa a la poblacion con mayor riesgo intermedio de
colelitiasis. Asi, la comparacion de éste grupo con otros americanos es un claro
ejemplo de diferencias intraétnicas, dentro de un gran grupo étnico. Cuando
comparamos los resultados de la poblacién ecuatoriana mestiza con la poblacion
africana, si bien en ésta ulltima es menor (5,1%), no se encuentran diferencias
significativas. Las poblaciones asiaticas presentan la menor prevalencia del alelo

mutado, confiriéndoles el menor riesgo de litiasis biliar.

Respecto a las comparaciones en la poblacidn espafiola y ecuatoriana mestiza
en relacion al género, no se ha encontrado diferencias significativas entre ambas
etnias. Si bien es una patologia mas frecuente en el género femenino, ésta se debe
fundamentalmente a causas hormonales por el efecto de estrédgenos y progesterona
en el metabolismo del colesterol y la alteracidon de la motilidad de la vesicula biliar

(Cirillo et al., 2005).

En los ultimos afios la variacion genética DI9H ha sido estudiado en la
poblacién danesa por Stender et al. (2011) como factor predictor de colelitiasis
sintomatica y cancer biliar concluyendo que el polimorfismo D19H es un importante
predictor de ambas patologias en esta poblacién concreta, que podria ser confirmado

con estudios en otras poblaciones.

Asimismo, la colelitiasis se ha asociado al sindrome metabdlico relacionando las
variaciones genéticas de este trasportador de colesterol con una disminucion de los
niveles de LDL en plasma, cobrando un papel importante en su implicacion en la
reduccion del riesgo de padecer cardiopatia isquémica (Stender et al., 2014). A pesar

de que nuestro estudio, no se ha realizado por este motivo, los datos obtenidos junto
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con la obtencidn de otras parametros analiticos podrian servir para completar estudios
de otros autores sobre esta asociacion, asi como la respuesta al tratamiento con

estatinas en pacientes con hipercolesterolemia (Srivastava et al., 2010).

En nuestro estudio, hemos determinado la frecuencia de tres variantes del gen
NR1H4 que codifica el receptor nuclear farnesoide X (FXR). EI FXR provoca una
respuesta a la acumulacion intracelular de sales biliares, modulando sus sintesis y
favoreciendo su eliminacidn. Las variantes de este gen, cuya expresiéon se produce
tanto a nivel hepatico como ileal, originan acumulacién de sales biliares y por tanto
una bilis litogénica lo que provoca un aumento del riesgo de colelitiasis (Kullak-Ublick

et al., 2004; Moschetta et al., 2004).

Las tres variantes analizadas del gen NR1H4 en este estudio han sido las
siguientes: rs3762108, rs56163822 y rs7138843. El primer SNP estudiado ha sido el
rs3762108 (-20647 T>G), el cual se ha asociado con mayor riesgo de colelitiasis. Como
se observa en la Tabla 13 el alelo mutado en la poblacidon espafiola tiene escasa
presencia (1.6%), a diferencia de la poblacion ecuatoriana mestiza (10.1%), sin
encontrarse en ambas poblaciones individuos homocigotos para el alelo G. Estos datos
concuerdan con los obtenidos en el estudio de Kovacs et al. (2008), donde la poblaciéon
caucasica germana presenta menor prevalencia respecto a poblacion mejicana (4% vy

11% en alemanes y mejicanos, respectivamente).

Las frecuencias alélicas y genotipicas observadas en poblacion caucasica son
similares entre si (Tabla 15). Por otro lado, la frecuencia del alelo G en espafioles fue
significativamente menor respecto a asidticos, americanos y africanos (p <0.0001, en
todos los casos), al igual que ocurre con los genotipos TG y GG que presentan una

frecuencia escasa e incluso nula en el caso de GG.

