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RESUMEN



El caballo méas representativo para Colombia es criollo, un animal que se ha
adaptado ambiental y culturalmente al pais y que ha sido sometido a un proceso de
seleccién por afios de interaccion con el hombre, participando con un papel
protagonico en labores de recreacion, deporte y trabajo. Sin embargo, desde la
medicina veterinaria, la farmacologia en esta poblacion de equinos se entiende de
manera incompleta, debido al desconocimiento de los genes que codifican para los
citocromos, enzimas que son responsables del metabolismo de una proporcion
importante de farmacos en equinos. Consecuentes con la responsabilidad de
promover el bienestar animal desde la perspectiva de la intervencién con farmacos,
asi que es importante conocer hasta donde sea posible las caracteristicas de los

grupos de individuos.

Dentro de los genes responsables del metabolismo de farmacos en equinos se
considero la familia de genes codificantes para citocromos P450.

En esta investigacion se ha hecho un recuento de estudios en diferentes razas de
equinos y se han aplicado técnicas de bioinformatica y de biologia molecular para
confrontar la informacién publicada, con una muestra de 5 caballos y 5 yeguas
criollos del suroeste de Antioquia, en Colombia. Con el objetivo de describir algunas
caracteristicas del gen CYP3A89 en equinos criollos colombianos y su potencial
impacto en la actividad metabdlica del citocromo; comparando asi mismo, los

hallazgos con los reportes de otras lineas genéticas.

Con el gen CYP3A89 seleccionado, se hizo un ejercicio de analisis hasta determinar
las regiones de interés y se decidié amplificar y secuenciar seis regiones dentro del
gen, correspondientes a los sitios de reconocimiento de sustratos, sitios que son
determinantes para el reconocimiento y unién de sustratos. Proceso que requirié
iniciar por disefiar los juegos de cebadores especificos con la informacion del
genoma equino disponible y una herramienta de PCR in sillico, posteriormente con
los productos de la PCR de punto final, se hizo el proceso de secuenciacion de las
seis regiones, en un subgrupo de tres animales. Los resultados de la secuenciaciéon

muestran que las regiones especificas que codifican para los sitios de
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reconocimiento de sustratos se han conservado y en la muestra revisada no hubo
sustituciones, inserciones o deleciones que puedan alterar la forma o la funcién de
la proteina. Demostrando que son regiones altamente conservadas y que, aunque
es muy probable las variaciones interespecie, probablemente por la limitacién de la
muestra, no se evidenciaron. Esto genera un precedente pues es una poblacion con

la que antes no se ha hecho investigacion en la rama de la farmacogenética.

Asi que este tipo de estudios serviran para el analisis de variantes genéticas con
fines clinicos, que posteriormente permitiran predecir los fenotipos de los pacientes

en medicina veterinaria, hasta lograr hacer un abordaje individualizado.



ABSTRACT
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The most representative horse for Colombia is creole, an animal that has adapted
environmentally and culturally to the country and has undergone a selection process for
years of interaction with man, participating with a leading role in recreation, sports and work.
However, from veterinary medicine, the pharmacology in this population of equines is
incompletely understood, due to the lack of knowledge about the genes that code for
cytochromes, enzymes that are responsible for the metabolism of a significant proportion of
drugs in equines. Consistent with the responsibility of promoting animal welfare from the
perspective of drug intervention, we consider it important to seek to know as far as possible

the characteristics of groups of individuals.

In this research, a recount of studies in different equine breeds has been made and
bioinformatics and molecular biology techniqgues have been applied to confront the
published information, with a sample of five creole horses and five creole mares from the
southwest of Antioquia, in Colombia. With the aim of describing some characteristics of the
CYP3A89 gene in Colombian Creole equines and its potential impact on cytochrome

metabolic activity, comparing the findings with reports of other genetic lines.

With the CYP3A89 gene selected, an analysis exercise was carried out until the regions of
interest were determined and six regions within the gene were amplified and sequenced,
corresponding to the substrate recognition sites, sites that are decisive for the recognition
and binding of substrates. This process required starting by designing the specific primer
sets using the equine genome information available and an in silico PCR tool, afterwards
with the endpoint PCR products, the sequencing process of the six regions was carried out,
in a subgroup of three animals. The sequencing results show that the specific regions
encoding the substrate recognition sites have been conserved and there were no
substitutions, insertions or deletions in the reviewed sample that could alter the protein
shape or function. Demonstrating that they are highly conserved regions and that, although
interspecies variations are very likely, probably due to the limitation of the sample, they were
not evidenced. This creates a precedent because it's a population with which no research

has been done before in the field of pharmacogenetics.
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So this type of study will continue to analyze genetic variants for clinical purposes, which will
later allow predicting the phenotypes of patients in veterinary medicine, until an

individualized approach is achieved.



CAPITULO 1

INTRODUCCION
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La especie equina participa en la vida de muchas poblaciones, tanto para la
recreacion, el deporte y el trabajo, y en paises como Colombia, es importante para
las comunidades rurales en la labor de carga en los cultivos o las fincas ganaderas
(1). El caballo predominante para Colombia es criollo, un animal que se ha adaptado
ambiental y culturalmente al pais y que ha sido sometido a un proceso de seleccion
por ciertas cualidades deseables (2). Pero desde el aspecto médico faltan estudios
especificos para las especies del género Equus, animales que presentan
variaciones fisiolégicas respecto al equilibrio de fluidos y al metabolismo de

sustancias (3); condiciones que dependen fundamentalmente de una base genética.

Aunque existe similitud entre las razas de equinos, no se les puede considerar
iguales (4, 5). Sus diferencias tienen trascendencia en el plan de manejo y la
atencion en caso de alteracion fisica o enfermedad; y a su vez, los propietarios de
los animales cada dia exigen tratamientos mas efectivos; sin embargo, el médico
veterinario dedicado a las especies de equinos no puede acceder a terapias
farmacolégicas especificas porque hay falta de informacién sobre caracteristicas
genotipicas y fenotipicas del metabolismo efectuado por CYP450 en las diferentes
razas, sin evidencias de la capacidad metabdlica para los fArmacos que se usan en

las distintas poblaciones.

Cada farmaco deberia ser investigado especie por especie, incluso raza por raza,
para garantizar la eficacia y seguridad en su uso (6). En Colombia, especificamente
para las razas criollas, no se ha ampliado la caracterizacion de particularidades en
relacion con la farmacoterapia y basicamente, se aplica los tratamientos con los

farmacos que han sido reportados para otras razas.

Uno de factores importantes que explican las diferencias de las especies en la
cinética de los farmacos, es la biotransformacion dependiente de los citocromos
P450 (CYP450), que representa una gran superfamilia de oxigenasas. Las enzimas
CYP450 se consideran las enzimas biotransformadoras mas importantes para los
xenobidticos (7-11). Y si bien, en las diferentes especies pueden existir genes CYP

similares (ortélogos) en términos de secuencia de aminoacidos; las especificidades
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de sustrato suelen ser muy diferentes y hay que considerar que un farmaco
administrado, puede metabolizarse in vivo por dos o0 mas enzimas CYP. Lo anterior,
hace que la extrapolacion en las especies de la especificidad CYP450 sea muy
dificil. Incluso, algunos CYP estan sujetos a una variabilidad considerable dentro de

la especie como resultado de factores ambientales y genéticos (12).

Los individuos de la misma especie tienen la misma dotacion genética, lo que los
hace diferentes son los polimorfismos de nucleétidos sencillos y que, desde un
punto de vista farmacodinamico y farmacocinético, les proporcionara un
comportamiento Unico (13). Adicionalmente, desde la perspectiva de la seguridad
del paciente animal en veterinaria, los estudios del metabolismo comparativo
ayudan a explicar las principales diferencias entre especies y dentro de la especie,
ante los efectos de los farmacos, especialmente cuando existe la necesidad de la
administracion de mas de un farmaco (14); y, en consecuencia, pueden ocurrir
interacciones resultado de inhibicion competitiva 0 no competitiva por el sitio activo
del CYP (9) o resultado de la induccién enzimética que afecta la biotransformacion,
modificando la tasa y velocidad de metabolizacion de otros farmacos, con

posibilidad de impactar en la meta terapéutica.

Especificamente para los equinos, el avance en el conocimiento de su capacidad
de metabolizar farmacos por la fase 1, es limitado. El primer CYP equino que se
descubrié fue encontrado por Komori et al. en 1993 (15) vy a partir de alli se han

empezado a caracterizar.

De las isoformas del citocromo descritas en equinos hasta la fecha, se seleccioné
para la investigacion a la CYP3A89, por ser estructuralmente, la mas semejante al
CYP3A4, que a su vez es la mas importante de todas las enzimas metabolizadoras
de farmacos, con alta variabilidad interindividual en los niveles de expresion en
humanos; y también porque el citocromo CYP3A89 mostrd expresién en higado,
vias aéreas y rifion, en investigaciones previas hechas en equinos (16—-18). Un
aspecto de este citocromo es que las variaciones entre caballos individuales
fueron altas en el estudio adelantado por Knych et al. (41) y ha mostrado

polimorfismos en otras investigaciones (15, 16, 17).
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Una vez estudiada la informacion disponible del gen codificante para el CYP3A89,
se buscaron los sitios de reconocimiento de sustratos dentro del mismo, para ser
secuenciados. Asi poder establecer las caracteristicas de estas regiones en la
muestra de equinos criollos e identificar si se han presentado cambios estructurales

gue puedan representar una diferencia en el metabolismo de farmacos.

Se investigo, por lo tanto, regiones de la estructura especifica de CYP, que
ninguna investigacion previa habia desarrollado con caballos de razas criollas;
animales que por afios han sido sometidos a procesos de presion de seleccidn por
caracteristicas distintas a la capacidad metabdlica o la adaptabilidad; siendo una
poblacion donde pudieran presentarse expresiones diferenciales y nuevas formas

cromosomicas.

Pero esto solo ha sido un paso para conocer los detalles del metabolismo de
farmacos y se evidencia, que es necesario caracterizar los perfiles de metabolitos
de los medicamentos para su uso seguro y no desde la perspectiva de algoritmos
predictivos como tipicamente ocurre en la medicina veterinaria, sino de acuerdo

con los perfiles genéticos propios de la especie.



CAPITULO 2

REVISION BIBLIOGRAFICA
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2.1 METABOLISMO DE FARMACOS EN EQUINOS

Las principales especies dentro de la familia de los équidos conocidas como
equinos incluyen caballares, asnales y aquellas especies hibridas obtenidas por
cruces. A su vez, para cada especie existen un niamero variable de razas con cierta

variabilidad fenotipica y por supuesto, genética entre ellas (4, 5, 19, 20).

Tal variabilidad podria esperarse que aplicase también para los aspectos del
metabolismo de las diferentes sustancias a las que esta expuesto el animal en el
transcurso de su vida. La forma singular en la que los equinos son capaces de
metabolizar compuestos extrafios para el organismo y poderlos eliminar, atn no
esta totalmente dilucidada. Igual que en los humanos y otros animales, el equino
esta en contacto con diferentes compuestos en su alimentacion, en el ambiente o
cualquier producto que se le suministre, incluyendo los farmacos (21). El resultado
final del contacto con estos compuestos, en cualquier caso, deberia ser, la
biotransformacién en forma de metabolitos facilmente eliminables y menos toxicos,
proceso que se considera, ocurre en diferentes 6rganos, pero mayormente en el
higado (7, 8, 10, 21-23).

Esta variabilidad en las caracteristicas fenotipicas y fisiolégicas en la especie; es
resultado de los diferentes sistemas de manejo a los que se han sometido los
equinos a lo largo del tiempo y es una estrategia de adaptacion a las condiciones
propias del entorno (2, 12). Asi que, aunque se entienden aplicables los principios
basicos del metabolismo en los mamiferos, no se puede asegurar que para todas

las poblaciones de equinos los procesos ocurren de la misma forma.

Se considera que el proceso de biotransformacion de sustancias se divide en dos

fases.

La fase 1 mayormente ocurre por accion de las enzimas de la fraccion microsomal

presentes principalmente en los hepatocitos; y la fase 2 ocurre por accién de las
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enzimas presentes en la fraccion citosolica celular. Ambos procesos facilitan la
eliminacion al modificar la hidrofobicidad de los compuestos, pero para algunos
casos solo se requieren las reacciones de la fase 1 o solo las de la fase 2. Las
reacciones de fase 1 catalizadas por las enzimas de la fraccion microsomal,
presentan una actividad monoxigenasa haciendo uso del oxigeno molecular, de
donde utilizan uno de los atomos para oxigenar el compuesto extrafio, o

xenobiodtico, y a su vez el otro atomo se reduce a H20 (11, 17, 24).

En tal sentido, un grupo de enzimas que juegan un papel importante en la oxidacién
de los xenobidticos son las enzimas del citocromo P450 (CYP) (10, 25,26). Mismas
que son codificadas por genes denominados CYP y se constituyen una familia
relativamente extensa e importante para el metabolismo de la gran mayoria de
farmacos, aunque su estudio aun es limitado en las especies de interés zootécnico
(10, 14). La pregunta de si dichos genes podrian presentar variaciones, en una
poblacion especifica dentro de las especies de equinos, resultado de la influencia
de factores ambientales y genéticos particulares; fue el aspecto que motivo esta

revision.

