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RESUMEN

El gen FUT2 codifica la enzima o(1,2)-fucosiltransferasa 2 que cataliza la
transferencia de una fucosa al residuo de galactosa de las cadenas tipo 2 de los
antigenos de grupos histo sanguineos (HBGASs por sus siglas en inglés) liberados
en mucosa Y fluidos secretados. Los HBGAs pueden servir de sitio de anclaje para
algunos patdgenos como Norovirus que se asocia a aproximadamente 18% de
casos de gastroenteritis a nivel mundial y es la segunda causa de diarrea severa en
nifios. El polimorfismo G428A (rs601338) del gen FUT2 genera una mutacion sin
sentido en el codon 143 lo que produce una proteina no funcional o trunca. Si un
individuo no libera HBGAS en secreciones ni células epiteliales, se le denomina
no secretor (se). Existe evidencia de que el estado secretor y no secretor serian
factores de riesgo o proteccion ante ciertos patdgenos.

Objetivo: Determinar la asociacion entre la presencia de los polimorfismos G y A
en la posicion 428 del gen FUT2 y la tasa de incidencia de infeccion por
Norovirus en nifios menores de 1 afio en una cohorte de nacimiento de un distrito
periurbano de Lima.

Métodos: La genotipificacion del SNP G428A del gen FUT2 fue realizada con
ARMS-PCR a partir de ADN gendmico aislado de muestras de hisopado oral. Los
datos para calcular incidencia de NoV y otros datos sociodemogréaficos fueron
obtenidos de un estudio de cohorte de nacimiento de nifios bajo vigilancia activa
de 1 a 12 meses de edad.

Resultados: No se encontré asociacion significativa entre la presencia de SNP
G428A y la tasa de infeccion por NoV. Se identifico 11 mutaciones de nucle6tido
simple adicionales, de las cuales 2 no han sido reportadas previamente.

Palabras clave: FUT2, HBGAs, Norovirus, cohorte, Pera.



ABSTRACT

The FUT2 gene encodes the enzyme a(1,2)-fucosyltransferases 2 wich catalyzes
the transfer of a fucose to the galactose residue of type 2 chains of histo blood
group antigens (HBGAS) released in mucosa and secreted fluids. HBGASs can
serve as an anchoring site for some pathogens such as Norovirus, which is
associated with approximately 18% of cases of gastroenteritis in the world and is
the second leading cause of severe diarrhea in children. The G428A
polymorphism (rs601338) of the FUT2 gene generates a nonsense mutation in
codon 143 which produces a non-functional or truncated protein. If an individual
does not release HBGASs in secretions or epithelial cells, it is called a non-secretor
(se). There is evidence that the secretory and non-secretory status would be a risk
factors or protection factor against certain pathogens.

Objective: To determine the association between the presence of polymorphisms
G and A at position 428 of the FUT2 gene and the incidence rate of Norovirus
infection in children under 1 year of age in a birth cohort of a peri-urban district of
Lima.

Methods: SNP G428A genotyping of the FUT2 gene was performed with ARMS-
PCR from genomic DNA isolated from oral swab samples. Data to calculate NoV
incidence and other sociodemographic data were obtained from a cohort study of
the birth of children under active surveillance from 1 to 12 months of age.

Results: No significant association was found between the presence of SNP
G428A and the incidence rate of NoV infection. Eleven additional single
nucleotide mutations were identified, of which 2 have not been previously
reported.

Key  words: FUT2, HBGAs, Norovirus, cohort,  Peru.



INTRODUCCION
Los antigenos de grupos histo sanguineos (HBGAs por sus siglas en
inglés) son oligosacaridos (1) que pueden estar unidos a proteinas o lipidos
que se encuentran en la superficie de los glébulos rojos y el epitelio
mucoso (tractos digestivo, respiratorio y genitourinario) o pueden
encontrarse de forma libre en fluidos biologicos (saliva, leche) (2). En los
tejidos mucosos humanos se encuentra presente la a(l,2)-
fucosiltransferasa 2 (FUT2) que es una enzima que cataliza la
transferencia de una fucosa al residuo de galactosa de las cadenas tipo 2 de
los HBGAs (3-6) liberadas en mucosa y fluidos secretados (7,8). Estas

cadenas pueden servir de sitio de anclaje para algunos patégenos (9).

El polimorfismo G428A (rs601338) del gen FUT2 (GenelD: 2524) ocurre

en la posicion 428 (se*®

) del gen generando una mutacion sin sentido en
el codon 143 que cambia el aminodcido triptofano (Trp) por un coddn de
terminacion. Esto forma una proteina no funcional o trunca. Si un
individuo es homocigoto para un alelo no funcional de FUT2, no presenta
antigenos ABO en secreciones ni células epiteliales, por ello se le
denomina no secretor (se). Si presenta al menos un alelo funcional,
presenta antigeno ABO y se le denomina secretor (Se) (10). El fenotipo
secretor esta determinado por variaciones en la secuencia genémica del
gen y estudios publicados entre 1995 y 1998 reportaron que los

polimorfismos del gen FUT2 tienen un patrén especifico segun el grupo

étnico (11-13).



En estudios previos, se ha demostrado que Escherichia coli, Helicobacter
pylori y Norovirus se anclan a glicanos fucosilados en células epiteliales
(14-18) de los individuos con fenotipo secretor, lo que favorece la
infeccion del hospedero. Ademas, la gastroenteritis severa causada por
Sapovirus estuvo ausente en nifios no secretores (19). Por otro lado, los
individuos con fenotipo no secretor mostraron susceptibilidad a
infecciones por Streptococcus pneumonia, Haemophilius influenza y
Céandida (20-22). Dicha evidencia apunta a que el estado secretor y no
secretor (de dichos glicanos) serian factores de riesgo o proteccion ante
estos patdgenos (18,23). En un estudio realizado en Estados Unidos, se
observdé que el efecto protector contra gastroenteritis causada por
Rotavirus dado por el fenotipo no secretor por mutacién en el gen FUT2

era mayor que el efecto protector dado por la vacunacion ante el patdgeno.

A nivel mundial, las diarreas son la tercera causa de muerte en nifios
menores de 5 afios, de las cuales, la mayoria ocurre en paises en desarrollo
(24). Diferentes patdgenos causan diarrea en nifios, por ejemplo,
Norovirus (NoV), Sapovirus (SaV) y Escherichia coli enterotoxigénica

(ETEC).

Debido a que las variaciones genéticas de FUT2 y los fenotipos secretor o
no secretor varian de acuerdo al grupo étnico, se considera importante
realizar este estudio en la poblacion peruana con el fin de identificar a la

poblacion que es naturalmente inmune a contraer y desarrollar infeccion



por NoV. Obtener resultados favorables, puede contribuir al desarrollo de
terapias enfocadas a bloquear los sitios de anclaje presentes en los HBGAs
(19). De igual manera, podria brindar informacion para futuras
investigaciones del comportamiento del virus en relacion a la genética del

hospedero.



MARCO TEORICO

I1.1. Antigenos de grupos histo sanguineos (HBGAS)

Inicialmente fueron llamados “antigenos de grupos sanguineos” porque
primero se identificaron en la superficie de los eritrocitos; posteriormente,
se demostr6 que también se encontraban en la mayoria de tejidos
epiteliales y secreciones, por lo que se sugirid usar el término “antigenos
de grupos histo-sanguineos” para aquellos antigenos de grupo sanguineo
que se encontraran ademas, en células diferentes a los eritrocitos (8). Son
carbohidratos que para ser sintetizados requieren de glicosiltransferasas
especificas (25) que son codificadas por genes polimérficos, por lo tanto,

su expresion varia entre tejidos.