En lo referente a la poblacidon ecuatoriana mestiza las frecuencias alélicas y
genotipicas del rs3762108 observadas tienen una prevalencia similar a otras
poblaciones americanas (Tabla 15). Sin embargo, en el estudio de Kovacs et al. (2008)
donde se compara la frecuencia del alelo entre una cohorte mejicana (11%) y chilena
(4%), se observa una frecuencia diferente entre ambas poblaciones. La frecuencia de la

variante mutada G ocupa una posicion intermedia entre caucasicos, con distinto nivel
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de significacion estadistica, y poblacion asiatica (p <0.0001, en japonesa y p <0.05, en
china) y poblacién nigeriana, donde resulta ser mas prevalente (p <0.0001), lo que iria
en consonancia con el mestizaje entre amerindios y caucasicos. La distribucion de los
genotipos TT y TG arroja diferencias significativas en el mismo sentido que la
distribucién alélica. Sin embargo, el genotipo GG, practicamente ausente en
poblaciones americanas, ha mostrado diferencias con poblaciones asiaticas (p <0.05,
en ambos casos), siendo mucho mas prevalente en nigerianos (p <0.0001). Hasta la
fecha son escasas las publicaciones de las prevalencias de esta variante en diferentes
poblaciones, con lo cual los datos de la comparacién precisan ser confirmados en

futuros estudios de cohortes poblacionales.

El segundo SNP analizado del gen NR1H4 ha sido el rs56163822. En la Tabla 16
se pone de manifiesto la menor presencia del alelo mutado T, asociado a riesgo de
colelitiasis, en ambas poblaciones estudiadas no existiendo diferencias
estadisticamente significativas en la comparacién de frecuencias. Es de destacar, al
igual que ocurre con el anterior SNP, la ausencia de homocigotos para el alelo mutado

en ambas poblaciones.

En la Tabla 18 se muestra la similitud existente en las frecuencias alélicas y
genotipicas, entre espafoles y otras poblaciones caucasicas. Ademas, se evidencia una
menor frecuencia del alelo mutado T en espafioles y por tanto, de homocigotos TT y
heterocigotos, respecto a poblacién asidtica (p <0.0001). También es menor la
frecuencia en espafioles de este alelo respecto a poblaciones americanas aunque solo

aparece significacion en relacién a mejicanos (p <0.001).

De manera muy similar a la espafiola se comporta la poblacién ecuatoriana
mestiza al presentar Unicamente diferencias con asiaticos y mejicanos, mostrando el
alelo mutado mayor presencia en ambos casos (Tabla 18). En las poblaciones
americanas se evidencia una ausencia de portadores TT, que en mejicanos se traduce
en una mayor presencia de heterocigotos respecto a ecuatorianos mestizos (p <0.001).
Al igual que para la variante rs3762108, nuestros datos concuerdan con los
comunicados por Kovacs et al. (2008) donde de nuevo la poblacién mejicana (7%) tiene

una superior prevalencia respecto la chilena y alemana (2% en ambos casos).
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El tercer SNP evaluado en este estudio es el rs7138843 (NR1H4), ha sido
asociado a superior riesgo de padecer colelitiasis. La Tabla 19 recoge la comparacién
entre espafoles y ecuatorianos mestizos en la frecuencia alélica y genotipica, donde se
ha detectado la presencia del alelo mutado en ambas poblaciones, aunque con menor
porcentaje en espafioles (p <0.0001). En cuanto al genotipo, se vuelve a poner de
manifiesto la ausencia en ambas poblaciones de homocigotos para el alelo mutado,
con una mayor presencia de homocigotos para el alelo puro en espafioles frente a
ecuatorianos mestizos (p <0.0001). Los individuos heterocigotos fueron

significativamente mas prevalentes en ecuatorianos mestizos (p <0.0001).

La frecuencia de los alelos y genotipos del rs7138843 en nuestra poblacién
espanola ha resultado ser parecida a otras poblaciones caucasicas (Tabla 21), con
algunas diferencias con poblacion finlandesa, donde el alelo T es mas prevalente y el
genotipo AT menor (p <0.001, en ambos casos), destacando una superior presencia de
heterocigotos finlandeses (p <0.0001). Asimismo, la poblacidon espafiola posee una
menor frecuencia del alelo mutado T y genotipo TT respecto a poblaciones asiaticas,
americanas y africanas (p <0.0001, en todos los casos). Como en las poblaciones
caucasicas, destaca la ausencia de portadores homocigotos para el alelo mutado en
colombianos y ecuatorianos mestizos, presentando los mejicanos un porcentaje del
6.2% (p <0.001). La mayor prevalencia de este genotipo se observa en poblaciones

asiaticas y nigeriana (p <0.0001).