2.2 CITOCROMOS E IMPORTANCIA EN EL METABOLISMO DE
XENOBIOTICOS EN EQUINOS

2.2.1 DEFINICION Y TIPOS DE CITOCROMOS

Las enzimas denominadas citocromos, son un grupo de proteinas rojas o pardas
que tienen unos espectros de luz visible caracteristicos; que se identificaron
inicialmente como un pigmento celular unido a la membrana, con un pico de
absorcién a 450 nm (27) y actualmente se ha establecido que son hemoproteinas
(28).

Varios citocromos identificables se encuentran en la cadena respiratoria, como los

citocromos b, c y citocromo oxidasa, 6 se encuentran en otras ubicaciones; por
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ejemplo, el reticulo endoplasmico como los citocromos b5 y P450 (29). En todos
los seres vivos existen dos grandes familias de oxigenasas en el higado, las
dependientes de citocromo p450 denominadas CYP450 y las dependientes de
flavin monoxigenasas (26). Para este estudio se hizo énfasis en el grupo de
enzimas CYP450, una gran superfamilia de hemoproteinas implicadas en el

metabolismo de fase | de sustancias enddgenas y exogenas.

Se enfatizaron porque son enzimas que estan presentes en casi todas las formas
de vida y se han estudiado ampliamente, particularmente en relacion con la
medicina humana y porque muchas de sus isoformas aun no se han caracterizado
por completo o incluso identificado (7, 10). Aunque todas las sustancias quimicas
existentes y por desarrollar, podrian ser sustratos potenciales para el citocromo
P450.

2.2.2 IMPORTANCIA DE LAS ENZIMAS DEL TIPO CITOCROMO EN EL
METABOLISMO EN LOS EQUINOS

Las enzimas del tipo citocromo, metabolizadoras de xenobidticos, son la primera
linea de defensa y un fenbmeno resultado de la coevolucion entre las plantas y
herbivoros. Razon por la cual, tienen unas caracteristicas importantes como la
especificidad de sustrato, que implica que cada citocromo es capaz de metabolizar
muchos xenobidticos y a su vez el mismo xenobidtico puede ser metabolizado por
varios citocromos, aun con una ruta metabdlica distinta (7, 8, 21, 21). Ademas, los
citocromos son enzimas inducibles o inhibibles por los propios xenobioticos que,

de hecho, pueden competir entre si por la misma enzima (8).

Sin embargo, tal y como se analiza mas adelante, existe un alto grado de
polimorfismo genético en muchas de estas enzimas, que a su vez dan origen a
distintos fenotipos, asi que un individuo puede presentar una actividad enziméatica
eficiente, cuando otros no, incluso algunos individuos pueden tener mutaciones o

varias copias funcionales de un gen. Esta caracteristica resulta importante para
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la supervivencia de la especie ya que les permite a los individuos adaptarse a los
cambios en su entorno quimico de manera que si una poblacién se expone a un
toxico sobrevivirdn los individuos portadores de las variantes genéticas que les
confieran resistencia a esos toxicos (13). Asi mismo, ocurre con la exposicion a
farmacos usados con una intencionalidad terapéutica. Claramente, determinado

fenotipo de metabolizador puede verse afectado por la toxicidad de un farmaco.

Si bien la capacidad metabdlica depende de un conjunto de elementos, desde el
punto de la farmacogenética; para un determinado tejido la posibilidad de que se
formen metabolitos esta ligada a la expresion de las enzimas, que a su vez
dependen de la conformacién genética del individuo. Y si bien, las enzimas
metabolizadoras de farmacos se expresan predominantemente en el higado,

también hay expresion en otros tejidos extrahepaticos (25).

La razon por la cual las enzimas del tipo citocromo se expresan principalmente en
el higado es que se requiere una expresion cuantitativamente suficiente para
catalizar la reaccién. La diferencia en la expresion de las enzimas condiciona la
mayor o menor formacion de los metabolitos y, por lo tanto, la posible
sensibilizacion y respuesta de hipersensibilidad, o la falta de eliminacion, con la

consecuente toxicidad frente a un farmaco (10).

La expresion de los genes del citocromo P450 en el higado depende en gran
medida de factores de transcripcion hepéticos y factores de transcripcion
activables por ligandos xenobidticos, denominados Liver-enriched transcription
factors (LETF), que se expresan abundantemente en el higado, y se ha
determinado que son varios los LETF que participan en la regulacion de genes
hepaticos y a su vez, tanto la expresién de los LETF como la de los genes CYP

esta estrechamente asociada al estado diferenciado del hepatocito (8).

Esto determina que en los seres vivos exista gran variabilidad interindividual en la

actividad y la cantidad de enzimas metabolizadoras y parte de esa variabilidad es
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debida a la existencia de genes para los que existen distintas variables que
codifican para isoformas con especificidad metabdlica diferente, lo que se conoce
como genes polimorficos. O en otros casos, las diferencias fenotipicas derivan de

la capacidad de expresion de tales genes (30).

A pesar del conocimiento de la importancia de la familia de citocromos y sus genes
codificantes para el metabolismo de farmacos en todos los seres vivos, para la
especie equina los estudios que se relacionan al metabolismo han sido muy
limitados. Aungue la comprension de la enzimologia desde su base genética
ayudaria a analizar los datos obtenidos luego de un tratamiento farmacoldgico, no
ha sido el objetivo principal de los estudios, no obstante, en los Ultimos afios ha
empezado aparecer un interés creciente sobre las areas relacionadas incluyendo

la farmacogenética.

En tal sentido, se ha detectado actividad indicadora de las enzimas metabdlicas
en sangre de caballos, y la actividad de las posibles subfamilias CYP presentes
en los caballos se ha empezado a inferir utilizando las especificidades de sustrato
caracteristicas de los CYP conocidos. Sin embargo, esto solo puede actuar como
una guia y es necesaria una mayor caracterizacion de las enzimas del caballo para

validar los hallazgos (31).

El primer CYP equino que se descubrié fue encontrado por Komori et al. (1993) y
a partir de alli la mayoria de los estudios incluyen microsomas y aunque los
estudios in vitro no necesariamente brindan informacion especifica sobre P450,
son buenos puntos de partida para la hipotesis de como los P450s operan en una
especie (32). Los estudios que existen hasta la fecha son comparativos entre
varias especies y el equino, pero también hay algunos estudios especificos en el
caballo, Lakritz et al. (2000) intentaron determinar la actividad de varios P450 en
caballos de diferentes edades. Esto implicO usar sustratos humanos conocidos

para diferentes isoformas P450; particularmente se encontré que el metabolismo
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pulmonar de xenobioticos fue significativamente menor en caballos jovenes que
adultos mientras que el metabolismo hepatico no varié significativamente. Un
estudio posterior de Nebbia et al. (2004) corroboré este hallazgo. Lo que implica
que ademas de la gran variabilidad expuesta, la edad también podria ser un factor

determinante (33).

En el mismo orden de ideas, vale recordar que, al igual que en otras especies, la
actividad de las enzimas del citocromo P450 en el equino depende de la enzima
NADPH P450 oxidorreductasa y su importancia se comprobd por Dettwiler et al.
(2014), los resultados mostraron que el CYP3A94 equino es metabdlicamente
activo y su actividad puede aumentar significativamente mediante la coexpresion
de la enzima NADPH P450 oxidorreductasa (34). Dicha enzima, es una
flavoproteina unida a la membrana en el reticulo endoplasmico (RE), que
interactia con CYP, otras oxigenasas y enzimas para la biosintesis de esteroles.
Se ha demostrado que la enzima NADPH P450 oxidorreductasa mejora la
actividad catalitica de los CYP al suministrar electrones al ciclo catalitico del CYP
(35). A este hallazgo debemos sumar que, a partir de los estudios comparativos,
parece que las enzimas equinas muestran generalmente menos actividad que sus

ortdlogos en humanos (36).

2.2.3 GENETICA DE LAS CITOCROMOS EN EQUINOS
En los estudios adelantados con equinos se han identificado variantes genéticas
de los citocromos. Dichas variantes genéticas permiten desentrafiar las
caracteristicas estructurales de los CYP equinos y correlacionarlas con cambios en
la actividad de CYP. Aungque no se ha determinado el genoma equino cuantos
genes CYP puede contener en total, se han reportado 14 genes: CYP3A89,
CYP3A93, CYP3A94, CYP3A95, CYP3A96, CYP3A97, CYP2C92, CYP2D50,
CYP2B6, CYP2A13, CYP2E1, CYP19Al1, CYP11A1l y CYP27B1(11 ).
adicionalmente, se ha identificado la expresion de las algunas isoformas en

equinos, pero en muchos casos no se conoce la funcién especifica. En la
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investigacion de Orr (11) se identificaron 46 secuencias de P450 de longitud
completa y se determiné la expresion de los CYP1Al, CYP2A13, CYP2C92 y
CYP2D50. Avance que dio lugar a ampliar la investigacion y se lleg6 a establecer
que CYP2C92 estda implicado en el metabolismo de antiinflamatorios no
esteroideos (11); y el CYP2D50 esta implicado en el metabolismo de tramadol (41).
Asi mismo en otros estudios con microsomas, se ha determinado la expresion de

genes de la subfamilia CYP3A en los equinos (32, 37-40).

De acuerdo con la revision de literatura, se encontré que hay disponible mas

informacion para esta subfamilia de citocromos.

Tabla 1. Resumen de los citocromos de la familia 3A reportados en equinos.

Citocromo Principal 6rgano de expresion |Sustratos conocidos
CYP3A89 Higado(17) Vias respiratorias(37) |Diazepam(42)
CYP3A93 Intestino(18) Vias respiratorias
(37)
CYP3A94 Higado(18, 38) Vias Diazepam(42)
respiratorias(37) Ketamina(38)
CYP3A95 Vias respiratorias(37) Ketamina(38)
CYP3A96 Intestino (17) Vias Diazepam(42)
respiratorias(37)
CYP3A97 Higado(17, 18, 38) Vias Ketamina(38)
respiratorias(37)
CYP3A129 Vias respiratoria(37)

Fuente: Elaboracion propia.

El grupo completo de genes de la subfamilia CYP3A ha sido definido
recientemente y consta de siete genes: CYP3A89, CYP3A93, CYP3A94,
CYP3A95, CYP3A96, CYP3A97 y CYP3A129 (36). La expresion y actividad de los
siete genes de la subfamilia CYP3A en equinos se presenta en la tabla 1. En

contraste con los estudios en otras especies, en el caballo no se ha demostrado
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gue haya isoformas de CYP3A dominantes sobre otras isoformas, en el higado
(17).

Ademas de los anteriores, los estudios han reportado isoformas P450 que se
detectaron en el higado equino, pero que no se expresan en otras especies de
animales CYP2R1 y CYP1B1 asi como CYP2D14 y CYP2C26 y por supuesto, se
requerird de futuras investigaciones para establecer su funcién (11). De hecho,
actualmente la investigacion en torno a la farmacogenética ha presentado los
primeros hallazgos en medicina veterinaria equina. Algunos investigadores han
demostrado la capacidad del caballo para metabolizar sustratos del citocromo
CYP3A expresado en el higado y el intestino; y se ha comparado el CYP3A
humano con el CYP3A del caballo; el mas reciente analisis comparativo de la
region del cromosoma humano que contiene el grupo de genes CYP3A y la
correspondiente region equina, fue realizado en el afio 2010 y muestra que el
genoma de los caballos contiene seis genes CYP3A muy similares y dos posibles
pseudogenes, en contraste con el genoma humano, que tiene so6lo cuatro genes

CYP3A funcionales y dos pseudogenes (36).

En el estudio la secuencia de nucleétidos del CYP3A89 de equinos fue homodloga
en un 86,4% con el CYP3A4 humano y compartiendo en el 81,3% de la secuencia
de aminoéacidos; seguido por el CYP3A96 que fue homdlogo en el 84,3% de los
nucleétidos y en el 79,1% de los aminoacidos bases con el CYP3A4 humano . Los
otros citocromos mostraron porcentajes de identidad menores, razon por la que
para este proyecto se seleccion6 el CYP3A89, que ademas de resultar el mas
semejante en su secuencia al CYP3A4 de humanos en la investigacion publicada
por Schmitz (13); también es expresado en higado, en las vias respiratorias y en
rifones. Asi pues, dentro de las caracteristicas de CYP3A89 hay varias
condiciones que hacen interesante su exploracion en una poblacién equina
expuesta a factores ambientales y genéticos especiales. Un aspecto de este

citocromo es que las variaciones entre caballos individuales fueron altas en el
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estudio adelantado por Knych et al. (43) y ha mostrado polimorfismos en otras

investigaciones (11, 37, 42) .

2.2.4 CARACTERIZACION DE LOS CITOCROMOS P450 EQUINOS

En el equino, actualmente se sabe poco sobre el metabolismo de farmacos
especificos de CYP, revistiendo esto, gran importancia para el bienestar animal,
sin embargo, ya hay algunos avances que fueron de importancia para esta
revision. Recientemente, se produjeron los primeros CYP equinos recombinantes,
lo que permitid recopilar por primera vez datos especificos sobre la actividad del
P450 equino (37).