La estructura central de los HBGAs puede ser de 4 tipos (Galpl-
3GIcNAcpl-R,  GalPIMGIcNAcpl-R,  Galpl-3GalNAcal-R,  Galpl-
3GalNAcpl-R.) y a partir de ellas se puede sintetizar antigenos de grupo
sanguineo ABO y Lewis. En humanos, la regulacion de la expresion de
antigenos ABO requiere de la presencia de dos a(1,2)-fucosiltransferasas
(FUT) que son enzimas que catalizan la transferencia de una fucosa al
residuo de galactosa de las cadenas tipo 1 y tipo 2 (3-6). La primera es la
enzima H que es codificada por el gen H (FUT1) y regula la expresion de
antigenos ABO en la membrana de los eritrocitos (Figura 1.) (26) y la
segunda es la enzima Se que es codificada por el gen Se (FUT2) y regula
la expresion de los mismos antigenos en mucosa y fluidos secretados (7,8).

Por otro lado, la expresion del fenotipo Lewis depende de la accion de



a3/4-Fucosyltransferasa (FUT3) (26). En la tabla 1 se presenta de forma

resumida lo expuesto en esta seccion.

Acetil- Acetil-
I Fucosa 0 Galactosa . Glucosa < glucosamina galactosamina
Sustancia Antigeno H Antigeno A Antigeno B Antigenos Ay B

Ceramida

<<

PP
bil

Grupo O Grupo A Grupo B Grupo AB

Figura 1. Formacion de grupos histosanguineos. La sustancia precursora
de los antigenos de grupo sanguineo ABO requiere que se incorpore una
fucosa para la formacion del antigeno H. Posteriormente, pueden ser

afadidas la acetil-galactosamina o galactosa para la formacion de los

antigenos Ay B (27).
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11.2. Polimorfismos del gen FUT2 y estado secretor

El gen FUT2 (GenelD: 2524) tiene un tamafo de 9 980 pb constituido por
un intrén de 6 865 pb y dos exones; el primero tiene un tamafio de 118 pb
y es una region codificante no traducida, el segundo tiene un tamafio de 2
995 bp y codifica la proteina a(1,2)-fucosiltransferasa conformada por 343
aminoécidos (28). Esta proteina es una enzima que regula la sintesis de
antigeno H, precursor de los antigenos de grupo histo sanguineo ABO que
se encuentran en mucosa y fluidos corporales (10,11). Por lo tanto, el
estado secretor de un individuo esta asociado a la expresion de antigeno H.
Se ha identificado muchas variantes alélicas para este gen, las cuales dan
lugar a diferentes fenotipos, tales como, secretor, secretor débil y no
secretor. Si un individuo es homocigoto para una variante alélica no-
funcional de FUT2, no sintetiza el antigeno H y, por lo tanto, no presenta
antigenos ABO en secreciones ni células epiteliales, por ello se les
denomina no secretores (se). Si presentan al menos una forma alélica
funcional, sintetizan antigeno H y, por lo tanto, presentan antigenos ABO

y se les denomina secretores (Se) (10).

Estudios publicados evidencian que los patrones de polimorfismos
presentes son especificos a los grupos étnicos. Por ejemplo, el fenotipo no
secretor se encuentra entre 20-30% en poblaciones europeas y africanas
(10), cerca del 40% en poblacion India (29), 15% en poblacion de
Dinamarca (30) y 12% en poblacion ecuatoriana (31). Con respecto al

estado secretor, los polimorfismos mas frecuentes son Se®’, Se**° en



Sudaéfrica, region Xhosa (11,12) y Se*®, Se*™, Se*® en europeos, xhosas y
ganeses (12,32). En el caso del fenotipo no secretor, se ha identificado los
polimorfismos se*?® en europeos, africanos, iranfes (11,12) y ecuatorianos
(31), se*® en asiaticos del este y sudeste (26,32—34), se®* en poblaciones

Thai y de Bangladesh (34,35) y se"* en samoanos (34).

11.3. Norovirus (NoV)

Norovirus es miembro de la familia Caliciviridae y se encuentra dividido
en seis genogrupos (Gl - GVI) de los cuales los genogrupos I, 1l y IV
infectan a humanos (36). El periodo de incubacion del virus en personas
que desarrollan sintomas de la infeccion suele variar entre 28.8 y 52 horas
(37-39). Se trata de un enteropatdgeno humano que causa gastroenteritis
con diarrea acompafiada por nauseas, vomitos, dolor abdominal y fiebre
(40); esta asociado a cerca del 18% de casos de gastroenteritis a nivel
mundial (41). Ademas, es la segunda causa de diarrea severa en nifios y la
principal causa de muertes asociadas a gastroenteritis en adultos mayores
de 65 afos segun estudios realizados en Inglaterra, Gales, Paises Bajos y

Estados Unidos (42-45).

Segun los Centros para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC)
de Estados Unidos, NoV es responsable de 21 millones de casos de
gastroenteritis aguda y de 71 000 hospitalizacion anuales (46). En una

cohorte de nifios en un distrito periurbano de Lima, Peru se observo que,



de los 789 nifios seguidos hasta los dos afios de edad, 71% presenté al

menos un episodio de diarrea asociado a NoV (47).

El genotipo 4 del genogrupo Il (Gl1.4) es el mas predominante en Europa
y América del Norte, llegando a causar cerca del 70% de los brotes
epidémicos (48) que ocurren cada 2 a 4 afios (49). En Perd, también ha
sido reportado como el agente més frecuente en infecciones en comunidad
(47). Debido a su relativa alta tasa de mutacion, en relacion a otros
genotipos se ha propuesto que presenta una evolucién parecida a la de los
virus gripales (50), razén por la cual es mas facil que los anticuerpos no lo
reconozcan. En un estudio realizado en Ecuador (31), se obtuvo que 60%
de los nifios de la cohorte del estudio presentaron al menos una infeccion
por NoV durante los primero tres afios de vida, 40% tuvo dos infecciones
y 16% tuvo mas de 2 infecciones. La incidencia de diarrea causada por
NoV fue mayor entre los 6 y 11 meses de edad. Ademas, se obtuvo que
61% de las muestras fueron positivas para el Gll, 34% fue positivo para Gl

y 5.2% fue positivo para Gl y GlI.

En Perd, un estudio detecté una prevalencia de NoV del 17.4%, siendo
mas frecuente en nifios con mas de un afio de edad (51). El Gll se encontro
en 92% de las muestras positivas para NoV en contraste con el Gl que se
encontrd en el 8% (51). En otro estudio realizado en un distrito periurbano
de Lima (47), se encontrd que al menos 1 episodio de diarrea asociado a

NoV se presentd en 38% y 71% de los nifios a la edad de 1 y 2 afios,



respectivamente. Adicionalmente, se hallé que 75.8%, 23.1% y 1.1% de
las muestras fue positiva para Gll, GI y combinacion GI/Gll,

respectivamente.

La infeccion asintomatica por NoV es comun sobre todo en los nifios. En
un estudio realizado en una zona periurbana de México, se detecté NoV en
49.2% de muestras de heces de nifios asintomaticos. Mientras que en
adultos, se ha detectado entre 1.02 y 3.4% de excrecion de NoV en
manipuladores de alimentos asintomaticos (52,53). En Peru, Saito reporto
que durante el primer afio de vida, 33% de infecciones fueron
asintomaticas, siendo el porcentaje estadisticamente mayor en nifios

menores de 6 meses (47).