La presencia del alelo T y del genotipo TT del rs7138843 en ecuatorianos
mestizos es similar a la de colombianos e inferior a la de mejicanos (p <0.001, en
ambos casos). El porcentaje de este alelo y genotipo en ecuatorianos mestizos ocupa
una posicion intermedia entre caucasicos, donde la prevalencia es menor, y asiaticos y
nigerianos (Tabla 21). Como se ha comentado anteriormente, la ausencia de individuos
TT en ecuatorianos mestizos, determina que Unicamente existen diferencias con
asiaticos, africanos (p <0.0001, en ambos casos) y mejicanos (p <0.001). Estos
resultados estan en consonancia con los datos que cabrian esperar debido al bagaje
genético de la poblacion mestiza de Ecuador, con un pool genético derivado de

europeos, fundamentalmente espafioles y amerindios originarios de Asia.
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El escaso numero de trabajos previos en los que se han analizado los tres SNPs
del NR1H4 (-20647 T>G; -1 G>T; IVS7 -31 A>T) de forma individual, que se han
determinado en nuestro estudio, se debe a que se encuentran ligados formando el
haplotipo NR1H4_1 (T-G-A). Dicho haplotipo, es el mas comun de los existentes en el
gen NR1H4. En nuestro trabajo, los tres SNPs han resultado en desequilibrio de
ligamiento en las dos poblaciones estudiadas, con valores D ~ en el analisis de 0.83 y
0.82 segln el SNP considerado en espafioles y 0.59 y 0.58 en ecuatorianos
mestizos.(Figura 1y 2). La prevalencia del haplotipo ha sido del 96% en espafioles y tan
solo del 77% en ecuatorianos mestizos (p <0.0001) (Tabla 22). En dicha tabla figura la
comparacion con otras poblaciones, donde se aprecia la similitud de frecuencia entre
espafioles y alemanes, y su mayor prevalencia respecto poblaciones americanas siendo
el gradiente caucasicos > chilenos > ecuatorianos mestizos y mejicanos (p <0.05 y p
<0.0001, respectivamente). Respecto a la poblacion ecuatoriana mestiza, destaca la
diferencia de presencia del haplotipo comparada con la poblacién chilena (p <0.0001).
En este caso la diferencia entre ambas poblaciones podria deberse al tipo de muestreo
realizado. La menor presencia del haplotipo en poblacién ecuatoriana mestiza respecto
a la poblacién espanola, estaria asociada a mayor riesgo de padecer colelitiasis, al igual
gue ocurre en la poblacién mejicana donde se observé mayor prevalencia del
haplotipo en pacientes con colelitiasis que en controles. Por el contrario, en poblacién
alemana no se encontrd asociacién entre colelitiasis y el haplotipo NR1H4_1 debido a
que es casi el unico haplotipo existente, lo que le confiere poca variabilidad genética,
perdiendo quizas el poder analitico para detectar cualquier relacidn a nivel clinico

(Kovacs et al., 2008).

Desde hace tiempo se sabe que en los nucleos de los cdlculos de colesterol se
encuentran de forma frecuente pequefias partes de pigmento de bilirrubina. Asi, este
hecho ha servido como base de la hipdtesis de que el pigmento de bilirrubina pudiera
servir como nucleo primario de precipitacion de colesterol en la formacién de
colelitiasis, siendo objeto de investigacidon en los ultimos afios (Van Erpecum et al.,
2011). Esta hipotesis relaciona diversos factores genéticos implicados en la génesis de
litiasis biliar con la aparicién de dichos pigmentos. En este sentido, uno de los

principales factores de riesgo genético que se han estudiado son las variantes de la
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isoenzima UGT1A1, encargada de la conjugacién de la bilirrubina, y cuyas variaciones a
nivel de expresidn genética determina cambios en la actividad enzimatica que se han

relacionado con estados de hiperbilirrubinemia (Ostrow and Tiribelli, 2001).