A partir de los estudios realizados por Orr et al. en 2016, el rCYP2C92 pareci6
metabolizar los cuatro antiinflamatorios no esteroideos AINE probados (flunixina,
ketoprofeno, fenilbutazona y diclofenaco), sin embargo, no se pudo confirmar la
presencia de los metabolitos hidroxilados de diclofenaco y fenilbutazona (4-
hidroxidiclofenaco y oxifenbutazona, respectivamente). A pesar de la aparente
actividad mostrada por rCYP2C92 frente a los cuatro AINE, no se han establecido
conclusiones sobre el papel de esta enzima en el metabolismo de los AINE, debido
a la falta de produccion de los metabolitos hidroxilados conocidos (11). Uno de los

pocos estudios donde ya se relaciona un citocromo con en grupo farmacoldgico.

Por otra parte, se debe destacar como avance el conocimiento de los citocromos
en los equinos, que la actividad de CYP3A94 se estudio, depende de un nivel
adecuado de la enzima NADPH P450 oxidorreductasa (34), la CYP3A94 participa
en la desmetilacion de la ketamina, junto con CYP3A95 y CYP3A97 ; y las tres
isoformas pueden ser inhibidas con ketoconazol, de acuerdo con evidencias de

estudios de expresion heteréloga en células de insectos (40).

Ahora bien, evidentemente, son innumerables los sustratos farmacologicos y no

farmacolégicos pendientes por descubrir ademas de los 6érganos de metabolismo



28

de cada uno. Pues no todos los 6rganos expresan los citocromos, y cada érgano
lo hace en proporciones diferentes, como ya se sabe para los miembros de la
subfamilia CYP3A, que se han encontrado en el higado, el intestino y via aérea de
equinos, pero no se expresa en las mismas proporciones en cada uno de ellos (17,
42).

Los citocromos en equinos adicionalmente, presentan un comportamiento
interesante como se mostré en la investigacion in vitro desarrolladas por Nebbia y
cols en 2004, con microsomas de higado obtenidos de 50 yeguas que eran
categorizadas por edad, encontraron que el contenido total de CYP450 en las
yeguas jovenes fue inferior a la de otras especies de herbivoros. Con la edad,

estos niveles aumentaron, pero no alcanzaron los rangos de otras especies (33).

Como se ha mostrado en esta revision hay poco avance en el conocimiento sobre
el metabolismo de farmacos especificos por CYP en equinos y cabe complementar
gue ninguna de estas investigaciones se ha desarrollado con caballos de razas
criollas; animales que por afios han sido sometidos a procesos de presién de
seleccién por caracteristicas distintas a la capacidad metabdlica o la adaptabilidad.
En Suramérica luego de mas de 400 afios de evolucion y adaptacion a las regiones
gue habitan (20), con procesos ambiental y culturalmente distintos a las
poblaciones de las cuales hay referencia por las investigaciones previas que se han
presentado; se consideré aplicar el objeto de esta investigacion a la raza de
caballos criollos de Colombia, donde pudieran presentarse expresiones

diferenciales y nuevas formas cromosomicas.

De tal manera, y debido a los avances actuales, se evidencia que es necesario
caracterizar los perfiles de metabolitos de los medicamentos para su uso seguro y
no desde la perspectiva de algoritmos predictivos como tipicamente ocurre en la
medicina veterinaria, sino de acuerdo con los perfiles genéticos propios de la
especie y de las especies hibridas derivadas. Pero eso requiere adelantar

investigaciones, que si bien es cierto se pueden desarrollar in vitro deberan derivar
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en estudios in vivo donde se pueda comparar la conformacion genética de los
individuos con la transformacion y eliminacion de metabolitos medidos en

diferentes tejidos corporales.

2.3 IDENTIFICACION DE LOS SITIOS DE RECONOCIMIENTO DE SUSTRATOS
DE LOS CITOCROMO

Cada enzima contiene una superficie de uniébn denominada sitio activo. Los
sustratos se unen al sitio activo de las enzimas, que en general es una pequefia
hendidura o grieta en una molécula proteinica grande. La forma y la distribucion de
la carga del sitio activo de una enzima, limita los movimientos y las conformaciones
permitidas del sustrato, por esta razon, la estructura del sitio activo se utiliza para
orientar de forma Optima al sustrato. Aunque la actividad catalitica de algunas
enzimas solo depende de las interacciones entre los aminoacidos del sitio activo,
algunas enzimas requieren de un grupo prostético como cofactor. Para el caso de
los citocromos, en el sitio activo el hierro del grupo hemo esté enlazado a la proteina

por medio del tiolato de un residuo de cisteina y a una molécula de agua (7).

Debido a la naturaleza hidrofébica de los sustratos de los CYP, se quedan inmersos
en la membrana del reticulo endoplasmico. Después, estos sustratos ingresan al
sitio activo de los CYP, el cual se encuentra en el ectodominio de la proteina. Este
proceso es posible gracias a las particularidades de la estructura secundaria de los
citocromos, que consiste en hélices a combinadas con varias laminas B, altamente
conservadas, en contacto directo con el grupo hemo (44). Si bien en la anatomia de
la estructura secundaria de la familia de los citocromos, se siguen descubriendo
elementos, el sitio activo de los citocromos se localiza en la parte superior del sitio

distal del hemo, donde también se une el oxigeno(45).
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En los citocromos existen seis regiones denominadas SRSs (sitio de reconocimiento
de sustratos), involucradas en el reconocimiento y unidén de sustratos. Estos sitios
muestran alta variacion en su secuencia de aminoacidos, siendo esta la razén de la
capacidad de los diferentes citocromos P450 para unir sustratos diversos. Se han
descubierto multiplicidad de mecanismos de enlace debido a la habilidad de la
enzima de acomodarse estructuralmente resultado de las sustituciones, inserciones
y deleciones que conforman las secuencias de los distintos miembros de la familia
(46).

Los seis sitios de reconocimiento de sustratos que hoy en dia se han identificado en
la familia CYP3 fueron publicados a partir de las investigaciones de Gotoh en 1992
(44), donde por alineacion manual de residuos de aminoacidos en citocromos de
mamiferos, con residuos de un complejo sustrato de citocromo P450 bacteriano se
logré una primera identificacion de las diferencias entre aminoacidos que son los
principales responsables de las caracteristicas diferencias funcionales entre
enzimas estrechamente relacionadas; y asi se pudo reconocer la posicion de estas
regiones. Posteriormente, se encontrd relacion estadisticamente significativa entre
sitios bajo evolucion adaptativa en el CYP2C, CYP2D y CYP3A; y los SRS
publicados por Gotoh. Lo que sugiere un papel importante de la adaptacion en la

evolucion de los citocromos por especificidades de sustratos (12).

Estudios de diferentes citocromos, han permitido investigar sus caracteristicas para
usar esa informacién con el objetivo de predecir las posiciones en las cuales se
podria llevar a cabo el metabolismo de los sustratos. Y asi mismo, se ha podido
identificar que la actividad catalitica de la enzima disminuye cuando hay
modificaciones en estos sitios, pues los sustratos no podrian ser facilmente
reconocidos dentro del bolsillo del sitio activo. La comparacién de las estructuras de
CYP disponibles muestra un plegado altamente conservado con una gran
diversidad en la forma y el tamafio de los sitios de union de sustratos, siendo estas

caracteristicas claves para definir la especificidad por el sustrato y de la reaccion
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(47). Esta caracteristica permite hacer suposiciones sobre la integridad funcional de
una enzima cuando se conoce la secuencia del exoma; ya que las sustituciones de
un solo aminoécido pueden afectar la union del hemo, el acceso y la union del
sustrato. En este sentido, se han publicado otros estudios experimentales que han
identificado aminoacidos concretos en las regiones de la familia CYP3, que son
criticos para la especificidad del sustrato y que se encuentran en o cerca de los SRS
(48, 49).

La identificacion de residuos diferentes en una poblacion no estudiada permitiria
reevaluar y ampliar el mapa original de SRS reportados. Los SRS en la subfamilia
3A, que en la actualidad se consideran véalidos son: SRS1 Ay B (ISLS- PFGPF) en
la Hélice B' en el bucle B-C, SRS2 (LFSFD) en el extremo C-terminal de la hélice F,
SRS3 (LFPFLNAV) en el extremo N-terminal de la hélice G, SRS4 (AQSIIFIFA) en
la parte media de la hélice I, SRS5 (LFPIAVRLERVC) en el bucle entre la hélice K
y la hebra 3 de la lamina 3 1 y SRS6 (QGLLQPQ) en el giro en la lamina B 4 (11,
49). Si bien esta estructura es general para todos los miembros, las enzimas de la
subfamilia CYP3A, aunque exhiben superposicion en las especificidades del
sustrato, también existen algunas diferencias funcionales. En animales se han
estudiado algunas de estas diferencias, por ejemplo, las isoformas de los citocromos
caninos P450 3A12 y 3A26, que difieren en 22 de 503 aminoécidos, de los cuales
se consideran criticos tres, le confieren a CYP3A12 la capacidad de catalizar tasas
mucho mas altas de hidroxilacién de esteroides que CYP3A26, de acuerdo con

resultados de estudios por enzimas quiméricas y mutagénesis dirigida al sitio (50).

En equinos se han obtenido variantes genéticas de la subfamilia CYP3A por
secuenciacion de genomas de caballos de diferentes razas y comparacion con sus
respectivas secuencias de referencia, posteriormente se hizo modelado CYP 3D,
para analizar las diferencias estructurales entre las variantes genéticas

seleccionadas, para predecir variantes genéticas que posiblemente afecten la
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actividad enzimatica, entre la testosterona con los CYP3A94, CYP3A95 y CYP3A97
(35) .

A partir de esta investigacion se obtuvieron diferencias intraespecie, se encontrd un
total de veinte variantes genéticas, incluidas cinco variantes sin sentido, CYP3A94
en D217 y CYP3A95 en D214, fueron dos de las cinco variantes equinas
investigadas, y se localizaron en una estructura que se ha estudiado previamente
en CYP3A4, en una region que se describe como un sitio de contacto con la
membrana y se cree que es necesaria para el acceso del sustrato al sitio activo del
CYP, mientras que las variaciones de CYP3A95 en S392 y CYP3A97 en 1119 se
propuso que pueden alterar la estructura o afectar la tasa de acceso/egreso de
metabolitos al sitio activo, mientras que la variacion de CYP3A97 en M500 no
parecié representar posibles modificaciones de la estructura y actividad del sitio
activo (40).

Asi mismo un estudio hecho en 2019 en toros de la raza Piedemonte, también
encontré diferencia intraespecie al comparar las isoformas CYP3A28, CYP3A38 y
CYP3A48 con otras publicaciones y donde ellos encontraron trece variantes de un
solo nucleétido de las que cinco representaban cambios en el aminoéacido y
mostraron que significaban una actividad catalitica alterada, CYP3A28 en G197,
A289, 1338; y CYP3A3 en E374 y V351. De estos, la variacion de G197 proporcioné
una clara evidencia de un impacto funcional en la capacidad metabdlica (51). De tal
manera, las investigaciones presentadas muestran que residuos de aminoacidos
concretos pueden determinar grandes diferencias funcionales entre cada una de las
isoformas, y reconocer las variantes genéticas servird de base para identificar
cudles de estas variantes pueden conducir a una biotransformacién mas lenta o
rapida de farmacos, para realizar ajustes de dosis en medicina veterinaria, tal y

como ya se hace en medicina humana.

Igualmente, se ha identificado que las enzimas del citocromo CYP presentan

modulacion alostérica, que puede conducir a cambios funcionales. El tipo de
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modulacién alostérica observada en las enzimas CYP depende del ligando y de la
isoforma; y puede implicar la union simultanea de mudltiples ligandos, la existencia
de conformaciones distintas de una sola isoforma, y ligandos que actian como
efectores uniéndose en un sitio distante del hemo y afectando la afinidad de un

segundo ligando (sustrato) por el sitio activo (52).

En un estudio publicado por Hlavica en 2016 reportd que el 88% del numero total
de residuos clave que se relacionan con el alosterismo, residen cerca de la cara
hemo distal dentro de los seis SRS conocidos (53). Algunos ejemplos reportados en
el CYP3A4 de residuos de aminoacidos clave para los procesos alostéricos y todos
los residuos de aminoacidos criticos que se vayan descubriendo, son Utiles para
evitar interacciones farmacol6gicas no deseadas y evidencian la importancia de la
evaluacion de los SRS en las especies y razas que no se han hecho. Sin embargo,
el 12 % del namero total de aminoacidos funcionales estan fuera de los SRS (53,
54).

De los aminoacidos funcionales fuera de los SRS, cabe destacar el residuo de C98
en el CYP3A4, que es importante para la integridad conformacional y la actividad
catalitica, pero ademas podria estar involucrado en una interaccién con la reductasa
P450, que coordina la transferencia de electrones desde el NADPH hacia los
citocromos P450, el citocromo b5 y la hemooxigenasa (55). Al evaluar las
secuencias reportadas de equinos y al rastrear los residuos antes mencionados en
CYP3A4 de humanos, es importante sefalar que Unicamente difieren en las
posiciones L210, F211, F219 y L220 (47, 56, 57).