I1.4. Infeccion por Norovirus y su relacion con el estado secretor

En un estudio en el que se inoculé NoV a un grupo de voluntarios, un
porcentaje no llego a infectarse a pesar de realizar varias pruebas (54,55),
por lo que se sugirié que los HGBAs vy el estado secretor podria estar
relacionados con la infeccion por NoV (16,23,56). Posteriormente, en
2008, dos brotes de NoV permitieron asociar fuertemente la presencia de
infeccion y el estado secretor de los individuos debido a que se observo
que todas las infecciones sintomaticas ocurrieron en los individuos

secretores, mientras que no hubo infeccién en aquellos no-secretores (57).
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Estudios epidemiolégicos han demostrado que la infeccién por NoV
depende del estado secretor del individuo y del genotipo y genogrupo del
virus ya que individuos no-secretores debido a mutaciones en FUT2 fueron
menos susceptibles a infeccion sintomatica por NoV Gl.1, GIl.3 y Gll.4
(57-59), pero no hubo disminucion de susceptibilidad en infeccion por

GI.3y GI1.3 (59,60).

Un estudio realizado en Ecuador, encontr6 que el estado no secretor
conferia proteccion ante infeccion por NoV del genotipo Gll.4, sin
embargo habia mayor infeccion por otros genotipos diferentes a G.11 (31).
La limitante de ese estudio fue la baja de frecuencia de coleccion de
muestras de infecciones asintomaticas lo que genera una subestimacién de

la real presencia de infecciones por NoV.

Se ha demostrado que la union de NoV a los HBGAs es dependiente del
genotipo y genogrupo del virus, ademas del tipo de glicosacarido presente
en los HBGAs. Por ejemplo, en la figura 2, se observa que NoV es capaz

de reconocer los glicosacaridos de los antigeno A, B, O y Lewis (61).

11
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Figura 2. Reconocimiento de Norovirus a los diversos antigenos de los

grupos histosanguineos. Norovirus reconoce (A) la fucosa y N-
acetilgalactosamina en el antigeno A. (B) También, reconoce la fucosa en
el antigeno O. (C) Puede unirse a la fucosa y galactosa en el antigeno B.
(D) En los grupos sanguineos Lewis b o y, puede adherirse a las fucosas

(61).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Conociéndose que en una cohorte de nifios seguidos hasta los dos afios de
edad en un distrito periurbano de Lima, 71% presentd6 al menos un
episodio de diarrea asociada a NoV (47) y que 33% de infecciones fueron
asintomaticas durante el primer afio de vida, seria importante conocer si

existe inmunidad natural asociada al genotipo y estado secretor en FUT2.

Son escasos los estudios realizados en paises en vias de desarrollo, sobre
todo en Latinoamérica. Solo se ha realizado un estudio en Ecuador en el
que explora la asociacion entre el estado secretor de FUT2 en los
individuos y su asociacion a la presencia de infeccion por NoV. Por esta
razén se conoce poco sobre el proceso de infeccién del virus en
poblaciones latinoamericanas. En ese estudio se encontr6 que todas las
infecciones por NoV GIll.4 se presentaron en individuos secretores,
mientras que infeccion por otros genotipos se presentaban en no secretores
(31). Sus limitaciones fueron que la frecuencia de coleccién de muestras
de rutina fue cada seis meses lo que hace posible que no se haya detectado
infecciones asintomaéticas subestimando la tasa de infecciones por NoV.
Ademas, tuvieron pérdidas temporales de seguimiento lo que deja abierta
la posibilidad de que no se haya detectado todas las infecciones

sintomaticas.
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IV. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO
Segun un estudio de la fase 3 del Proyecto 1000 genomas, la ancestria de
la poblacion peruana proviene, principalmente, de nativos americanos. En
menor proporcion, se detectd ancestria europea y la ancestria africana fue
poco detectada (62). Ademas, el andlisis de segmentos gendmicos
determind que los peruanos presentan mayor afinidad con los pueblos

indigenas locales como quechuas y aymara (63).

La mutacion G428A es una de las mas comunes y ha sido encontrada en
poblacion Ecuatoriana que tiene un fuerte componente nativo americano
en su ancestria (64,65). Esta mutacidon es importante porque genera una
proteina trunca y hace que la actividad de FUT2 sea completamente nula a
diferencia de otras mutaciones reportadas (23,66,67). Ademas, existe
evidencia de resistencia a infeccion por NoV cuando esta mutacion esta

presente (58,68).

Considerando que la poblacién nativo americana ha sido poco estudiada a
nivel genético y que el estado secretor y la variabilidad genética del FUT2
son especificas a los grupos étnicos, es relevante realizar este estudio en la
poblacion peruana. La informacion sera atil para identificar poblacion
naturalmente inmune a desarrollar infeccién por NoV y contribuira al
conocimiento del comportamiento del virus en relacion a la genética del
hospedero lo que puede contribuir al desarrollo de terapias enfocadas a

bloquear los sitios de anclaje presentes en los HBGAs (19). Conocer la
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historia de la infeccion por NoV, asi como su diseminacion es importante

para generar con éxito una vacuna (69).
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V.

OBJETIVOS
V.1. Objetivo general
VI.1.2. Determinar la asociacion entre la presencia de los
polimorfismos G y A en la posicion 428 del gen FUT2 y la tasa de
infeccion por Norovirus en nifios menores de 1 afio en una cohorte de

nacimiento de un distrito periurbano de Lima.

V.2. Objetivos especificos

VI.2.2. Estimar la variabilidad genética de los polimorfismos Gy A
en la posicion 428 del gen FUT2 en una cohorte de recién nacidos
peruanos de una cohorte de un distrito periurbano de Lima.

VI.2.2. Evaluar la relacion entre la presencia de polimorfismos del
gen FUT2 y el estado secretor.

V1.2.3. Determinar si la poblacion se encuentra en equilibrio de

Hardy-Weinberg.
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VI. METODOLOGIA
Este es un estudio observacional, se genotifico el SNP G428A del gen
FUT2 a partir de muestras de hisopado oral en nifios menores de 12 meses.
Luego, se asocid la presencia del SNP con los datos de incidencia de
norovirus y otros datos sociodemogréaficos de los nifios provenientes de un

estudio de cohorte de nacimiento al que denominaremos estudio madre.

El flujograma de la figura 3 muestra el orden secuencial de los procesos
realizados para la genotipificacién de G428A de FUT2. Posteriormente, se
desarrolla detalladamente cada uno de ellos. Los datos de infecciones por
NoV, estado secretor, grupo sanguineo y otros datos utilizados para el

analisis estadistico fueron obtenidos del estudio madre.

AY 7\‘ é
Extraccion de ADN Genotipificacion de Analisis de datos
gendmico SNP G428A
\ S >
\ e A é

Secuenciamiento
de regidén codante
de FUT2

Andlisis de

Analisis de datos o
secuenciamiento

\ A\ A\

Figura 3. Flujograma del proceso metodoldgico seguido en el presente

estudio.
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VI1.1. Descripcion de estudio madre

En 2016, el grupo de trabajo sobre norovirus en Perd implement6 un
estudio longitudinal de cohorte llamado “La infeccion natural de
Norovirus y Sapovirus en una cohorte de nacimiento en una comunidad
periurbana del Perti”. Este estudio madre realiz6 vigilancia activa en nifios
desde su nacimiento hasta los dos afios y tenia por objetivos especificos 1)
caracterizar la epidemiologia de Norovirus y Sapovirus en nifios peruanos,
2) evaluar inmunidad protectora adquirida a Norovirus y Sapovirus en un

area de exposicion frecuente.

El disefio de este estudio permitiria resolver algunas limitantes
encontradas en el estudio realizado en Ecuador. En primer lugar, la
vigilancia a los nifios fue diaria lo que reduce la posibilidad de pasar por
alto o perder muestras de episodios de diarrea. Ademas, el analisis de
muestras de rutina fue mensual por lo que se pudo identificar las

infecciones asintomaticas.