La importancia de las variantes de esta enzima se puede observar en el estudio
de Buch et al. (2009) donde se determind la relacion entre la variante ABCG8
(rs11887534) y UGT1A1 (rs6742078) en una poblacidn alemana, encontrandose que la
asociacion de ambas determina un factor de riesgo de heredabilidad de litiasis biliar
del 21.2%, siendo dicho factor bastante menor si no aparecen ambas. Asimismo en un
estudio reciente de cohortes realizado sobre una amplia poblaciéon danesa (n =3.322)
se pone de manifiesto también la relacion entre el riesgo de colelitiasis y la enzima
UGT1A1, mostrando los heterocigotos y homocigotos para la variante rs8175347

mayor riesgo (OR =1.09 y OR =1.22, respectivamente) (Krawczyk et al., 2013).

En este trabajo se han analizado y comparado poblacionalmente la prevalencia
de tres SNPs de esta enzima, el rs4148323, el rs6742078 y el rs8175347. La primera
variante analizada del gen UGT1A1 es el rs4148323 cuyo cambio aminoacidico es
Gly71Arg (G>A). El alelo mutado A, que conlleva una actividad reducida de la enzima, y
por lo tanto estaria implicado en la patogénesis de litiasis biliar, esta practicamente
ausente en la poblacién espafiola estudiada (0.17%), sin que se hayan encontrado
homocigotos AA en dicha poblacién (Tabla 23). Cuando lo comparamos con la
poblacién ecuatoriana mestiza (2.2%), observamos que en esta poblacién la
prevalencia del alelo mutado A es mayor (p <0.05). Este resultado esta en consonancia
con los datos que cabrian esperar debido al bagaje genético de la poblacién mestiza de
Ecuador que comparte un claro componente asiatico (15.7% en chinos y 13.0% en
japoneses). En ninguna de las dos poblaciones estudiadas hemos encontrado la forma
homocigota AA que conferiria mayor riesgo de colelitiasis, por lo que en estas
poblaciones, estas variantes no parecerian comportar un factor de riesgo en la génesis

de litiasis biliar por si mismas.

En la Tabla 25 se aprecian las frecuencias de otras poblaciones con las que se
han comparado nuestros resultados, observandose una distribucion homogénea en las

poblaciones caucasicas, salvo de nuevo con la comparacién con fineses tanto a nivel
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alélico como genotipico (p <0,001), a excepcion de los homocigotos mutados donde
tampoco se hallaron portadores. Este resultado va en consonancia con el estudio
previo de Kaniwa et al. (2005) , que pone de manifiesto la rareza de este polimorfismo
en la poblacién caucasica donde encontraron Unicamente dos individuos portadores

del alelo mutado en una muestra de 150 caucasicos.

La comparacion de la poblacidn espafiola con la poblacion asidtica para este
SNP, arroja resultados diferentes, ya que tanto la prevalencia del alelo mutado A
(15.7% en chinos y 13% en japoneses) como el genotipo GA han mostrado ser
significativamente mas altos en la poblaciéon asidtica (p <0.0001). Ademas, es
interesante resaltar que son las Unicas poblaciones en la que se ha hallado el genotipo
AA. Estos resultados estan de acuerdo con lo comunicado en otros estudios en
poblacion asidtica donde dichas prevalencias alélicas han oscilado entre el 5-15% (Teh
et al., 2012; Jada et al., 2007; Huang et al., 2000). Destaca también la nula presencia
del alelo mutado en poblacién africana, lo que coincide con los datos previos
existentes ya que esta variante se considera caracteristica de poblaciones asiaticas no

encontrandose ni en caucasicos ni en africanos (Kaniwa et al. 2005).

Las frecuencias del alelo mutado en espafioles respecto al resto de las
poblaciones americanas, ha sido significativamente menor (p <0.05) al igual que

ocurria con la poblacién ecuatoriana mestiza.

Al comparar las poblaciones americanas entre si, se observa una homogeneidad
en las prevalencias, donde el alelo A es poco frecuente, lo que conlleva que también el
genotipo GA lo sea y halla una ausencia de portadores del genotipo AA en estas
poblaciones. La comparacién con asiaticos, al igual que ocurria en la comparacion de la
poblacidén caucasica, muestra una discrepancia de frecuencias alélicas y genotipicas
(Tabla 25). A tenor de los resultados obtenidos y existentes se evidencia que la
variabilidad intraétnica presentada por la variante rs4148323 (UGT1A1) conferiria

mayor riesgo de padecer litiasis biliar en poblaciones asiaticas.