Cabe también mencionar, hasta este punto, que, la modulacion alostérica no es la
Unica determinante de funcionalidad, la flexibilidad conformacional y un mecanismo
de ajuste inducido por la unién del sustrato, requiere de ciertos residuos de
aminoacidos, sin los cuales la velocidad de asociacion de sustrato seria
significativamente menor o el reconocimiento no ocurriria (58). En citocromos de

humanos, se han identificado residuos clave en setenta posiciones determinantes
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de especificidad, pero solo cuatro de ellas pertenecen al sitio activo de CYP y son
discriminantes de la subfamilia 3A: P110 (que se encuentra en el SRS 1), L216 (que
se encuentra entre el SRS 2 y el SRS 3), 1223 (que se encuentra en el SRS 3) y
R372 (que se encuentra en el SRS 5) en posiciones estrictamente fijas (59). Al
evaluar las secuencias reportadas de equinos y al rastrear los residuos antes
mencionados, todos los anteriores coinciden. A la fecha no se sabe si esas

posiciones concretas también se presentan en caballos criollos colombianos.

Es relevante entonces, al caracterizar los citocromos retomar la revision de las
regiones de interés, de hecho, en una investigacion hecha por Zawaira et al. en
2021 se reportd dos nuevas regiones SRS antes de SRS1; y propuso que SRS2 y
SRS3 estén unidos en una sola regidon grande, dando como resultado que la zona
de SRS cubra el 33 % de la secuencia CYP450 en mamiferos, a diferencia del 16%

gue se encuentra en el mapa de Gotoh (56) que se usa actualmente.

De acuerdo con el andlisis, se identificaron varios residuos de aminoacidos clave
para la actividad de los citocromos, muchos por confirmar en cuanto a su
importancia para la uniéon del hemo, el acceso, la unién del sustrato o la estabilidad,;
y asi mismo, evidentemente hay muchos por descubrir. El caracterizar la estructura
de regiones de interés en la secuencia de los citocromos, haciendo énfasis en los
aminoacidos clave, permite hacer predicciones sobre el metabolismo de CYP
empleando técnicas de modelado molecular; con base en la comparacion, en las
secuencias ortdlogas ya publicadas, y analizando bajo la premisa de que la
divergencia puede influir profundamente en la funcién, con las consiguientes
alteraciones en la disposicion de farmacos y los efectos clinicos/toxicos que esto
represente (44, 53-55, 59, 60).
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2.4 BIOINFORMATICA: UTILIDAD E IMPORTANCIA

La bioinformatica, a través de la Genética Molecular, cuya aplicacion en estudios
con enfoques integrados ha dado origen a la Gendmica. La cual, a su vez, tanto en
sus aspectos estructurales (organizacion del genoma) como funcionales (expresion
del genoma, disciplina también conocida como Postgenomica) se ha aplicado al
mejoramiento genético animal y vegetal. En ellos, el uso de estas técnicas facilita el
proceso de prospeccion, evaluacion, seleccion y usufructo de la variabilidad

genética disponible en una especie de interés para el desarrollo cientifico (61).

De esta manera, se reducen significativamente los costos, tiempos y espacios
requeridos por los programas de mejoramiento, y se minimiza la incertidumbre
inherente a las técnicas convencionales. En la actualidad, en la que la generacion
de datos de variados tipos constituye una actividad rutinaria y lleva a la construccién
de bases de alta dimensionalidad, la aplicacion de herramientas bioinformaticas se

torna indispensable para el abordaje preciso de cualquier proceso biolégico (61, 62).

A este tenor, puede considerarse que en sus inicios la bioinformatica se limité al
entendimiento de la funcién y estructura de genes o proteinas individuales. Sin
embargo, la masificacién de la secuenciacién en proyectos de genoma llevo el
alcance de la bioinformatica a otra escala al permitir el analisis, ya no de genes
individuales, sino de un abordaje mas holistico de los organismos. Entonces, a partir
de las bases de datos primarias, se crearon bases de datos secundarias de
conocimiento biolégico acumulado como familias de proteinas, dominios
funcionales de proteinas, estructuras tridimensionales, vias de sefalizacion, asi
como vocabulario controlado o unificado para referirse a cada elemento del genoma

de acuerdo con sus propiedades funcionales(61, 63, 64).

Asi pues, estas tecnologias permiten evaluar los niveles relativos de expresion de

diversidad de genes en diferentes condiciones experimentales o patolégicas, lo que
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arroja nuevas luces sobre los mecanismos de regulacion de la expresion genética.
La comparacion genomica de otras especies con el genoma humano permite ahora
la identificacion de regiones no codificantes y que se encuentran conservadas en

diversas especies, lo cual sugiere una conservacion funcional (64).

La bioinformatica actual es uno de los pilares del estudio de los sistemas vivos
desde el punto de vista sistémico y se conoce también como “biologia de sistemas”
(61, 64). En las ciencias de la salud comienza a revelarse su utilidad de forma
paulatina. Existen en las bases de datos publicas una gran cantidad de secuencias
de individuos y patdégenos que pueden utilizar los investigadores en su tarea de

dilucidar mecanismos moleculares de enfermedad.

De igual modo, se ha observado un gran avance en la caracterizaciéon de la
variabilidad genética en seres humanos y en la forma en que esta variabilidad se
vincula con determinados riesgos inherentes a patologias (64, 65). La
Bioinformética es entonces, una disciplina cientifica emergente que utiliza
tecnologias de la informacion para distribuir, organizar y analizar informacion
biolégica. Involucra la solucibn de problemas biolégicos complejos usando

herramientas de sistemas y computacion (61).

En medicina veterinaria se ha empezado a implementar como una herramienta de
apoyo a la investigacion gendmica, puede ayudar draméaticamente a mejorar la

condicidn y calidad de vida de los animales (65).

2.5 ANTECEDENTES DE INVESTIGACION

Diferentes estudios sustentan la presente investigacion. Se sintetizan a

continuacion los mas importantes:
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El primero de ellos fue el de Lofgren, M. en 2010 (17), titulado: “Isoenzimas del
citocromo P450 3A en higado e intestino equino”. Cuyo objetivo fue, el de aumentar
el conocimiento sobre las enzimas del citocromo P450 equino en el tracto
gastrointestinal y el higado. La expresién génica de las isoformas CYP3A89,
CYP3A96 y CYP3A97 descubiertas recientemente en el higado y en segmentos
seleccionados del intestino se estudi6 mediante PCR cuantitativa con transcripcion
inversa. Las tres isoformas se expresaron aproximadamente al mismo nivel en el

higado.

Se observo un patron diferente en el intestino, donde CYP3A96 era la isoforma
dominante que representaba el 99,9 % de la expresion total de las tres isoformas de
CYP3A. Hubo una disminucién en la expresion génica de la parte anterior del
intestino a la parte distal para todas las isoformas. Se realizd la preparacion de
microsomas a partir de segmentos hepaticos e intestinales. Se registrdé un espectro
de diferencia de ditionito y se us6 para calcular la cantidad total de enzimas CYP y
citocromo b5 en los microsomas. El contenido total de enzimas CYP fue mayor en el
higado que en el intestino y hubo una disminucion a lo largo del intestino desde el

duodeno hasta el ileon.

El contenido de citocromo b5 también estaba disminuyendo desde el duodeno hasta
el ileon, pero el nivel en el higado era aproximadamente el mismo que en el intestino.
La actividad de la enzima CYP3A en los microsomas se midié usando un ensayo
para CYP3A4 humano donde el sustrato era Luciferin-IPA. La actividad fue diez
veces mayor en el higado que en el intestino. La mayor actividad entre los segmentos
intestinales se midié en el yeyuno. Dado que se utilizé un ensayo para CYP3A4

humano, no esta claro cual de las isoformas equinas mediaba la actividad.

En los datos concluyentes de este estudio citado, se hallé que, comparaciones de la
expresion génica entre el caballo y otras especies muestran que el caballo se

diferencia de los demas en que una isoforma expresada en el higado se expresa al
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mismo nivel en el intestino. Es importante tener en cuenta las diferencias entre las
especies cuando se emplean medicamentos para el tratamiento en animales. Un
mayor conocimiento sobre las isoformas equinas conducird a una mayor capacidad

para predecir los efectos de varios farmacos.

Posteriormente, en el estudio titulado analisis filogenético del citocromo P450
(CYP450) secuencias de nucledtidos del caballo y CYP450 del rinoceronte blanco
(Ceratotherium simum) y otras especies de mamiferos, publicado por Leiberich et
al. en 2018 (66). EIl propodsito fue el de evaluar el grado de similitud de las
secuencias del genoma de CYP entre las diferentes especies, utilizando BLAT
(herramienta de alineacién similar a BLAST) para la alineacion de las secuencias
de nucledtidos del CYP450 equino con secuencias de nucle6tidos homélogas
potenciales de la base de datos publicada. de rinocerontes blancos y otras especies

de mamiferos (vaca, cerdo, perro, oveja, elefante, raton y humano).

Entre los hallazgos, se obtuvo, que las secuencias de nucleétidos del rinoceronte
blanco eran 90,74% idénticas a las secuencias equinas. Esto fue mas alto que el
grado de similitud entre cualquiera de las otras secuencias de especies evaluadas.
Si bien no se encontré que ninguna familia CYP especifica fuera deficiente en el
genoma del rinoceronte publicado, el genoma del caballo contenia una secuencia
genética adicional para una mayor cantidad de isoenzimas que no estaban

presentes en el rinoceronte.

En la comparacién con el caballo y otras especies de mamiferos se encontré que
todos los genes CYP descritos necesarios para el metabolismo estan presentes en
el genoma del rinoceronte. Estos resultados mostraron diferencias funcionales en
la actividad enzimatica y la falta de isoenzimas como la razén probable de la

restriccion en la administracion de farmacos.
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En tercer lugar, se tomé como base el estudio de Schmitz et al. del 2010 (36)
titulado: Analisis comparativo de la secuencia humano-caballo del grupo de genes
de subfamilia CYP3A. Donde se presenté la organizacion gendmica del grupo de
genes CYP3A equino, asi como un analisis comparativo con el grupo de genes
CYP3A humano. Se encontraron siete genes CYP3A equinos potenciales
estrechamente relacionados, en contraste con solo cuatro genes en el genoma

humano.

El ARN se aisl6 de una muestra de higado equino y la secuencia codificante de
aproximadamente 1,5 kb de seis genes CYP3A pudo amplificarse mediante RT-
PCR. La secuenciacion de los productos de RT-PCR reveld6 numerosos
polimorfismos de un solo nucle6tido (SNP) hasta ahora desconocidos en estos seis
genes CYP3A y una delecion de 6 pb en comparacion con la secuencia de
referencia (EquCab2.0). La presencia de las variantes se confirmé en una muestra
de ADN gendmico del mismo caballo. Concluyendo que, existen genes ortélogos
para la familia CYP3A en caballos, pero su numero difiere de los de la familia de
genes CYP3A humanos. Los genes CYP450 de la misma familia muestran una alta

identidad dentro y entre especies de mamiferos, pero pueden ser muy polimorficos.

Finalmente se revis6 con el trabajo Orr (11), titulado: Caracterizaciéon de los
citocromos P450 equinos (como tesis presentada a la Universidad de Nottingham
en 2015, para obtener el titulo de doctor en fisiologia). El objetivo de este fue la
identificacion de 46 secuencias completas de P450 a partir del genoma equino.
Inicialmente, se llevo a cabo un andlisis de RT-PCR en higado equino para detectar
la expresion hepatica de P450 en varias familias. Después de esto, se utilizaron
células de E. coli de induccion en frio (pCold) para la produccién de proteinas P450
recombinantes para las pruebas funcionales posteriores. Se expresaron con éxito
cuatro P450 equinos recombinantes (CYP1A1, CYP2A13, CYP2C92 y CYP2D50).
Debido a que son las isoformas que tienen mas probabilidades de participar en el
metabolismo de los farmacos, se seleccionaron rCYP2D50 y rCYP2C92 para

examinarlos frente a diez de los farmacos para caballos mas utilizados, para
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identificar posibles sustratos. Pero, se observaron diferencias significativas entre
las formas recombinantes y los sistemas microsomales de equinos, razén por la
que se concluyo la necesidad de que en el futuro se hagan mas estudios utilizando
inhibidores de varias isoformas P450. Con los resultados de este estudio, el autor
enfatiza la importancia de investigar las diferencias entre especies en cuanto al

metabolismo de farmacos y los peligros de extrapolar datos entre especies.
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Objetivo general

Describir el gen CYP3A89 en equinos criollos colombianos y el potencial impacto
en su actividad metabdlica.

Objetivos especificos

e Caracterizar la secuencia CYP3A89 en equinos criollos colombianos a partir de
secuencias obtenidas de las muestras mediante el uso de herramientas de

bioinformatica.

e Describir las secuencias de los sitios de reconocimiento de sustratos del gen
CYP3A89 en equinos criollos colombianos y validar la relacion con otras lineas
genéticas de equinos.

e Analizar informacion funcional y evolutiva de las secuencias del gen CYP3A89, en
el equino criollo colombiano y su relacion con farmacos metabolizados por

citocromos.

e Identificar la utilidad de las herramientas de bioinforméatica en estudios de
farmacogenética en medicina veterinaria como alternativa para mejorar el abordaje

de la farmacoterapia.
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4.1 TIPO Y DISENO DE INVESTIGACION

Se trata de un estudio de tipo exploratorio, con un disefio observacional, bajo el

paradigma cuantitativo.