La cohorte fue reclutada de las zonas VII, 1X, X, XI y Edirberto Ramos del
distrito de Villa El Salvador (poblacion de 492000 habitantes). En el
distrito, aproximadamente 94% de los hogares cuenta con agua potable
suministrada por red publica dentro de la vivienda y el 3.7% no cuenta con
agua por red puablica. Ademas, cerca del 6% de hogares elimina sus
residuos en tanque séptico, letrinas 0 no cuenta con instalaciones de

saneamiento (70). La cohorte estuvo conformada por 321 nifios recién
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nacidos a los cuales se les hizo sequimiento desde aproximadamente 1 mes
de nacidos hasta cumplir los dos afios de edad, sin embargo, el analisis
para el presente trabajo de investigacion se realizd con la informacion

obtenida hasta el primer afio de edad.

Se realiz6 un tamizaje inicial en la comunidad con el fin de identificar a las
mujeres embarazadas e invitarlas a formar parte del estudio. Si las mujeres
tenian interés en participar, se les visitd en fechas aproximadas al parto
para reclutarlas. El reclutamiento se hizo de manera escalonada,
aproximadamente 25 recién nacidos por mes durante 15 meses.
Criterios de inclusion:
- Nifio nacido dentro de los 28 dias al reclutamiento.
- Vivir en el area de estudio.
- Padre, madre o tutor deben haber dado consentimiento
informado.
Criterios de exclusion:
- Presencia de enfermedad grave que requiera
hospitalizacion.
- Presencia de condicion grave o cronica informada o
documentada.
- Enfermedades congénitas.
- VIH/SIDA en la madre o el nifio.
- Fibrosis quistica diagnosticada por médico.

- Embarazo maultiple.
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- Pesos al nacer menor a 1500 gramos

- Aceptar parcialmente la participacion en el muestreo o
entrevista al reclutamiento

- Incapacidad de padre o tutor para dar consentimiento

informado

Se realiz0 visitas diarias a cada casa para registrar presencia o ausencia de

diarrea en el nifio, asi como el estado de lactancia materna.

Las muestras de sangre para determinar el grupo sanguineo fueron
colectadas al sexto mes de edad y el hisopado oral se colecto al
reclutamiento. Las muestras de heces se colectaban semanalmente.
Ademas, cuando el nifio presentaba gastroenteritis, se colectaba muestra de

heces dentro de las 48 horas de producido el episodio.

La deteccion de NoV en heces, el analisis de grupo sanguineo, y las

encuestas fueron realizados como parte del estudio madre.

VI1.1.1. Definiciones
Diarrea: 3 0 mas deposiciones liquidas o semi liquidas por dia segln
criterio de madre o cuidador.
Episodio de gastroenteritis: EI primer dia de presentacion de diarrea fue

considerado el inicio del episodio de gastroenteritis. El Gltimo dia de
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diarrea fue considerado el fin del episodio, siempre y cuando estuviera
seguido de 2 dias consecutivos sin diarrea.

Infeccidon por NoV: Presencia del virus en heces detectada por gPCR. Se
consider6 episodios diferentes cuando se detectd diferente genotipo del
virus. Si un mismo genotipo era detectado a los 30 dias de presentarse un
episodio, pero en el intervalo hubo al menos dos muestras negativas, se
consider6 un nuevo episodio, caso contrario, se requirié un intervalo de 60
dias para considerar una nueva infeccion.

Infeccion sintomatica: Cuando hay presencia de virus en heces colectadas
48 horas antes o después del episodio de diarrea.

Infeccion asintomatica: Cuando no hay presencia de sintomas dentro de los
30 dias anteriores o posteriores a la fecha en la que se tomd la muestra
positiva que definio el inicio de infeccion.

Episodio indefinido: Si una muestra de no diarrea es positiva para NoV,

pero la diarrea se presenta dentro de los 30 dias anteriores o posteriores.

V1.1.2. Operacionalizacion de variables
La presencia de NoV en las muestras de heces se realizd en el estudio
madre mediante gPCR con el fin de identificar una region del genoma que
corresponde a la capside del virus. Se considerd positiva aquella muestra
que tuvo Ct menor o igual a 37 para Gl y menor o igual a 38 para Gl (33).
El equipo utilizado fue el LighCycler 480 System (Roche, Alemania). Si
bien se colectd muestras semanales rutinarias de heces, para el analisis se

selecciond una muestra por mes.
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Se ha definido la variable dependiente numérica discreta “el nimero de
infecciones por Norovirus por nifio-afio”. En el numerador se considero el
total de infecciones positivas para Norovirus tanto sintomaticas como
asintomaticas (de acuerdo a la definiciones descritas en la seccion V1.2)
durante el primer afio de edad de cada nifio. En el denominador se incluy6
el tiempo de seguimiento del nifio medido en nifio-afio sin incluir los dias

en los que hubo presencia de diarrea.

La variable independiente se categorizd como “Presencia de SNP” cuando
hay presencia de al menos un nucledtido mutante y como “Ausencia de

SNP” si hay presencia de dos nucleotidos silvestres.

Bajo peso al nacer se consideré cuando el nifio pesd6 menos de 2.5 kg al
nacimiento. Esta variable se categoriz6 en peso al nacer mayor o igual a

2.5 kg y menor a 2.5 kg.

Para el estado secretor se considerd que un individuo no es secretor cuando
no se puede detectar el antigeno H en muestras de saliva. La deteccion se
hizo mediante la prueba de ELISA y en la base de datos se colocd “no
secretor” cuando el antigeno no fue detectado y “secretor” cuando si fue

detectado.

El grupo sanguineo se determiné mediante prueba de aglutinacion en la

que la muestra fue mezclada con anticuerpos de sangre tipo Ay tipo By se
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observo si habia aglutinacion o no. Si la muestra de sangre reaccion6 con
el anticuerpo tipo A, el grupo sanguineo es A; si la sangre reaccion6 con el
anticuerpo tipo B, el grupo sanguineo es B; si la sangre reaccioné con
ambos anticuerpos, fue AB y si no reaccion6 con ninguno, fue O. EI Rh se
determind mezclando la sangre con anticuerpo para factor Rh. Al igual que

en el caso anterior, la aglutinacion indico factor Rh+.

Se considerd lactancia materna predominantemente exclusiva cuando el
nifio no consumio ningun otro tipo de alimento al menos el 80% del
tiempo durante los primeros seis meses de vida. Se categorizo esta variable

en lactancia exclusiva mayor o igual a 80% del tiempo y menor al 80%.

V1.2. Procedimientos y técnicas para el analisis genético
V1.2.1. Extraccién de ADN genomico

Se realizo a partir de muestras de hisopado oral que fueron descongeladas
a temperatura ambiente, pasadas por vortex y centrifugadas por 5
segundos. Para la extraccion de ADN gendémico se usé el High Pure PCR
Template Preparation Kit de Roche siguiendo las indicaciones del
fabricante. La concentracion de ADN aislado en cada muestra fue
cuantificada por espectrofotometria con un espectofotometro Nanodrop

2000 (Thermo Fisher Scientific) a una longitud de onda de 260nm.