Los datos existentes en relacion a esta variante y por tanto al género son
escasos. Sin embargo, estudios de otras variantes muestran un mayor riesgo en

varones que en mujeres (Buch et al, 2009). Esto no concuerda con nuestros datos, ya
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que al analizar las diferencias de la variante rs4148323 en relaciéon al género, no se

observa ninguna diferencia estadisticamente significativa (Tabla 24).

El segundo SNP estudiado ha sido el rs6742078 (G > T). Este SNP, se ha asociado
a altos niveles de bilirrubina enddgena correlaciondandose tanto con un aumento de
riesgo de colelitiasis como de colelitiasis sintomatica en pacientes con niveles altos de
bilirrubina alta (Stender et al., 2013). Asi, se ha asociado un incremento de bilirrubina
plasmatica del 61.3% para homocigotos mutados TT frente a un 27.0% para los
portadores de este alelo, lo que confiere un mayor riesgo a los homocigotos del alelo

recesivo (Buch et al, 2010).

En las dos poblaciones estudiadas en este trabajo esta variante ha mostrado el
mismo patrén de distribucion tanto alélica como genotipica (Tabla 26), siendo el
genotipo de alto riesgo TT del 7.1% y 11.4% para la poblacién espafiola y ecuatoriana
mestiza, respectivamente. Esta variante ha resultado ser mas prevalente en las dos
poblaciones objeto de nuestro estudio en comparacion con la variante rs4148323
anteriormente comentada. Destaca en esta variante la similitud en el patrén de
distribucién en caucdsicos, incluidos los finlandeses, y en americanos. Sin embargo, la
poblacién asiatica, si presenta diferencias con ambas poblaciones, ya que sus
prevalencias han sido significativamente menores (Tabla 28). Las mayores prevalencias
para el genotipo de alto riesgo se han encontrado en la poblacién nigeriana, con
diferencias significativas respecto a espafoles y ecuatorianos mestizos (p <0.0001). Los
datos de frecuencias alélicas y genotipicas rs6742078 que aportan este estudio son
acordes con los hallados en poblaciones caucasicas, americanas y asiaticas (Mendez et

al., 2013).

En cuanto a las diferencias de género, existen pocos datos en la literatura. En
un estudio caso-control realizado en 2606 pacientes alemanes se observd asociacién
de la variante mutada en varones (OR =2.34) pero no en mujeres (OR =1.10). Estas
diferencias fueron constatadas también en un pequefio estudio de cohortes en
sudamericanos (210 pacientes de litiasis biliar) (Buch et al., 2010). Por el contrario,

Stender et al. (2013) no evidenciaron diferencias de género en una poblacién de
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61.212 individuos de los cuales 3.374 padecian colelitiasis sintomatica. Esto estd en la

misma linea que nuestros datos en relacién al género (Tabla 27).

En los ultimos afos, entre las potenciales implicaciones clinicas para la variante
mutada rs6742078 (UGT1A1) ha cobrado relevancia su asociacion con el debut de
diabetes mellitus tipo 2 y con mayor riesgo de padecer patologia cardiovascular
(Kunustsor et al, 2015; Abbasi et al, 2015). Si bien estos datos precisan ser estudiados
en cohortes mds amplias, los resultados de nuestro estudio podrian contribuir al mejor

conocimiento de poblaciones mas susceptibles.

El tercer SNP (rs8175347) evaluado en este trabajo, al contrario que lo que
ocurre con el primero, ha sido ampliamente estudiado. Este SNP produce variaciones
en el nimero de secuencias de nucledtidos repetidos TA en la regidn promotora
A(TA)sTAA del gen UGT1Al1. De este modo, la adicién de una secuencia extra
A(TA),TAA produce una proteina que origina una reduccion en la glucuronidacion e
hiperbilirrubinemia, que se ha relacionado con el sindrome de Gilbert, asociado a
mayor riesgo de colelitiasis. Esta variacidn en el promotor parece interferir con la
unién de un factor de transcripcidén necesario para la correcta sintesis de la isoenzima

UGTI1A1 (Chaouch et al., 2013).