4.2 MUESTRA DEL ESTUDIO

4.2.1 Seleccién de la especie animal

En aras del objeto del proyecto, se incluyeron equinos criollos criados en el
Suroeste de Antioquia, Colombia; por voluntariedad de los propietarios y firma del

consentimiento.

La técnica de muestreo fue de tipo no probabilistico asociado a criterios, donde los
individuos se seleccionan por estar disponibles en la zona, porque los propietarios
de los animales accedieron (previa revision y firma del consentimiento informado

(Anexo 2) y por cumplir los criterios de inclusion.

Tabla 2. Criterios de inclusién/ exclusion.

Caracteristicas de la especie animal del proyecto
Especie E. caballus
Raza Criollo Colombiano
Sexo Hembras y machos
Edad Entre 3y 12 afios
Procedencia Suroeste Antioqueiio
Condicién corporal Moderada
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Individuos con alteraciones clinicas,

Criterio de exclusion o algun tipo de farmacoterapia.

Individuos emparentados.

Fuente: Elaboracion propia.

Las muestras de tejido sanguineo fueron colectadas de individuos definidos dentro
del grupo taxonoémico, cinco caballos y cinco yeguas (Equus caballus). - La zona
de muestreo abarco los municipios del Suroeste en el departamento de Antioquia,
Colombia.

Se revisd la informacidon genealdgica (registros) para evitar algun grado de
consanguinidad de los ejemplares ubicados dentro de la zona geografica de

muestreo. Se busco mantener diversidad genética intragrupo taxonémico.

Una vez identificados los individuos que participan en la investigacion se programo
una jornada para el muestreo en sus lugares de procedencia. Se realiz0 la colecta
de las muestras, siguiendo los protocolos de bioseguridad para el paciente y el
operario. Las muestras colectadas se almacenaron por un afio en congelacion

como respaldo de las pruebas.

Los pacientes se ubicaron en espacios que garantizaban la seguridad en la colecta
de la muestra, se realizo la asepsia en la zona de la vena yugular y se usaron tubos
con presidon negativa (Vacutainer) con EDTA 7.5%. Se realizé la extraccion de

acuerdo con lo reportado por Lahiri y Nurnberger en 1991 (67).

Las muestras rotuladas con ubicacion de posicionamiento global (GPS), nombre
del ejemplar, nUmero unico de la muestra y fecha, se transportaron hasta el
laboratorio para su procesamiento, durante este proceso se mantuvo la cadena de

refrigeracién a 4°C.
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4.3 MARCO METODOLOGICO

Se realizd extraccion y purificacion de ADN como fue descrito por Lahiri y
Nurnberger en 1991 con kit comercial GeneJET Genomic DNA Purification Kit-
Thermo scientific. Los datos de calidad y cantidad de las extracciones de ADN

fueron verificados por Nanodrop y se resumen en la tabla 3.

Tabla 3. Datos de calidad y cantidad de las extracciones de ADN.

Muestra 260/280 ng/pL
240 CYP 1 1,7 37,493
240 CYP 2 1,6 31,359
240 CYP 3 1,6 35,498
240 CYP 4 1,6 41,068
240 CYP 5 1,7 54,125
240 CYP 6 15 27,697
240 CYP 7 15 28,569
240 CYP 8 1,7 43,69
240 CYP 9 1,7 54,762
240 CYP 10 1,7 63,389

Fuente: Elaboracion propia.

Obtencion de secuencias guia:

Se obtuvo la secuencia del gen CYP3A89 (NC_009156.3) del genoma Equus
caballus (caballo doméstico), utilizando la base de datos National Center for
Biotechnology (NCBI).

Se obtuvo la secuencia de la proteina (CBJ94507.1) que posteriormente, se utilizd
con la herramienta BLAST (68) para buscar la identidad de las secuencias de la

subfamilia CYP3A del equino con respecto a otras especies, se incluyd en el
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alineamiento las regiones codificadoras (CDS) para identificar regiones

conservadas y los sitios de reconocimiento de sustratos.

Una vez obtenida la secuencia de interés, CYP3A89 se compard con genes
relacionados de la misma especie y otras especies taxonémicas distantes. Para

dicha comparacion se seleccionaron nueve secuencias y diferentes especies:

Tabla 4. Secuencias seleccionadas para comparar con CYP3A89
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=CYP3A89)

Especie Caodigo
Humano CYP3A4 NM_017460.6
(https://iwww.ncbi.nim.nih.gov/gene/?term=NM_017460.6)
Asno CYP3A12 XM_014831812.2
(https://Iwww.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=XM_014831812.2)
Caballo CYP3A93 NM_001190938
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=NM_001190938)
Caballo CYP3A94 NM_001190939.1
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=NM_001190939.1)
Caballo CYP3A95 NM_001190940.1
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/gene/?term=NM_001190940.1)
Caballo CYP3A96 FJ755695.1
(https://iwww.ncbi.nim.nih.gov/gene/?term=FJ755695.1)
Caballo CYP3A97 NM_001146164.3
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/gene/?term=NM_001146164.3)
Ratén CYP3A11 NM_007818.3
(https://lwww.ncbi.nIm.nih.gov/gene/?term=NM_007818.3)
Cerdo CYP3A46 NM_001134824.1
(https://lwww.ncbi.nIm.nih.gov/gene/?term=NM_001134824.1)

(43,44)
Fuente: elaboracion propia


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=CYP3A89
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Inicialmente se disefio un arbol filogenético para determinar la relacién evolutiva
entre las especies a comparar.

Posteriormente, se hizo el proceso de identificacion de los sitios de reconocimiento
de sustratos utilizando la herramienta de traduccion de secuencia de nucleotidos de
EXPASY para hacer el reconocimiento del Marco de lectura abierto (ORF, sigla en
inglés) a partir del gen CYP3A89 y posteriormente, se utilizé el NCBI para rastrear
los exones que contienen las cadenas de nucleotidos codificantes de esos sitios
especificos.

Ya que en general, las secuencias de nucleétidos pueden sufrir mutaciones
generando un posible cambio en la funcién de la proteina, a no ser que exista
presion de seleccidn para que esto no ocurra (69), se hizo una recopilacién de esta
informacion, observando si es conservada. Los dominios conservados que reporta
el NCBI son 23, se analizaron uno por uno empleando la base de datos CDD

(Conserved Domains Database).

Disefio de cebadores y amplificacion:
Reconociendo la importancia de identificar regiones clave y dominios conservados
se disefiaron los cebadores con enfoque en pequefias regiones Unicas dentro de

la secuencia del gen, por contener los sitios de reconocimiento de sustratos.

Una vez realizada la identificacion de los sitios de reconocimiento de sustratos se
utilizé la herramienta de traduccion de secuencia de nucleétidos de EXPASY para
hacer el reconocimiento del Marco de lectura abierto (ORF, sigla en inglés) a partir
del gen CYP3A89 y posteriormente, se utilizé el NCBI para rastrear los exones que
contienen las cadenas de nucleétidos codificantes de los sitios de reconocimiento
de sustratos (SRS); encontrandose SRS1 Ay B en el exdn 5, SRS2 en el exén 7;
SRS3 fue ubicado en el intron 7 ; SRS4 en el exdn 10; SRS5 en el exon 11, SRS6
en el exdn 13. Estas zonas fueron ubicadas en el cromosoma 13 de equinos para
ser usadas para el disefio de cebadores. Las secuencias objetivo se resumen en la
tabla 5.
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Tabla 5. Secuencias de nucleodtidos de los sitios de reconocimiento de sustratos

SRS y ubicacion en el gen.

Sitio de Traduccién a la
reconocimiento de | Secuencia objetivo secuencia de
sustratos (SRS) nucledtidos
SRS1 CCTTTTGGTCCATTCG PFGPF
AyB (7148642-7148657)
ATCTCTCTGTCT ISLS
(7148675-7148686)
SRS2 CTCTTCAGTTTTGATTT LFSFD
(7150570-7150586)
SRS3 CTCTTTCCATTTCTTAATGC | LFPFLNAV
AGTTTT
(7153698-7153824)
SRS4 GCCCAATCTATTATCTTTAT | AQSIIFIFA
TTTTGCTGG
(7158151-7158179)
SRS5 TTATTCCCAATTGCTGTTAG | LFPIAVRLERVC
ACTTGAGCGGGTCTGTA
(7160810-7160846)
SRS6 CAAGGACTTCTTCAACCAC | QGLLQPQ
AA
(7170471-7170491)

Fuente: Elaboracién propia.

Se hizo el disefio de los cebadores con la herramienta de IDT (Integrated DNA

Technologies) disponible en https://www.idtdna.com/pages .

Antes de realizar el proceso de sintesis la calidad y especificidad de los cebadores

fueron verificados se verifico que el contenido de guaninas-citosinas fuera entre el
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40-60%, las temperaturas de fusion (Tm) de 50-65 °C y se evitd la auto
complementariedad, tal y como indica la literatura (44). Buscando especificidad, ya
que hay muy alta identidad entre los miembros de la subfamilia CYP3A equina, se
confrontd ante secuencias similares con la herramienta bioinformatica de busqueda
de alineamiento local basico Blast de NCBI, donde cada uno de los cebadores se
analizé en el genoma equino y se determind la especificidad de los mismos.

Adicionalmente con la herramienta AmplifiX, disponible en https://inp.univ-

amu.fr/en/amplifx-manage-test-and-design-your-primers-for-pcr; se realiz6 una

valoracion del desempefio de los cebadores mediante una PCR-in silico; una vez
cargada la informacién, hubo amplificacion concordante con los tamafios de banda
predichos en el disefio, en las pruebas de cada uno de los seis juegos de
cebadores.

Asi mismo se realizé6 PCR in silico con las secuencias publicadas de Humano
CYP3A4 (NM_017460.6) y Asno CYP3A12 (XM_014831812.1), proceso en el que
no se obtuvo amplificacién. Ultimo paso que permitié la validacion (45). Los
cebadores sintetizados por Macrogen Inc-, fueron llevados a una concentracion

final de 10 pmol y conservados a -20°C.

Tabla 6. Caracteristicas de los cebadores disefiados para la investigacion.

Sitio de reconocimiento 1 Longitud | Tm GC%
Forward | CCTGTCTCTTCCTTGGAGTAAC 22 57.80 | 50.00
Reverse | TGAGCTTTCCACTCGTGAAG 20 57.85 | 50.00

Tamafo 399

del
producto

Sitio de reconocimiento 2 Longitud | Tm GC%
Forward | CTTGCTGCATGTGTTGGATAAG 22 58.23 | 45.45
Reverse | AGGAGAGATGGAAGGTGAGATAA 23 57.85 | 43.48
Tamafio 298
del
producto



https://inp.univ-amu.fr/en/amplifx-manage-test-and-design-your-primers-for-pcr
https://inp.univ-amu.fr/en/amplifx-manage-test-and-design-your-primers-for-pcr
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Sitio de reconocimiento 3 Longitud | Tm GC%
Forward | GGTGTCTTTTACTCTTGTGATCGG 24 59.61 | 45.83
Reverse | ACACTCATGTAAGCACCACCA 21 59.58 | 47.62
Tamafio | 252
del
producto

Sitio de reconocimiento 4 Longitud | Tm GC%
Forward | TCCTTTCCTCTTAGCTCTGTCT 22 57.95 | 45.45
Reverse | CCTCCCTCTCCAAGTATCTCAT 22 58.14 | 50.00
Tamano | 205
del
producto

Sitio de reconocimiento 5 Longitud | Tm | GC%
Forward | ATTATTCTTTTGTGCTCCTACCA 24 52 |33
Reverse | TCACTCATTTGTCCTTTATCCTAA 22 54 |45
Tamafio | 418
del
producto

Sitio de reconocimiento 6 Longitud | Tm GC%
Forward | GGCAATCAAGGACTTCTTCAAC 22 57.83 | 45.45
Reverse | ATCTCTAGGCATCCATCAAATACA 24 57.31 | 37.50
Tamano | 215
del
producto

Fuente: Elaboracién propia.

Posteriormente, para la reaccion en cadena de polimerasa PCR de punto final se
usaron las concentraciones de reactivos que se resume en la tabla anexa, en un
termociclador SimpliAmp Thermal Cycler de Applied Biosystems; y con el siguiente
perfil térmico: el ADN se desnaturalizé a 95°C por 5 minutos; seguido de 30 ciclos
de desnaturalizacion a 95°C por 30 segundos, el alineamiento de los cebadores se
realiz6 a 58°C - 60°C por 30 segundos, después una elongacion de a 72°C por 60
segundos de acuerdo con lo reportado en la literatura (70). La temperatura de

alineamiento vari6é de acuerdo con las condiciones para cada uno de los cebadores.
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1. Estandarizacion de las condiciones de amplificacién fragmentos SRS

Las concentraciones de cada componente de la reaccion fueron estandarizadas y

se determino el perfil térmico.

La temperatura éptima de hibridacién de los cebadores se resume en la tabla 7;

luego de pruebas con distintas temperaturas basadas en las recomendaciones del

fabricante de los cebadores, con la reaccidn en cadena de polimerasa (PCR),

usando un mix de DNA. Una vez estandarizadas las condiciones de amplificacion

de los SSR se obtuvieron los resultados de la figura 1.

Tabla 7. Set de cebadores, secuencia y temperatura de hibridacion estadarizada.