23



V1.2.2. Genotipificacion de SNP G428A
La amplificacion de la region de interés se realiz6 mediante PCR
convencional en un T100 Thermal Cycler (Bio-Rad) y el gen de
betaglobina humana (250bp) fue usado como control positivo (Fw: 5'-
ACACAACTGTGTTCACTAGC -3' y Rv: 5'-
GGAAAATAGACCAATAGGCAG -3"). La reaccion fue llevada a cabo
en un volumen de reaccion final de 20 ul que contenia 2 ul de ADN
extraido, buffer 1X, 0.2mM de dNTPs, 1.25mM MgCI2, 0.5uM de primer
forward, 0.5uM de primer reverse y 0.04U/ul de taq polimerasa y agua
libre de nucleasas. Para identificar el SNP silvestre se usd el primer
forward 5-AGTACGTCCGCTTCACCGGCTACCCCTGCTCCCG-3' vy
para identificar SNP mutante se wus6 el primer forward 5'-
AGTACGTCCGCTTCACCGGCTACCCCTGCTCCGA-3. En ambas
reacciones, el primer reverse fue 5-GGCTGCCTCTGGCTTAAAG-3.
Los pardmetros térmicos fueron 1 ciclo de 95°C por 5 minutos, 40 ciclos
de 95°C por 45 segundos, 60°C por 45 segundos y 72°C por 45 segundos,
1 ciclo de 72°C por 5 minutos. La integridad y amplificacion del ADN fue

confirmada por electroforesis en gel de agarosa al 1.5% en TAE 1X.

V1.2.3. Amplificacion de la region codante del gen FUT2
La region codante del gen FUT2 (RefSeqGene: NG _007511.1) fue
amplificada mediante PCR convencional en un T100 Thermal Cycler (Bio-
Rad) y el gen de betaglobina humana (250bp) fue usado como control

positivo (Fw: 5- ACACAACTGTGTTCACTAGC -3' y Rv: 5-
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GGAAAATAGACCAATAGGCAG -3'). La reaccion fue llevada a cabo
en un volumen de reaccion final de 40 ul que contenia 4 ul de ADN
extraido, buffer 1X, 0.2mM de dNTPs, 1.25mM MgCI2, 0.5uM de primer
forward (5-ACACACCCACACTATGCCTGCAC-3), 0.5uM de primer
reverse (5-ACTTGCAGCCCAACGCATCTT-3) y 0.04U/ul de taq
polimerasa y agua libre de nucleasas. Los parametros térmicos fueron 1
ciclo de 95°C por 5 minutos, 40 ciclos de 95°C por 45 segundos, 60°C por
45 segundos y 72°C por 45 segundos, 1 ciclo de 72°C por 5 minutos. La
integridad y amplificacion del ADN fue confirmada por electroforesis en

gel de agarosa al 1.5% en TAE 1X.

Los productos de PCR fueron secuenciados por Macrogen USA usando el
primer forward 5-CCAGCTAACGTGTCCCGTTTTCC-3' y el primer

reverse 5-TGCCTCCCTCAAGATGAGTGCC-3".

La seleccion de nifios para el analisis de secuenciamiento de la region

codante del gen FUT2 fue al azar. Se seleccion6 85 nifios.

V1.2.4. Equilibrio de Hardy-Weinberg
Para el calculo del equilibrio de Hardy-Weinberg, se procedié con los
siguientes célculos:
GG+ GA+ AA
P2+ 2pq+0°__ (ec.l)

Célculo de frecuencias alélicas observadas:
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G=G?+(2GA/2) ___ (ec.2)
A=A%+(2GA2) __ (ec.3)
Calculo de frecuencias genotipicas esperadas:
p*+2pq+q°___(ec4)
Calculo de equilibrio de Hardy-Weinberg:
3 (observados-esperados)?/esperados ____ (ec.5)
Si Chi? calculado > Chi? tabulado, entonces no hay equilibrio de Hardy-

Weinberg.

VI1.2.5. Analisis estadistico
La asociacion cruda de la presencia o ausencia de nucle6tidos mutantes
con el nimero de infecciones por NoV se estimé con la prueba estadistica

Mann-Whitney.

Se utilizé modelos lineales generalizados para explicar la relacion entre la
presencia de nucle6tidos mutantes con tasa de infeccion por NoV
ajustando por las variables sexo, bajo peso al nacer, grupo sanguineo,

lactancia durante los primeros 6 meses de vida.

Los resultados del secuenciamiento de la region codante de FUT2 fueron
alineados con DNA Baser y analizados con el software MEGAY con el fin
de identificar polimorfismos. El software en linea Translate Tool de
Expasy fue usado para traducir la secuencia de ADN en la secuencia de

aminoéacidos de la proteina.
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V1.3. Consideraciones éticas

El estudio madre (SIDISI: 65178) y el presente estudio cuenta con
aprobacion del Comité Institucional de Etica de la UPCH (CIE-UPCH). La
confidencialidad de los participantes del estudio, los resultados de las
pruebas y otra informacién han sido codificadas. No se dard a conocer
datos personales en la publicacion ni presentacion de resultados.

Los datos genéticos obtenidos no seran usados en otros estudios no

relacionados a la investigacion madre.
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VIl. RESULTADOS

VI1.1. Caracteristicas de la cohorte

La cohorte fue seguida durante dos afios, pero en este analisis se considero
los datos colectados hasta el primer afio de edad. La cohorte estuvo
conformada por 321 nifios de los cuales 48.6% fueron varones. Bajo peso
al nacer se presentd en 3.2% de los nifios. De los 321 nifios, el 49.8 6%
(Cl: 44.02 — 55.64) recibio leche materna exclusiva al menos 80% de los
dias de vigilancia durante los primeros seis meses de vida. Veintidds nifios
fueron alimentados con férmula o alimentos complementarios. Los nifios
presentaron 4 tipos de grupo sanguineo (O+, O-, A+ y B+) siendo el mas
representativo el grupo O+. Cuatro (1.6%; Cl: 0.4 — 4.1) de los nifios fue
no secretor (Tabla 2.). La tasa de incidencia global de infeccion por NoV
fue 1.42 nifio-afio. La tasa de incidencia global de infeccion sintomatica

por NoV fue 0.37 nifio-afio y para la asintomética fue 0.90 nifio-afio.

VI1.2. Frecuencias genotipicas y alélicas

La frecuencia genotipica fue 81.5% (CI: 76.5 — 85.8) homocigotos
silvestres (G/G), 18.2% (CI: 13.9 — 23.1) heterocigotos (G/A) y 0.4% (CI:
8.9x10™ — 1.9) homocigoto mutante (A/A). Las frecuencias alélicas en la

cohorte fueron 0.91 para el alelo G y 0.09 para el alelo A
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Tabla 2. Caracteristicas de los nifios de la cohorte de
recién nacidos de la comunidad periurbana de Lima

Caracteristicas 321 (%)t
Sexo
Hombre 156 (48.6)
Mujer 165 (51.4)

Peso al nacer

>2.5 kg. 301 (96.8)
<2.5kg. 10 (3.2)
Lactancia en los primeros 6
meses
Exclusiva >80% 149 (49.8)
Exclusiva <80% 150 (50.2)
Grupo sanguineo
O+ 217 (78.6)
O- 4 (1.5)
A+ 35 (12.7)
B+ 20 (7.2)
Estado secretor
No secretor 4 (1.6)
Secretor 245 (98.4)
Genotipo
Homocigoto silvestre 233 (81.5)
Heterocigoto 52 (18.2)
Homocigoto mut 1(0.4)

tLos valores de lactancia, grupo sanguineo, estado
secretor y genotipo pueden no sumar 321 debido a
los datos perdidos.
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VI1.3. Equilibro de Hardy-Weinberg

Las frecuencias alélicas se calcularon a partir de las frecuencias fenotipicas
presentadas en la tabla 2. Se encontrd que la frecuencia del alelo G y A es
0.91 y 0.09, respectivamente. Posteriormente, se calculé el equilibrio de
Hardy-Weinberg en comparacion a las frecuencias alélicas esperadas
segun el proyecto de los 1000 genomas, al carecer de informacion para
poblaciones amerindias. No se encontro equilirio de Hardy-Weinberg en la

poblacion estudiada. Los calculos se encuentran en el anexo 1.