En nuestro estudio la prevalencia de esta variante alélica ha sido la mas
frecuente entre las tres variantes estudiadas del UGT1A1 y ha mostrado prevalencia
similar tanto en la poblacién espafiola como en la ecuatoriana mestiza (Tabla 29). Asi,
los datos de prevalencia que hemos obtenido concuerdan con los previamente
encontrados en otra poblacién espafola descrita por Mendez et al. (2013). Ademas, tal
como se observa en la Tabla 31, las frecuencias alélicas y genotipicas no han
presentado diferencias al compararlas con otras poblaciones caucasicas, americanas o
africanas. Sin embargo, en la poblacién china tanto la presencia del alelo mutado como
los homocigotos TA;TA; y heterocigotos han resultado menos prevalentes que en la

poblacién espafiola (p <0.0001).

La poblacién ecuatoriana mestiza presenta la misma distribucion alélica
respecto a una poblaciéon chilena, asi como a la poblacién caucdsica y tunecina (Tabla

31). Las diferencias las encontramos, al igual que ocurre con la poblacién espafiola, al
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comparar con los chinos (p <0.0001) donde la adicién del dinucleétido TA es menos
frecuente. Es de notar que aunque no hay diferencia alélica entre ecuatorianos
mestizos y tunecinos, si que hallamos mayor presencia en ecuatorianos mestizos tanto

de homocigotos puros como de heterocigotos.

Los datos de nuestro estudio estdn en consonancia con estudios previos donde
hay un predominio de la variante en caucasianos y africanos respecto a la poblacién
asiatica (Beutler et al., 1998; Hall et al., 1999; Barbarino et al., 2014). En este caso, el
motivo por el cual la prevalencia de la mutacién en la poblacién tunecina no es tan
elevada como la encontrada en poblacién africana, se ha asociado con las diferentes
rutas de esclavos a la que ha sido sometida esta poblacién a lo largo de su historia

(Chaouch et al., 2013).

Un aspecto clinico de gran interés en relacidn con las variaciones polimdrficas
de este gen UGT1A1, se asocia con el proceso de eliminacion de diversos farmacos
utilizados en terapéutica ya que es responsable de catalizar su glucuronizacién,
contribuyendo asi a su eliminacion. Esto le confiere importancia en el campo de la
farmacogenética a la hora de prever posibles reacciones adversas a farmacos tan
ampliamente utilizados en la practica clinica como el irinotecan, quimioterapico
utilizado como primera linea en el tratamiento del cancer de colon metastasico, donde
la determinacion de sus polimorfismos, especialmente el rs8175347, previa al
tratamiento para prevenir efectos adversos como las neutropenia seria coste-efectivo
en aquellas poblaciones que presentan altas prevalencias aunque son necesarios mas
estudios para fortalecer estas recomendaciones (Obradovic et al., 2008; Gold et al.,
2009). Nuevamente, tal y como figura en la Tabla 30, al evaluar el rs8175347 en
relacidon al género no se encuentran diferencias significativas. Mendez et al. (2013)
muestran que la prevalencia poblacional fenotipica del sindrome de Gilbert presenta
diferencias significativas entre hombres y mujeres, no atribuibles al genotipo. Se
postula que las hormonas sexuales femeninas pueden incrementar la conjugacion y
secrecidn hepatica de bilirrubina. En efecto, en modelos animales estas diferencias de

género desaparecen con la gonadectomia (Maruca and Fevery, 1984).
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Cabe destacar la ausencia de diferencias de género en los polimorfismos
estudiados en esta memoria de tesis doctoral. Este dato, ademds de ser consistente
con la naturaleza puramente autosdmica de los rasgos estudiados, confiere una fuerte
robustez a nuestros resultados, de forma que no seria necesaria en ningln caso la
replicacion de los mismos. Otro punto fuerte de la metodologia de este trabajo viene
constituido por la seleccion de la muestra para la que se han utilizado marcadores
genéticos de mestizaje. Esta es la diferencia mds favorable de nuestro estudio en
relacidon a otros trabajos realizados en poblaciones de multiple y muy diverso origen

étnico.

En resumen los datos de este trabajo profundizan en la existencia de una
amplia heterogeneidad interétnica e intraétnica de los diversos genes analizados en
este estudio implicados en la génesis de litiasis biliar, y a su vez, algunos datos

refuerzan la nocion acerca del origen biétnico de la poblacidn mestiza de Ecuador.
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V. CONCLUSIONES

Las principales conclusiones que pueden extraerse del presente trabajo son las

siguientes:

1.