Identificacion del
cebador

SRS1F
SRS1R
SRS2F
SRS2R

SRS3F

SRS3R
SRS4F
SRS4R
SRS5F
SRS5R
SRS6F
SRS6R

Secuencia

CCTGTCTCTTCCTTGGAGTAAC
TGAGCTTTCCACTCGTGAAG
CTTGCTGCATGTGTTGGATAAG
AGGAGAGATGGAAGGTGAGATAA

GGTGTCTTTTACTCTTGTGATCG
G

ACACTCATGTAAGCACCACCA
TCCTTTCCTCTTAGCTCTGTCT
CCTCCCTCTCCAAGTATCTCAT
ATTATTCTTTTGTGCTCCTACCA
TCACTCATTTGTCCTTTATCCTAA
GGCAATCAAGGACTTCTTCAAC
ATCTCTAGGCATCCATCAAATACA

Temperatura
de
hibridacién
(°C)

59

58

60

60

57

59
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Figura 1. Resultados del proceso de estandarizacion a distintas temperaturas en la
PCR

MP P5-55 P5-57 C-

P6-57 P6-59 C-

MP: Marcador de peso molecular de 50pb. P1-58: Set de cebadores 1 con temperatura de
hibridacién de 58°. P1-59: Set de cebadores 1 con temperatura de hibridacién de 59°C. P2-58: Set
de cebadores 2 con temperatura de hibridacion de 58°C. P2-59: Set de cebadores 2 con
temperatura de hibridacion de 59°C . P3-59: Set de cebadores 3 con temperatura de hibridacién de
59°C. P3-60: Set de cebadores 3 con temperatura de hibridacion de 60°C. P4-59: Set de
cebadores 4 con temperatura de hibridacion de 59°C. P4-60: Set de cebadores 4 con temperatura
de hibridacién de 60°C. P5-55: Set de cebadores 5 con temperatura de hibridacion de 55°C. P5-
57: Set de cebadores 5 con temperatura de hibridacion de 57°C. P6-57: Set de cebadores 6 con
temperatura de hibridacion de 57°C. P6-59: Set de cebadores 6 con temperatura de hibridacion de

59°C. C-: control negativo.
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Los productos de PCR se visualizaron en gel de agarosa al 2%. Se utilizo 5 ul por
muestra. El marcador de peso utilizado fue BrightMAX™ 50 — 1,000 bp DNA Ladder
de CANVAX. Tefiido con GelRed® (Biotium) y visualizado en un transiluminador
de electroforesis ENDURO™ UV de Labnet International. El control de calidad del
proceso de PCR se llevé a cabo aplicando el protocolo descrito con agua grado

molecular como control negativo (70).
Finalmente, los productos de PCR al laboratorio BIONEER, KOREA para se

purificados y posteriormente secuenciados por la tecnologia Sanger, en un

secuenciador ABI 3730 xl.

4.4 CONSIDERACIONES ETICAS

Este estudio recibio la aprobacion del comité de Bioética de la Corporacion

Universitaria Uniremington (Anexo 1).
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1. Andlisis de secuencias

Se obtuvo la secuencia del gen CYP3A89 (NC 009156.3) del genoma Equus
caballus (caballo doméstico), de la base de datos National Center for Biotechnology
Information (NCBI). S encontr6 que el gen tiene 13 exones que conforman la region
codificante de 1,512 nucleétidos, que resulta en una secuencia de 503

aminoacidos.

Luego, se obtuvo la secuencia de la proteina (CBJ94507.1) que posteriormente, se
utilizé con la herramienta BLAST para buscar la identidad de las secuencias de la
subfamilia CYP3A del equino con respecto a otras especies, se incluyd en el
alineamiento las regiones codificantes (CDS) para identificar regiones conservadas
y los SRS. Para esta revision se inicié con la secuencia de estudio CYP3A89 y se
seleccionaron nueve secuencias que incluian especies del género equus y otras

especies taxonOmicas distantes, reportadas en la tabla 4.

Inicialmente, se utilizo el programa BioEdit (47) para identificar los porcentajes de
identidad entre estas secuencias. La alineacion de las secuencias homélogas de la
subfamilia revel6 una alta identidad entre las isoformas de la subfamilia CYP3A
humana y equinas, hallazgo que confirmo lo que ya se habia documentado en la
investigacion de Schmitz (13).

Pero también muy alta identidad en los miembros de la subfamilia CYP3A equina,
entre los citocromos CYP3A89, CYP3A93, CYP3A94, CYP3A95, CYP3A96 y
CYP3A97 procedentes de un mismo origen evolutivo, como se muestra en la tabla

siguiente:
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Tabla 8. Comparacion entre las secuencias de nucleotidos de las isoformas de la
subfamilia CYP3A.

57

3A4 3A12
CABAL | HUMA | ASIN |3A93 3A94 3A95 3A96 3A97 3A11 3A46
CABALLO |CABALLO |CABALLO |CABALLO |CABALLO |RATON CERDO
0,406 0,799
0,41 0,767
0,406 0,797
0,412 0,803
0,404 0,797
0,41 0,801
0,398 0,713
0,852| 0,755| 0,85 0,84
3A11
RATON 0,406 0,41 | 0,406 0,412 0,404 0,41 0,398
3A46
CERDO 0,799 0,767 | 0,797 0,803 0,797 0,801 0,713

Fuente: Elaboracién propia.

Entre

las especies se

realizd6 un éarbol filogenético Neighbour-joining sin

correcciones de distancia para observar divergencia evolutiva. Se usé la

herramienta Clustal Omega.
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Figura 2. Arbol filogenético

CYP3A11 0.3205

—: CYP3A4 0.13955
CYP3A46 0.17034
CYP3A89 0.07898
{ CYP3A93 0.08495
CYP3A95 0.08507
{ CYP3A95 0.09104
L — CYP3A97 010704

T —— CYP3A94 0.095914
CYP3A12 012155

Asi mismo, se buscaron las similitudes de la secuencia CYP3A89 del equino
comparandolas con otras secuencias mencionada antes, pero se utiliz6 como guia
la isoforma CYP3A4 de humanos por ser una secuencia ampliamente estudiada y
la cual fue utilizada en analisis similares por Orr (11) donde se evidenciaron los seis
SRS de Gotoh (23).

Una vez realizada la identificacion de los sitios de SRS se utilizé la herramienta de
traduccion de secuencia de nucleotidos de EXPASY para hacer el reconocimiento
del Marco de lectura abierto (ORF, sigla en inglés) a partir del gen CYP3A89 y
posteriormente, se utilizé el NCBI para rastrear los exones que contienen las
cadenas de nucleodtidos codificantes de esos sitios especificos; encontrandose que:
SRS1 Ay B en el exdn 5 entre; SRS2 en el exon 7; SRS3 en el intrén 7 entre; SRS4
esta en el exdn 10; SRS5 en el exdn 11y el SRS6 en el exdn 13. Estas zonas fueron
ubicadas en el cromosoma 13 de equinos y se seleccionaron para ser usadas para

el disefio de cebadores.

2. Amplificacion SRS en muestras de equinos

Con el protocolo debidamente estandarizado, se procedié a la amplificacion de las
muestras de caballos criollos. Los productos de PCR se visualizaron en gel de
agarosa al 2%. Utilizando 5ul por muestra. EI marcador de peso utilizado fue
BrightMAX™ 50 — 1,000 bp DNA Ladder de CANVAX. El intercalante utilizado fue
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GelRed® Nucleic Acid Gel Stain de Biotium. El gel fue revelado en un
transiluminador para electroforesis ENDURO™ UV de Labnet International. Los

resultados del proceso se muestran en las siguientes imagenes.

Figura 3. Resultados de la PCR punto final para cebadores del juego 1 con todas
las muestras de ADN.

MP: marcador de peso molecular de 50pb. Carril 1 a 10: muestras de DNA de los equinos. C-:
control negativo.

Figura 4. Resultados de la PCR punto final para cebadores del juego 2 con todas

las muestras de ADN.

MP: marcador de peso molecular de 50pb. Carril 1 a 10: muestras de DNA de los equinos. C-:
control negativo.

Figura 5. Resultados de la PCR punto final para cebadores del juego 3 con todas
las muestras de ADN.
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MP: marcador de peso molecular de 50pb. Carril 1 a 10: muestras de DNA de los equinos. C-:

control negativo.

Figura 6. Resultados de la PCR punto final para cebadores del juego 4 con todas
las muestras de ADN.

%95 pb

MP: marcador de peso molecular de 50pb. Carril 1 a 10: muestras de DNA de los equinos. C-:
control negativo.

Figura 7. Resultados de la PCR punto final para cebadores del juego 5 con todas
las muestras de ADN.

MP: marcador de peso molecular de 50pb. Carril 1 a 10: muestras de DNA de los equinos. C-:
control negativo.

Figura 8. Resultados de la PCR punto final para cebadores del juego 6 con todas

las muestras de ADN.

215 pb
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MP: marcador de peso molecular de 50pb. Carril 1 a 10: muestras de DNA de los equinos. C-:
control negativo.

Los cebadores expuestos a ADN de caballos criollos colombianos amplificaron en
tamafos compatibles con los esperados tal y como fueron disefiados, y con los
resultados de la PCR in silico. y no se evidencié amplificacion cruzada. La
amplificacion de bandas de la longitud esperada indica que no hubo modificaciones

por inserciones o deleciones.

3. Secuenciacion de fragmentos SRS

Con los productos de la PCR se procedio a la secuenciacidon de las seis regiones

donde se encuentran los sitios de reconocimiento de sustratos.

Los resultados de las secuenciaciones se examinaron, Se organizaron e
inicialmente se compararon en una alineacion de secuencias por pares, donde uno
a uno, fueron sometidos usando el software libre Clustal Omega, para determinar
las correspondencias de identidad con las secuencias reportadas, tanto en el

sentido de izquierda a derecha como con la secuencia complementaria.

La informacion de los porcentajes de identidad de las alineaciones se obtuvo
enfrentando la secuencia reportada en la literatura como referencia y cada una de

las secuencias obtenidas de equinos criollos, tabla 9.

Tabla 9. Resultados de la secuenciacion.

EQUINO 1

EQUINO 2

EQUINO 3

REGION DEL SRS 1

REGION DEL SRS 1

REGION DEL SRS 1

secuencia reportada (fw)

47%

48%

43%

secuencia reportada (rv)

95%

96%

95%

REGION DEL SRS 2

REGION DEL SRS 2

REGION DEL SRS 2

secuencia reportada (fw)

91%

93%

90%

secuencia reportada (rv)

83%

87%

79%
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REGION DEL SRS 3

REGION DEL SRS 3

REGION DEL SRS 3

secuencia reportada (fw) 91% 92% 93%
secuencia reportada (rv) 90% 92% 89%
REGION DEL SRS 4 | REGION DEL SRS 4 | REGION DEL SRS 4
secuencia reportada (fw) 93% 93% 92%
secuencia reportada (rv) 94% 94% 91%
REGION DEL SRS 5 |REGION DEL SRS5 |REGION DEL SRS 5
secuencia reportada (fw) 95% 97% 97%
secuencia reportada (rv) 95% 97% 96%
REGION DEL SRS 6 |REGION DEL SRS 6 |REGION DEL SRS 6
secuencia reportada (fw) 95% 90% 95%
secuencia reportada (rv) 97% 96% 88%

Fuente: elaboracion propia

Luego, se rastred la ubicacion de las secuencias que previamente se habian

identificado como responsables de la codificacién de los sitios de reconocimiento de

sustratos usando como guia la secuencia de la region reportada (plantilla), en un

proceso de alineacion multiple y ubicacion de las regiones; y a su vez se disefio las

respectivas matrices para comparar las tres secuencias de las muestras de equinos

criollos.