VI1.4. Andlisis bivariado de tasa de incidencia de infeccion por NoV 'y
presencia de polimorfismo G428A de FUT?2

En el analisis bivariado crudo, se observa que no hay diferencia
significativa entre el numero de infecciones por NoV y la presencia del
polimorfismo G428A o con respecto a las otras variables analizadas (Tabla

3).

Mediante el analisis bivariado por GLM regresion binomial negativa, no se
encontrd asociacion estadisticamente significativa entre la tasa de
incidencia de infeccidon por NoV con respecto la variable de exposicién de
interés. Sin embargo, es importante resaltar que la direccion de asociacion
del IRR se mantiene al ajustar el modelo por sexo, bajo peso al nacer,

grupo sanguineo y lactancia materna (Tabla 4.).
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Tabla 3. Factores asociados al nimero de infecciones por NoV en analisis

bivariado de la cohorte de recién nacidos de la comunidad periurbana de Lima

NUmero de
Variables infecciones por p
NoV/nifio-afio*

Sexo 0.833**
Masculino 1 (0-2)
Femenino 1(0-2)

Bajo peso al nacer 0.691**
>2.5 kg. 1 (0-2)
<2.5 kg. 1.5 (0-2)

Grupo sanguineo 0.7857
O+ 1(0-2)
O- 1 (0-2)
A+ 1(0-2)
B+ 0.5 (0-2.5)

Lactancia en los primeros

6 meses 0.6537
Exclusiva >80% 1(0-2)
Exclusiva <80% 1(0-2)

Estado secretor 0.238**
No secretor 0.5 (0-1)
Secretor 1(0-2)

Genotipo 0.664**
Presencia SNP mut 1(0-2)
Ausencia SNP mut 31(0-2)

* Mediana (RIC)

** E| valor p fue obtenido mediante la prueba de Mann-Whitney.

1 El valor p fue obtenido mediante la prueba de Kruskal-Wallis.
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Tabla 4. Factores independientemente asociados a la tasa de incidencia de infeccion por
NoV en analisis de GLM Regresion Binomial Negativa.

Andlisis bivariado

Regresion multiple

Variables
IRR IC 95% p IRR IC 95% p

Sexo

Masculino Ref. Ref.

Femenino 1.00 0.79-1.29  0.963 121 0.94-1.57  0.140
Bajo peso al nacer

>2.5 kg. Ref.

<2.5kg. 1.26 0.61-2.61 0.527 121 0.61-2.44  0.591
Grupo sanguineo

A+ Ref. Ref.

B+ 0.84 0.46-1.56  0.589 0.93 0.47-1.80 0.819

O+ 0.88 0.62-1.23  0.448 0.95 0.66-1.37  0.796

O- 0.63 0.22-1.75  0.372 0.63 0.15-2.69 0.535
Lactancia en los
primeros 6 meses

Exclusiva >80% Ref. Ref.

Exclusiva <80% 1.04 0.81-1.35 0.744 1.10 0.85-141 0.478
Genotipo

Ausencia de SNP Ref. Ref.

Presencia de SNP 0.98 0.75-1.28  0.889 0.98 0.72-1.32  0.878

IRR: Razo6n de tasa de incidencia. IC 95%: Intervalo de confianza al 95%

Regresion maltiple incluy6 231 observaciones
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VIL5. Anédlisis bivariado del estado secretor y presencia de
polimorfismo G428A de FUT2
El andlisis bivariado indica que existe asociacion significativa entre la

presencia del polimorfismo y el estado secretor (Tabla 5).

Tabla 5. Andlisis bivariado del estado secretor y presencia de
polimorfismo G428A de FUT2 de los nifios de la cohorte de recién

nacidos de la comunidad periurbana de Lima

Secretor No secretor
Variables P
N (%) N (%)
Genotipo 0.029
Ausencia SNP mut 184 (100) 0(0.0)
Presencia SNP mut 36 (94.7) 2 (5.3)

** E| valor p fue obtenido mediante la prueba exacta de Fisher

Analisis incluyd 222 observaciones.

VIL.6. Mutaciones de nucledtido Unico identificadas en
secuenciamiento exploratorio

Se selecciond 85 muestras al azar para el secuenciamiento exploratorio.
Las caracteristicas de este grupo de nifios son similares a las caracteristicas

de la cohorte, por lo tanto, es representativa de la cohorte (Anexo 2).
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Tras realizar el secuenciamiento Sanger de la region codante del gen
FUT2, se encontr6 un total de 12 mutaciones de nucleétido simple. Tres
fueron silenciosas, de las cuales 2 (C216T y A171G) estuvieron presentes
en 16 (18.8%) nifios y la tercera en 44 (51.8%). Una producia mutacion sin
sentido (G428A) y las demas, fueron de cambio de sentido. La mutacion
en la posicion 171 de la regidn codante se encontrd en 16 (18.8%) de los
individuos. Ademas, las mutaciones en posiciones en 216 (rs681343) y

357 (rs281377) fueron muy frecuentes (Tabla 6).
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Tabla 6. Mutaciones de nucleétido Unico en region codante del gen FUT2.

Posicion Mutaciénen  Tipode Cambio de #
polimorfismo ADN mutacion aminoacido individuos
171 GCA por GCG Silenciosa - 16 No reportado
Cambio
178 CGC por TGC R>C 4 rs575344194
de sentido
216 TAC por TAT Silenciosa - 16 rs681343
Cambio
271 ACC por GCC T>A 1 rs1280783513
de sentido
Cambio
281 CCC por CAC P>H 1 No reportado
de sentido
Cambio
302 CCG por CTG P>L 4 rs200157007
de sentido
Cambio
316 GCC por ACC AST 1 rs534316263
de sentido
357 AAC por AAT Silenciosa - 44 rs281377
Cambio
403 CGC por TGC R>C 1 rs201915844
de sentido
Sin
428 TGG por TAG W>STOP 16 rs601338
sentido
Cambio
739 GGT por AGT G>S 11 rs602662
de sentido
Cambio
841 GGG por AGG G>R 4 rs548111243
de sentido
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VI1.6. Asociacion exploratoria entre mutaciones en FUT2 y el niUmero
de infecciones por NoV

Se analiz6 si cada mutacién presente en el gen FUT2 estaria asociada al
namero de infecciones por NoV. En el analisis bivariado crudo, se observa
que no hay diferencia significativa entre el nimero de infecciones por

NoV con respecto a cada mutacién (Tabla 7.).

Tabla 7. Asociacion de numero de infecciones por NoV y SNPs en analisis

bivariado

SNP Numero de infecciones por NoV/nifio-afio* P

Al71G 0.454
Silvestre 1(0-2)
Mutante 1(1-2)

C178T 0.068
Silvestre 1(0-2)
Mutante 0 (0-0.5)

C216T 0.454
Silvestre 1(0-2)
Mutante 1(1-2)

A271G 0.090
Silvestre 1(0-2)
Mutante 4 (4-4)

C281A 0.932
Silvestre 1 (0-2)
Mutante 1(1-1)

C302T 0.199

36



Silvestre
Mutante
G316A
Silvestre
Mutante
C357T
Silvestre
Mutante
C403T
Silvestre
Mutante
G428A
Silvestre
Mutante
G739A
Silvestre
Mutante
G841A
Silvestre

Mutante

1(0-2)
2.5 (1-3)

1(0-2)
4 (4-4)

1(0-2)
1(0-2)

1(0-2)
3(3-3)

1(0-2)
1(1-2)

1(0-2)
1(1-2)

1(0-2)

0 (0-0.5)

0.090

0.453

0.150

0.454

0.892

0.068

*Mediana (RIC)
** E| valor p fue obtenido mediante la prueba de Mann-Whitney.