La frecuencia de la variante alélica G del rs9514089, asociada en estudios
epidemioldgicos, con aumento de riesgo de padecer litiasis biliar, es similar en
espafioles y ecuatorianos mestizos. La comparacién interétnica de la
prevalencia de este alelo muestra la similitud de estas dos poblaciones con
otras caucasicas y asiaticas, y la superior presencia del alelo en poblacién
africana y finlandesa.

En la poblacién espafiola, la frecuencia del alelo C del rs4149056 del gen
SLCO1B1, que produce un cambio missense en la codificacion del
transportador, es similar a la que presentan otras poblaciones caucdasicas y
asiaticas. Este alelo mutado estd menos presente en espafioles que en
ecuatorianos mestizos que junto a colombianos y finlandeses presentan la
mayor prevalencia a nivel global.

El alelo A del rs11045819 del gen SLCO1B1, que genera un cambio de
aminodcido missense, presenta una prevalencia similar en espafoles y
ecuatorianos mestizos. En poblaciones asiaticas este alelo esta ausente y la mas
alta presencia se presenta en africanos.

El rs11887534 del gen ABCGS8, perteneciente al complejo proteico ATP-
bindingcassette, presenta una similar distribucidn alélica entre espafoles y
ecuatorianos mestizos, encontrandose la menor presencia en asiaticos.

La variante mutada G del rs3762108 del gen NR1H4, codificante del receptor X
farsenoide (FRX), asociada con mayor riesgo de colelitiasis es estudios
epidemioldgicos, estd mas presente en ecuatorianos mestizos respecto a

espanoles. La frecuencia alélica del rs3762108 en la poblaciéon ecuatoriana
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mestiza, dispone de una representacion similar a otras poblaciones
americanas, ocupando una posicién intermedia entre caucasicos y poblacion
asiatica y nigeriana, donde resulta ser mas prevalente.

El rs56163822 perteneciente al gen NR1H4, asociado epidemioldgicamente a
riesgo de colelitiasis, esta escasamente presente en ambas poblaciones
estudiadas destacando, la ausencia de homocigotos para el alelo mutado T en
ambas poblaciones. Ademas, este alelo ha sido menos prevalente que en
asiaticos y mejicanos.

La variante T del rs7138843 del gen NR1H4, asociado a un superior riesgo de
padecer colelitiasis, esta menos presente es espafioles que en ecuatorianos
mestizos, sin que se hayan encontrado individuos homocigotos TT. La presencia
del alelo T del rs7138843 en ecuatorianos mestizos ocupa una posicion
intermedia entre la de caucdsicos, cuya prevalencia es menor, y asiaticos y
nigerianos.

Los tres SNPs estudiados del gen NR1IH4 han resultado en desequilibrio de
ligamiento en las dos poblaciones estudiadas formando el haplotipo NR1H4_1,
previamente hallado asociado a riesgo de padecer colelitiasis, siendo el
gradiente: caucadsicos > chilenos > ecuatorianos mestizos y mejicanos.

El alelo mutado A del rs4148323 (UGT1A1), que conlleva actividad enzimatica
reducida, es practicamente inexistente en la poblacidn espafiola e inferior a la
ecuatoriana mestiza, con ausencia en las dos poblaciones de individuos
homocigotos AA. En la poblacidn espanola la frecuencia es similar a la de otras
poblaciones caucasianas e inferior a poblaciones americanas y asiaticas.

La distribucion de frecuencias del alelo del rs6742078 del gen UGT1A1 es
similar en poblacion espafola y ecuatoriana mestiza. En estas poblaciones, la
prevalencia del alelo mutado T, asociado previamente a un aumento de
bilirrubina a nivel plasmatico, se encuentra entre la de asidticos, donde es
menor y africanos de Nigeria.

El rs8175347 de la isoenzima UGT1A1 muestra una frecuencia similar en
espanoles y ecuatorianos mestizos. En esta poblaciones, la presencia del alelo
mutado (TA); asociado a un descenso de actividad enzimatica, es mas

prevalente que en asiaticos y menos que en africanos.
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12. No existen diferencias de género en la frecuencia de ninguna de las variantes

alélicas analizadas en este estudio.
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