A continuacion, los resultados de la identificacion de las secuencias de interés:

5.3.1 Identificacién del SRS1 A y B en las muestras de equinos criollos
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plantilla

------------------ CCTGTCTCTTOCT TG - - - - - - = = == - = = - GAGTAACAGCTT
~AGGTAA- - LA T TGOGaT TTCTC T TCT T TET TETOC T CAGACAC AGAGATEGCACTT
-CGG-- -GLOCAGGTAGAGGETTCTCT TCAT TGAAL TCCT CAGACA-AGACT TEGCCACTT
CGGECAMMTAAT CEGGECAGACACTORACAT TETTC TCCT CAGA CAGAGAGATECCACTT

SEe e omms P e

T - T A TAT GoAT AT T TTCAT T TAALAGG AGAT TAGAATAC AACGTCL AR

TTCATAAATCCGALT GEALC - -CATAAGGITACACCC
TTCATAAATOCGAMGGEAL - ~CATACGGLTCOACTC
TTCATAMATCCGAATGGAL - -CAAAATGL‘I’ACACI’C
. sap ms_ 4

- -

TGO ACTT GG TGRATETETCCTOCACCCTCA- - - T- - - AGGAACC TAGGCATGGGA -
AS AN CCARGACATTT T GOCCT == - ACCTEAT T TTTGRAGG TCTCAACGATTOTGEA
AAAAAL CCTAGG-ATTTT-- GO0 CT - - - ACCTEAGT TTTGRAGG TCTCAACCATTOTGEA
AR AR GACATTTT- - GO T - - - ACCTRACT TTTGLAGG TCTCAACAATTOTGEA

san P T T e

TAA--TATTTATTCAGCATATAT === m == mmmm e CATAGGRCCTE -TACTAAGTATA
AT TT AT AN TCL G AT CATT TATT CAACAATACTTACCCACTCTATACTTAGT -4G
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e
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CAGTCACTAAGTAT - TTCT TGAATAA-CTCATECCCATTTAACAAATTTTCCAC -AATTG
GG CTATGATAC AT TASATAAATTTTATCCCATG - - -C-TAGGTTCCTTTGAGSS
CTT-COCCACGATT T - ---AACCGATGTTST
CAEGCCCI'ATEA!T&EATGCTCMTMAT.\!'ITATCCEATG - —CCT.OGE'I'I'CCT.I!TGAEGS

TTGAGACCTCCAAMACTCAGETAGGCCAMAATCTCTTTTG TEAGTCTAGCCRTTTG

TGGAGGAT -G - - === ==~
CGRAGGCCTCCETTGRETCTG
= -ATCCAGC-=====

an o e

BTG AT TTA T AL AL T GO C - AT TCTC TE T TRAGGATCAACAAT G- - - - -GA
-CAACTGTGGAGAT - - TG-GGGCCTCTTTGTCTT - - - - ACGCCTATG-AAAM
TTCAG-GCCACAGTGGGAACACTGCCCTCCGUAAAGTAACA- - - -GCCCCTTG- -GATGA
<= -CAACTGTTGLAGTT - TG-CEGLCTTGTATTCTAA- -~ TCTCCTTTTARATGA

AGACAATACGAACATTCCTATC T CCAACCTTCACCAGTGR AN - GETCA-
AGANGATCCCAACGOTT TORAAACCOT TCATCACGAGALA- -
AT ACATACTOATCGATAGAAAT TACACCAGAGTCARAAATCCUAATCTCTTGTCA
MTGATCCATMGETMEAMECFGTTMTCCCMMM- S

sx 4w . ., aE, BEs

399
as9
397
ira

EREE

37

265

7

CLUSTAL 0f1.2.4) multiple sequence alignment
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——————— GAGTAACAGCTT
-AGETAA- --CAMATTGCGETTTCTCTTETTTGTTCTCCTCAGALAC AGAGATEGCACTT
-CGG---GLCCAGETAGARGGTTCTCTTEAT TGAMC TCCTCAGALA - AGAGTTGGCACTT
GEGGEAMATAAT ARG AGAGACTEEAL AT TET TCTCC TCAGACAGAGAGATGGCACTT

T - - - CTACCCTATGGAT CATT TTCAT T TAAAAGLACAT TACAATAC AAGLI TGO ARAL

TTCATABATCCGARTGGAL - - === == == == == = ==n= === =~ ~C ATAMGGCTACACEC
TTCATAAATCCGAAGGGAL - ~CATACGGCTCCACTC
TTCATAAATCCGAATGGAL - -CMTGCI'.O.C»!CI’C

camaih mas .

TGCAACAGTTGGC TGRATGTGTCCTCCALCCTCA - - - T - - - AGGAMC CTAGGCATGGGA -
AR AN CCAAGACATTTT -~ GOCCT - - -ACCTGATT TTTGLAGLTC TCAACGAT TG TGGA
AR CCTAGG-ATTTT--GCCCT - - -ACC TGAGT TTTGLAGG T TCAACGATTGTGEA
AAAMCAMAGMATTI‘I’ - GLOCT - - - ACCTGAGT TTTGRAGG TC TCAMCAATTATGEA

TAA--TATTTATTCAGCATGTAT - - - m - - m e e e e CATAGGGOCTGL - TACTAAGTATA
AT T GATAAATCLG AT CATTTATT CAMC AAATACT TACCCACTGTATACTTAGT -AG
AGATTTOT TAAATGGGCAGCTCTTATTCCTT G- ATACT TAGTGAATATA- - - - - - -~ -4
ATATTTOT TAAATGGGC AT CACT TATT CEAC AAATACTTAGTCACTGTATACTTAGT -AG

sias was 4 os soas o4 s

CAGTCACTARGTAT - TTGT TGAATAA-CTATG COATTTAA AAATTTTCCAC -AATTG
CAGGCCCTATGATACAT G TAMATAAAT TTTATCCOAT G- - -C-TAGGTTCCTTTRAGSE
CTT-COCCACGATT LT~ - - -AACCGATGTTGT
{AB\’aCCCI'ATEATAEATGCTChATMATA‘ITATCCCATG- --CCTAGGTI'CCTATGA

-

TTGAGACCTCCARAACTCAGGTAGSECAMATETCTTTTGTTTT TGAGTCTAGCCTTTTG
- -ATCCAGC------
-AACCCCGOOCCANG
- ATCCAGC-mmnmn

. wa

GTOCATTCGRAT TTATGAAAAGT GCC - ETETENOGRGT GACCA TGAACAAT G- - - --GA

-==--—--CAACTGTGRAGAT - -TG-GGGLCTCTTTGTCTT--

TTCAG-GCCACAGTOGGAACAC TGO CCTCCGLAAAGTAACA-

=== - == -CAACTGTTGCAGTT -TG-COGCCTTGTATTCTAR-
¥ N

- " . B, s ..

AGAGAATACRAACAT TGO TATCTCCAACCTT CAC GAGTCLAAA -G TCA-
AGANCATCCCAACGOTTTGLRAAACCCTTCAT CAC GAGAA -
AGGAAATACATACTOATC AT AGAAAT TACACCAGART CAGAAATCGLAATGTCTTGTGA
AAATGATCCATMGGTMMGUGTTMTC{CMGMGAM- i
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3s7
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351

18
123

159
158
73
Errl

En este alineamiento en las secuencias que codifican los SRS1 Ay B (resaltados)

en el sentido de izquierda a derecha no se observa la presencia de los SRS en las

muestras de equinos.

plantilla
eguing
equinod
eguinod

plantills

egquinod

plantilla
equinol
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e
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plantilla
equinol

equinod

plantilla
equinol
equinod
equingd

plantilla

r.-\-.umu:l

TeAGCTTTC A TCORTGAAGGT TGGAGACAGCAATGTTCGTATTCTCTTCCATTGTTCAT
-GLCAGTAACACGTTCGTATTCTCTTCATTGTTCATC
~GOCGETTCCTCTATTCAGTATTCTCGTTCATTGTTCAT
~CTTCCGACTCATCGTCAGTAGTCTCGCTCATTGT TCAT

T AGA AGACACAT GG ACTT TTCATAAATC CCAATGRACCAAMAGGC TAGACT CAL
AT AGACAGACACAT GG ACTT TTCATAAATCCOAATGRACCAAMAGGC TAGACTCAL
T AGA AGACACAT GG ACTT TTCATAAATC CCAATGRACCAAMAGGC TAGACT CAL
CCTCMKWTGGCKTFWCATMATCCWWTAMTCAM

AN ANGACATTTTGCCCTACCTGAGTTTTGGAGGTC TCANCARTTGTGRARMT TTGT
A A A A AT T T TGO CTACCTGAGT TTTGGAGGTCTCAACAATTGTGCARMATTTCT
AN AN ATTTTGCCCTACCTEAGTTTTGEAGGTC TCANC A TTGTGRARMAT TTET
MCMAK;NZA'I'I'I'I'ECCCTMCTG&ETI'ITMTCTCAMAAﬂGTGGAAMTTTGT

TAAATGOGCATCAGT TATT CAACAAATACTTAGTCACTGTATACTTAGTAGCAGGLCCTA
TAAAT GGG AT AGT TATT CAACAAAT ACTTAGTCACTGTATACTTAGTAGCAGGLCCTA
TAAAT GGG AT AGT TATT CAACAAAT ACTTAGTCACTGTATACTTAGTAGCAGGLCCTA
TAMTGGGCATCAGT TATTCAACARATAC TTAGTGACTGTATAC TTAGTAGCAGSL CCTA

TOATACAT LT AAT AAAT ATTATCCCATGOCTAGGT TCCTATGAGGGTGCAGGAC ACAT
TOATACAT G T AAT AAATATTATCCCATGLCTAGGT TCCTATGAGGGTGCAGGAC ACAT
TOATACAT LT AAT AAAT ATTATCCCATGOCTAGGT TCCTATGAGGGTGCAGGAC ACAT
TGATNZATGCTCMTAMTA'I'[ATCCCATGCCI'&GG'I'I’CCT.GTGAGGGTGGAEG&EACAT

CCAGCCAACTGTTGAGTT TECAGCCTTGTATTCTAATCTCCTTTTAAATGARMAT GATC
GO A TOT TG AGTT TECAGCCTTGTAT TC TAATCTCCTT TTAAATCAAMAT GATC
CCAGCCAMCTGTTGAGTT TOCAGCCTTETATTC TAATCTCCTTTTAAATGARAAT GATC
GO A TOT TG AGTT TECAGCCTTGTAT TC TAATCTCCTT TTAAATCAAMAT GATC

CATACGOTAGGAAAGCTGT TACT CCAAGGAAGAGAL AGG-- -
CATACGOTAGGAAAGCTGT TACT CCAAGGAAGACAC AGGARA
CATACGOTAGGAAAGCTGT TACT CCAAGGAAGACAC AGGAL -
CATACGGTAGGAAGCTGT TACTCCAAGGAAGAGAC AGGA- -
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TGAGCTTTCCACTCOTGAAGGTTRGAGACAGCAATGT TCATATTCTCT TCCATTGT TCAT
-~ G AGTAMCACGTTCGTATTCTCT TCATTGTTCATC
GOCGGTTCCTCTATTCAGTATTCTCGTTCATTGTTCAT
CTTCCGACTCATCGTCAGTAGTCTCGLTCATTGTTCAT

BEEE

T ENCRMGNGAT - & TTTTCA TAAATCC GAATGRACCARMAGGC TAGACTCAMA
ACTCAGACAGAGAGATEOC AL TTTTCATARATCC GAATGEACCAMAAGGCTAGACTCARA
CCTCAGACAGAGAGATGEC AL TTTTCATAAATCC GAATGEACCAMAAGGLTAGAC TCARA
T AGACAGAGAGATGEC AL TTTTCATAAATCC GAATGEACCARAAGGCTAGAC TCARA

g8RE

A AR A A AT TTTGOCCTACCTGAGTTTTGEAGGTC TCAACAAT TG TGCAMMATTTGT
A AR A A AT TTTGOCCTACCTGAGTTTTGEAGGTC TCAACAAT TG TGCAMMATTTGT
A AR A A AT TTTGOCCTACCTGAGTTTTGEAGGTC TCAACAAT TG TGCAMMATTTGT
A AR A A AT TTTGCCCTACCTGAGTTTTGEAGGTC TCAACAAT TG TGCAMMATTTGT

TAAAT GGG AT AGTTATT CAACAAAT ACTTAGT GACTCTATACTTAG TAGCAGGLCCTA
TAAAT GGG AT AGTTATT CAACAAAT ACTTAGT GACTCTATACTTAG TAGCAGGLCCTA
TAAATGOGCATCAGT TATT CAACAAAT ACTTAGT GACTGTATACTTAG TAGCAGGLCCTA
TAA#TGEGCATCMTTMTCMEAMTK'ITAGTGACI'GTAT&ETI’&ETMCAGGCCCM

8

T AT A AT G T AAT A AT AT TATCCCATGOCTAGGTTCCTATGAGGE TOCAGGACACAT
T AT A AT G T AAT A AT AT TATCCCATGOCTAGGTTCCTATGAGGE TOCAGGACACAT
T AT A AT G T AAT A AT AT TATCCCATGOCTAGGTTCCTATGAGGE TOCAGGACACAT
T AT A AT LT AT AT AT TATCCCATGCCTAGGT TCCTATRAGGE TECAGGAC ACAT

76
78
s

CCAGCAACTOT TECAGTTTECAGICT TATATTC TAATCT OO TT TTAAATGAAMATGATC
A AT OT TGCAGTTTGCAGCCT TETATTC TAATCTCCTTTTAAATCAAMAT GATC
A AT OT TGCAGTTTGCAGCCT TETATTC TAATCTCCTTTTAAATCAAMAT GATC
A AT OT TGO AGTTTOCAGCCT TETATTC TAATCTCCTTTTAAATCAAMAT GATC

336
338
338

CATACGOTAGGAAAGCTGT TACT CCAAGGAAGAGACAGS- - -
CATACGOTAGGAAAGCTCTTACTCCAAGGAAGAGAC AGGARL
CATACGOTAGGAAAGCTGT TACT CCAAGGAAGAGACAGCAS -
CATACGOTAGGAAAGCTGT TACT CCAAGGAAGAGACAGEA - -

399
78
79
78

En este alineamiento los nucleétidos que codifican los SRS1 Ay B (resaltados) en

el sentido de derecha a izquierda fueron 100% idénticos.
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5.3.2 Identificacion del SRS2 en las muestras de equinos criollos