Analisis incluyé 85 nifios
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VIII. DISCUSION
La informacion sobre la variabilidad genética del SNP G428A del gen
FUT2 se obtuvo de 286 nifios de la cohorte en seguimiento en Villa El
Salvador. El 81.5% (95% IC: 76.5 - 85.8%) fue homocigoto silvestre
(se*®) y 0.4% (95% IC: 8.9x10™ — 1.9%) fue homocigoto mutante. Este
resultado difiere con lo reportado en la poblacion caucésica, ecuatoriana y
nicaraglense, en las que el 20%, 12% y 4% fue homocigoto mutante
respectivamente (31,32,71). Ademas, el porcentaje de homocigotos
silvestres fue mayor al reportado en Ecuador (44%) y Nicaragua (53.6%)
(31,71). Esta diferencia podria deberse a que, si bien las poblaciones
ecuatoriana y nicaragliense tienen un fuerte componente nativo americano
en su ancestria, el porcentaje es menor al reportado en Per( (34%, 41% vs.
86%) (62,64,65,72). Ademas, en el estudio realizado por Toscanini et al.,
segun los perfiles de Yfiler y PPY23, se pudo asignar con més del 90% de
probabilidad la ancestria europea a 61% de la poblacion ecuatoriana
estudiada (65). En poblacion nicaragiiense, se ha observado 45% de
ancestria europea mediante el anélisis de CYP2D6, CYP2C9 Y CYP2C19
(72). En Lima, se ha reportado 14.3% de ancestria europea (73). El alto
porcentaje de ancestria europea en poblaciones ecuatorianas vy
nicaraglienses podria explicar la presencia de homocigotos mutantes del
SNP G428A que es comun en poblacién caucasica (20%). Este resultado
es consistente con que la distribucién genotipica del SNP varia segun

etnicidad.
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La frecuencias alélicas en la cohorte fueron 0.91 para el alelo G y 0.09
para el alelo A, encontrandose en desequilibrio de Hardy-Weinberg con
respecto a las frecuencias alélicas esperadas reportadas en el proyecto
1000 genomas. Esto se debe a que las condiciones para lograr el equilibrio
genético, no se encuentran presentes en la poblacion de estudio. En primer
lugar, la poblacién no era infinitamente grande y no todos los individuos
tenian la misma probabilidad de apareamiento al azar. Ademas, la
poblacion estd sometida a migracion. Segun el Instituto Nacional de
Estadistica e Informatica, en 2007, Villa El Salvador presentd saldo

negativo de intercambio migratorio intrametropolitano (74).

El fenotipo no secretor se presenta cuando hay mutacion homocigota
mutante ya que no se produce el antigeno H, precursor de los HBGASs y
por ende, no habria sitio de union para que NoV inicie la infeccién. El
fenotipo no secretor se encuentra en cerca del 40% en poblacion India (29)
y 15% en poblacién de Dinamarca (30). El estado secretor se presentd en
98.4% (CI: 95.9 — 99.6) de los nifios de esta cohorte, el cual es un poco
mayor al reportado en Ecuador (88%; CI: 82.5 — 92.5) (31). Este resultado
es consistente con lo reportado en un estudio en el que se encontrd que
mesoamericanos eran mas secretores que blancos o negros (96% vs. 74%,
p<0.001) (75). Recientemente, un estudio estimd que de 70 personas
peruanas, 4 eran no secretoras (5.7%); sin embargo, la estimacion se
realizd in silico en base a las mutaciones encontradas en FUT2 ya que no

contaron con muestras para examinar el estado secretor (76). En el
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presente estudio, la pérdida de nifios identificados como no secretores
fenotipicos hace posible la subestimacion de la frecuencia alélica del SNP
mutante. Quizd, la baja frecuencia del fenotipo no secretor se deba a la
homogeneidad de la poblacién con respecto a la ancestria de los
pobladores de Villa El Salvador. En el censo realizado en 2017, de acuerdo
a la autoidentificacion étnica, 5.3% de las personas encuestadas considera
que tiene ascendencia blanca (poblacién con mayor frecuencia de no
secretores), mientras que 66.2% se considera de origen mestizo (77). Cabe
resaltar que este trabajo de investigacion forma parte de un estudio madre
cuyo muestreo fue realizado para responder a objetivos diferentes, por lo
tanto no se tuvo en consideracion la ascendencia de los participantes. No
contar con una muestra mas heterogénea causa que las distribuciones
genotipica y fenotipica de la poblacion no se encuentren representadas en

la cohorte.

En este estudio se encontrd asociacion entre la presencia de SNP mutante y
el estado no secretor del individuo (p=0.029), sin embargo, es importante
mencionar que este resultado no deberia ser concluyente debido a que so6lo
4 (1.6%) individuos fueron no secretores y el resultado podria estar

influenciado por el azar o por la presencia de sesgo de seleccion.

Por otro lado, el efecto protector del SNP mutante y el estado no secretor

ante infecciones por NoV GIl ha sido demostrado por varios estudios

realizados en Suecia, China, Japon y Dinamarca (30,67,78,79), no
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obstante, en Ecuador e Israel no se encontro esta asociacion (31,80). En el
presente estudio se colectd muestras con mayor frecuencia y se tuvo
vigilancia diaria de los nifios que permitié identificar més episodios de
diarrea e infecciones asintomaticas, pero tampoco se encontré la
asociacion. En las poblaciones ecuatoriana e israeli, el porcentaje de
individuos no secretores es bajo en comparacion con las poblaciones
caucasicas. En la cohorte seguida por este estudio, de los 4 nifios no
secretores, solo 1 fue homocigoto mutante para el SNP G428A. Debido a
gue no se encontrd asociacion con respecto a la mutacion en la posicion
428, se realizd secuenciamiento exploratorio de la region codante del gen
de FUT2 con el fin de identificar otras mutaciones. Se considero
importante realizar este paso porque en estudios previos se ha demostrado
que SNPs en este gen no necesariamente anulan la actividad de la
fucosiltransferasa, pero la reducen generando un fenotipo secretor débil
que también ha sido asociado a disminucion de infecciones por NoV
(81,82). Cabe resaltar que todas las mutaciones encontradas en el presente
estudio son heterocigotas y deberia investigarse el efecto de estas en la

expresion de la fucosiltransferasa.

Se encontro tres mutaciones puntuales silenciosas, de las cuales 2 (C216T
y Al71G) estuvieron presentes en 16 (18.8%) de los 85 individuos
analizados por secuenciamiento Sanger y la tercera (C357T) en 44
(51.8%). La mutacion silenciosa en la posicion 171 en el que ocurre el

cambio del triplete A por G, no se ha reportado previamente. La mutacién
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silenciosa en la posicién 216 en el que ocurre el cambio del C por T
(rs681343), se ha identificado como variante con fuerte desequilibrio de
ligamiento con la variacién rs601338 (r*=0.9993) (83) que es la analizada
en el presente estudio. Esta mutacion ha sido asociada a la infeccion de
oido en nifios en una poblacion descendiente de europeos (84) y a la
enfermedad de Behcet en poblacion tunecina (85). De igual manera, la
mutacion silenciosa en la posicién 357 en el que ocurre el cambio del C
por T (rs281377) se ha identificado como variante con fuerte desequilibrio
de ligamiento con la variaciones rs601338 (r>=0.84) y rs602662 (r*=0.57)
(86). A su vez, ha sido asociada a disminucion de la expresion de
antigenos Lewis a y b, cuando se encuentran presentes otras mutaciones en
FUT2 y FUT3 (78). Adicionalmente, se encontrd en poblacion china, que
la presencia de las mutaciones rs281377 y rs601338 estaba asociada a la
predisposicion de padecer colitis ulcerosa (87). Otro SNP que se presentd
con alta frecuencia (12.9%) fue rs602662 que corresponde a un cambio de
nucledtido G por A en la posicion 739 del gen FUT2 lo que genera una
mutacion cambio de sentido por el cambio del aminoacido glicina (G) por
serina (S) en la proteina. Esta mutacion también se encuentra en fuerte
desequilibrio de ligamiento con rs601338 (r? = 0.72) (88). Esta mutacion
estd asociada a enfermedades respiratorias y gastrointestinales (89), asi
como a la disminucion o ausencia de actividad enzimatica de FUT2 (90).
Adicionalmente, se ha observado que individuos con genotipo GG o0 GA,
presentan mayor riesgo a tener bajos niveles de vitamina B12 en plasma

(88). EI SNP rs200157007 presenta un cambio de nucleétido C por T en la
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posicion 302, lo que genera un cambio del aminoacido prolina (P) por
leucina (L). Se ha asociado a infeccién sintomatica por ETEC en nifios con
fenotipo Lewis a no secretor en Bangladeshi (91). Las mutaciones
rs575344194 (C178T), rs534316263 (G316A), rs201915844 (C403T) y
rs548111243 (G841A) se han reportado recientemente en poblacion
peruana y se estima que tienen impacto en la funcién de la proteina, sin

embargo, ain no han sido caracterizadas (76).

Ninguna de las mutaciones tuvo asociacion estadisticamente significativa
con el nimero de infecciones por NoV, pero el resultado puede deberse a
que todas fueron heterocigotas y el efecto en la funcion de la proteina
causado por la mutacion podria estar ocultdndose por la funcion del alelo
silvestre. Ademas, la presencia de desequilibrio de ligamiento, hace que no
pueda determinarse mediante analisis de asociacion directa, el rol

supuestamente funcional de los alelos (86).

Es posible que los resultados obtenidos en la cohorte de nifios en el estudio
no hayan sido significativos porque existen otras variables confusoras que
no se han considerado en el andlisis. Existe diferentes oligosacaridos que
sirven como punto de anclaje para microorganismo como los HBGASs que
estan presentes en la superficie de eritocitos. La presencia de estos HBGAs
estdi mediada por las al,2-Fucosiltransferasa (FUT1) y a3/4-
Fucosiltransferasa (FUT3) para el sistema ABO y Lewis, respectivamente.

Se ha reportado que mutaciones en el gen FUT3 podria influir en las tasas
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de infeccion de diversos patdgenos (78). Otro factor a considerar es la
presencia de oligosacaridos de leche materna (HMOs), los cuales podrian
actuar como punto de anclaje para algunos patdgenos presentes en la
superficie intestinal del nifio (92). La proporcion de estos varia entre
mujeres y estd asociada al grupo sanguineo Lewis (FUT3) y estado

secretor (FUT2) de la madre (93-95).

Por otro lado, es importante discurrir otros alimentos que el nifio haya
consumido durante los primeros seis meses de vida ya que se ha asociado
gastroenteritis aguda consumo de alimentos o liquidos contaminados con

patogenos virales (96,97).
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CONCLUSIONES

- No se encontrd asociacion significativa entre la presencia de SNP
G428A del gen FUT2 y la tasa de incidencia de infeccion por NoV.

- La frecuencia genotipica es 81.5% (95% IC: 76.5 — 85.8%)
homocigotos silvestres (G/G), 18.2% (95% IC: 13.9 — 23.1%)
heterocigotos (G/A) y 0.4% (95% IC: 8.9x107° — 1.9%) homocigoto
mutante (A/A).

- La frecuencias alélicas en la cohorte fue 0.91 para el alelo G y 0.09
para el alelo A.

- Se encontrd asociacion entre la presencia de SNP mutante y el
estado no secretor del individuo (p=0.029).

- La poblacion no se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg.
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X.

LIMITACIONES Y RECOMENDACIONES
Una limitacion importante fue la pérdida de seguimiento de individuos no
secretores fenotipicos ya que se retiraron del estudio y no se pudo obtener
informacion sobre la tasa de infeccion por NoV. Debido a esto, puede
existir subestimacion de la frecuencia alélica del SNP mutante y la

frecuencia genotipica de individuos homocigotos mutantes.

No fue posible realizar andlisis de equilibrio y desequilibrio de ligamiento
debido a que la metodologia utilizada no permitia identificar si los alelos
fueron heredados por el padre o la madre. No se pudo identificar

haplotipos ni analizar la posible interaccién entre SNPs.

Es necesario realizar estudios adicionales de los polimorfismos del gen
FUT2 para determinar si existe asociacion con el estado secretor; y este a
su vez, ser analizado para asociarse a la tasa de incidencia de infeccion. Se
debe considerar en el andlisis los polimorfismos en los genes FUT1 y

FUT3, asi como el grupo sanguineo Lewis.

En el andlisis de asociacién, debe considerarse el consumo de férmula y

otros alimentos durante los primeros seis meses de vida
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XII.  Anexos
Anexo 1
Equilibrio de Hardy-Weinberg para los SNPs A'y G de la posicion 428 del gen
FUT2
GG+ 2GA + AA
P*+2pq +¢°
0.8147 +0.1818 + 0.0035 ___ (ec.1)
Calculo de frecuencias alélicas observadas:
G =G+ (2GA/2)
G =0.8147 +(0.1818/2) = 0.9056 ___ (ec.2)
A= A%+ (2GA/2)
A =0.0035+(0.1818/2) = 0.0944 __ (ec.3)
Calculo de frecuencias genotipicas esperadas:
p*+2pq + ¢
(0.68)? + 2*0.68*0.32 + (0.32)°
0.46+0.44+0.10 ___ (ec.d)
(0.46*286) + (0.44*286) + (0.10*286)
(131.6) + (125.8) + (28.6)
Calculo de equilibrio de Hardy-Weinberg:
3 (observados-esperados)?/esperados
(233-131.6)%/131.6 + (52-125.8)?/125.8 + (1-28.6)°/28.6
78.1+433+266=148 _ (ec)
Chi’ calculado > Chi tabulado
148 > 3.84

Conclusion: En la poblacion estudiada, no hay equilibrio de Hardy-Weinberg



Anexo 2

Tabla 8. Comparacidn de caracteristicas entre nifios incluidos y no incluidos en analisis

de secuenciamiento exploratorio

Incluidos (N=85)  No incluidos (N=236)

Variables
N(%) N(%)

Sexo 0.150*
Masculino 47 (55.3) 109 (46.2)
Femenino 38 (44.7) 127 (53.8)

Bajo peso al nacer 0.733**
>2.5 kg. 81 (96.4) 220 (96.9)
<2.5kg. 3(3.6) 7 (3.1)

Grupo sanguineo 0.866**
O+ 58 (78.4) 159 (78.7)
O- 1(1.3) 3(15)
A+ 11 (14.9) 24 (11.9)
B+ 4 (5.4) 16 (7.9)

Lactancia en los primeros

6 meses 0.766*
Exclusiva >80% 40 (51.3) 109 (49.3)
Exclusiva <80% 38 (48.7) 112 (50.7)

Estado secretor 1.00**
No secretor 1(1.5) 3(1.6)
Secretor 65 (98.5) 180 (98.4)

Genotipo 0.678*
Presencia SNP mut 68 (80.0) 165 (82.1)
Ausencia SNP mut 17 (20.2) 36 (17.9)

* El valor p fue obtenido mediante la prueba de Chi2.

** E| valor p fue obtenido mediante la prueba exacta de Fisher.