CLUSTAL O1.2.4) multiple sequence alipnment

plantilla CTTG TGCATGTGT TGGAT ALGLAGAG TARAGACGT G TGATTT TARTTTTTCATGTCTT 2]
equingl 0000 e e GOCTCAGTGCTRAT-TTTATTTTTCTGTOTT ]
equinod - --CTCTCAGTGCTRATTTTATTTTTCATGTCTT 31
Bquinngd 000 e e e GOGTCAGTGCTRATTTTATTTTTCATGTCTT 31
T
plantilla TOTTT T TCTACTCAGCATC T T TaGGGE CTACAGCATGEATGTGAT TACTAGCACATCATT 128
equinol TOTT T T TACTCAGCATCT T TRGGGC CTACAGCATGGATGTGAT TACTAGCALATCATT o8
equinnd TCTTT T TACTC AGCATC TT TaGGGE CTACAGCATGEATOTGAT TAC TAGC AL ATCATT al
equinod TOTT T T TAC T AGCATCT T TRGGGC CTACAGCATGGATGTGAT TACTAGCALATCATT o1
e e
plantilla ToRAGT GAA AT GACT O T AM AT CACAAGATCCCTT TOTGOAAMAT ACCAAGAL, 183
equinol ToRAGT A AT AT CT AR AT CACAAGATCCOTT TATGLAAMAT ACCAAGAN, 158
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equinod ToaAT A AT AT CTCAA AT CACAACATCCCTT TATGCAAMMAT AL CAAGAN, 151
AR SR AR SRS SRR AR SRS SE AR LA
plantilla GETCTTCAGTTT TGATTTCCT TRAT AT TACT TCTCTCAATAAGTATGTGGACTATTAT 248
equinol GETCTTCAGTTT TCAT T T CT TRATCC AT TACT T TCTCAATAAGTATATGLAL TAATAT a [
equinod GETCTTCAGTTT TGATTTCCT TRAT AT TACT TCTCTCAATAAGTATGTGGACTATTAT 11
equinod COTCTTCAGTTT TGATTTCCT TRAT AT TACTTCTCTCAATAAGTATGTGLACTATTAT 11
FEERASEAASES AR SEAAEERASEAEEAASEA SRS EAASEFASEASSEEAREARE EOA
plantilla T T T T CT T T T T T T T CT T T TATC TCACCT TCCATCTETCCT - - act:
equinol TITTC T TCCT T T T T T T T T TCCTTCC T TATC TCACCT T TGO TC TCAGATTC e
equinnd T T T T CT T T T T T T T CT T T TATC TCAC T TTRATC TEACCTTE m
equinod T T T T T T T T T T TTATCT O COT TOCCTCOC TGO TACTCTGITA - e
I T =xa -
plantilla Seemmmmmeees 298
equinol ——— 278
equinod GATCTCAGATAA 283
egquinod e ———— 278

En este alineamiento todos los nucledtidos en las secuencias que codifican los

SRS2 (resaltado) fueron 100% idénticos en el sentido de izquierda a derecha.
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EEd EEAAEE B B4 B BAE SRR BEAEE = AAEEA4E & & = A4

A AT A A AT T AR AT LA A CTCTTTACTCTCCTTATCCAAC ACAT G AGC ARG
ATATTTGARA AT T AT TCCT T TCT T TACTCTCOTTATCCCACACTTGITCT ARGA
A AT A A TT AR AT LA A CTCTTTACTC T COTTATCCCACT OO TGO TOCARGA
.ﬁ..!u!.{.ﬁ.TAM.AM'I'I'AAMTEI'[EA{CTEITFA{TCTEITFEFCEECCAEATEEMMM&

® E AAEEAAAEEAAR FAEEEAAEEAAAEE A5 A2 & B AR =g

-------------- 298
| ) S 71
TATGCAGCAAGATA 283
CAGCASGATA---- 274

EEEE

119

233
218
a3
84

58
I7a
269
k.
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En este alineamiento todos los nucleétidos en las secuencias que codifican los

SRS2 (resaltado) en la muestra 1 fueron 100% idénticos, pero no los de la muestra

2y 3, a la comparacion en el sentido de derecha a izquierda.

5.3.3 Identificacién del SRS3 en muestras de equinos criollos

plantilla
eguinol
equinod
equinod

plantilla
equinod
eguinod
eguinod

plantilla
eguinol
equinod
equinod

plantilla
equinod
eguinod
eguinod

plantilla
eguinol
equinod
equinod

T T T T AL T TGT AT GOT AGAGAAAATTATACT TGTTACAGGT ARAATTTGLA
--------------------------- CCCATTAAGGTAGTTGT TACAGGATAATTTLEA
CACETTAAGGAACGTACT TACTATATAATTTGIA
COGETATTARACGTCCTTACTGGAT AATTTGLA

= oA EAAEEESL

TITTCATTGTGCTTTCT T T T T T T T T T T TACAGCACTCTTTCCATT TCTTAATGLAGT
TITTCATTGTGETTTCT T T T T T T T T T T TACAGC AL TCTTTCCATT TCTTAATGCAGT
TTTTCATTGTGCTTTCT T T T T T T T T T T CTACAGCACTCTTTCCATT TCTTAATGLAGT
TITTCATTGTGCTTTCT T T T T TCTT T T T CTACAGCACTCTTTCCATT TCTTAATGCAGT

B e L |

TT T CAAGTAT TAAATGT CT T TGTGT T T CAAAAACTETTACTGATTT TT TCATARAATC
T T AR GTAT TAAA TG CT T TG TG T T T CAAAAACTETTACTGATTT TTTCATARRATC
T T A GTAT TAAA T T CT T TG TET T T CARAAAGTETTACTGATTT TTTCATARAATC
T T A TAT TAAA T T CT T TG TG T T T CAAAAACTETTACTCATTT TTTCATARRATC

B T T e L ]

TOTALAA GG AT GASAGA A RCTC GO TCALAGAT AR ACAS AN GO T AASAT AT GETGATSE
Tl AR A LA T AR A A A AT G T CARAGAT AR A AR AACO TAARAT AT GETGATSE
TOT ALAA GG AT GARACA AT GL T CALAGAT AR ACASAACE T AARAT AT GETGATSE
TaTARAA GG AT GARACA R AT G T CARAGAT AR ACAR AAC O TAARAT AT GET AT

B T L ]

TTACATGAGTGT--- 252
TTACATGAGTGTAAD  22E
TTACATGAGTGTA-- 227
TTACATGAGTGTA-- 227

AEEAAEELARES
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En este alineamiento todos los nucleétidos en las secuencias que codifican los

SRS3 (resaltado) fueron 100% idénticos en el sentido de izquierda a derecha.

plantilla
equinol
equinod
equinod

plantilla
equinod
eguinod
eguinod

plantilla
equinol
equinod
equinod

plantilla
equinod
eguinod
eguinod

plantilla
equinol
equinod
equinod

ACACTCATGTAMGCACCACCATATTTTACCTTTTCT TTATCTTTGAGGCGACTTTCTTTC
e e e e e AT T TT TCATATC TECACAAGOGACTTTCTTTE
..................... GLCAGAGCAATTACT AGAAAAT ACACGAGACTTTCTTTC
..................... COECCAGGAAGGC AAGATC TATACAAGAGACTTTCTTTC

B R BAERAEAEESS

AT CCTT T TACAGAT TTTAT GASAMA A T AGTAA AT TT TTCLALAC ACARACACATTT
AT TTTT A AGAT T T TAT GARAA A A T AL TAA AT TT TTCLALAC ACARACACATTT
ATCCTTT T TACAGAT T T TAT GASAAA A T AGTAAC AT TT TTGLALAC ACARACACATTT
ATCCTTTTTACAGAT TTTAT GASAAAA T CAGTAA AT TT TTGLALAC ACARACGACATTT

L T LT Ty

AT AT T AR TGO AT TAAGAAA T GEAAAGACT G TOTACLALAS ACARANASGAAN
AATACT T AARAN TGCAT TAAGAMATGEAAAGACT G TOTAGLALLS ACARALASGALY
AAT AT T AR AN TG AT TAAGAMA T GEARAGACT G TOTACLALAS ACARANASGAAL
AT AT T AR AN TG AT TAAGAAA T GEARAGACT G TOTACLALAS ACARAMASGEAL

B T T

A T A A T A AT T T TACCTOT A A TATAAT TTTCTCTACCGATCAC ARG
A T A A T A AT T T TAC T T A A TATAATTTTCTCTACCCATCACALGA
G AT AR AT G A AT T T TACCTOT A A TATAAT TTTCTCTACCGATCACALGA
G AT AR A T AN AT TTTACCTOT A A TATAAT TTTCTCTACCGATCACARGA

L T LT Ty

GTAAMAGACACL --- 252

CARBAGACACCCAA- 238

GTAAMAGACACCITAE 234

CARARAGACACCCAS 234
w4

4 mas

16
5

o
=

128
=)
o9
a5

182
156
159
158

248
s

En este alineamiento todos los nucleétidos en las secuencias que codifican los

SRS3 (resaltado) fueron 100% idénticos en el sentido de derecha a izquierda.

5.3.4 Identificacion del SRS4 en las muestras de equinos criollos

plantilla
eguinol
equinod
egquinod

plantilla
egquinol
egulinod
eguinod

plantilla
eguinol
equinod
egquinod

plantilla
egquinol
egulinod
eguinod

TCCTTTCCTCTTAGCTCTGTCTRATCTGGAGCTCGTGGC0

--------------------------- GGGCANGACTGTGTCATCTATTATCTTTATTTT

--TEGCTTTACTETGACATCTATTATCTTTATTTT

-------------------------- GGCCTTGETCTGTGCCATCTATTATCTTTATTTT
*

AEEAAREAAEEL S AREE S

TGO TAT GAGAC LA T A AGTTCTCTTTCC TV CCTTATCTAT T TTTGLICACTOA
TG T AT GAGAC LA T A AGTTC T T T TLCTTCCTTATCTATTITTTTGLICACTCA
TECT GG T AT GAGAC CAC T AGCAGTTCTCTT T TTCCTTATGTAT T TTTGLICACTCA
TECTEGCTAT GAGAC CAC T AGCAGTTCTCTTTCC TV CCTTATGTAT TTTTTGLICACTCA

e Y

O CTCATGT L CAG AGAAG TECAGCAGGAGATT CATGTGACTT TCCCCAAT ALGLTGAG
CCTCATGT O CAG  AGAAG TGO AGCAGGAGATT GATGC GACTT TCCCCAAT AMGL TGAG
T CATGT A AGAAG T AGCAGGAGATT CATGL GACTT TCCCCAAT ARCL TGAG
T AT GTCCAG  AGAAG TECAGCAGGAGATT CATGL GALTT TCCCCAAT ARG TGAG

T R

TGEATGAGAT AL TTGLAGAGEEAGG- 285
TGGATGAGATAC TTGRACAGECAGEA 172
TGGATGAGATAC TTGLAGAGECAGGA 179
TGGATGAGAT AL TTGLAGAGECAGGA las

AEEBASEAAEE BARESARRAARES

183
153
153
154
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En este alineamiento hay alta identidad de los nucle6tidos en las secuencias que

codifican los SRS4 (resaltado), en el sentido de izquierda a derecha.

plantilla T T T CAR T AT T CATC LA TCAC CTTATT GEEGAAAG TCACATCAATCTCCTC 8
equinol CCATATAATT - -GoGGAG-TOGCATCAATETCCTC 12
equinod AAATTTTATTTGEEGGAAGTGCATCAATCTCCTC 15
equinod mmmmm e m e e e e - GART TTTAT T TELGGGGAGT CAGC AT AATCTCCTC )
Lt srid adE & mEAgsEAsEERA
plantilla TG A T T TG TGaAC AT AGGET GAGT LI CARAAAATAC ATAAGGAAGGAAA GAGH 122
equinol TG AT TG TGRACATCAGGET GAGTGLICARAAMATAC ATAAGGAAGRAAA GAGHA a2
equinod TG AT TG TGRACATCAGGET GAGT L CARAAAATAC ATAAGRAAGRANS GAGA a5
equinod TG AT TG TGRAC AT AGGET GAGTGLI C AR AAAAT AT ATAAGGAAGGAAA GAGE )
e
plantilla AT AGTGETCTCATAGCCAGC AR AR TAANCAT AATAGATTGEEC CACGAGITCCAG 188
equinol AT GCTAGT AT CTCATAGCCAGC AR AR TAAACAT AATAGATTGEEC CACCGAGITCCAG 152
equinod AT GCTAGTGETCTCATAGCCAGCAAA AR TAAACAT AATAGATTGEEC CACGAGITCCAG 155
equinod AT T AGTGETCTCATAG L AG AR AN TAAACAT AATAGATTGEEC CACGACCT CCAG 156
B T
plantilla ATCACACACAGI TAAGACLAMAGGA - 285
equinol ATCACACACAGI TAAGACGAMAGLAN 178
equinod ATCACACACAGI TAAGACHANAGLAL 131
equinod ATCACACACAGI TAAGACLAMAGGA - 131

BEEAAEEAAEEAAA SRS AR RS AR

En este alineamiento hay alta identidad en los tres animales de la muestra, de los
nucleétidos en las secuencias que codifican los SRS4 (resaltado), en el sentido de

derecha a izquierda.

5.3.5 Identificacion del SRS5 en muestras de equinos criollos

plantilla ATTATTCTTITGTGLTCCTACCATTTCAATAGTAC TGCAGAGATTGAGTGGAAAGT TGAT 62
equinod s === -~ - TATGGAC TG AGAGATTGAGTGGAAGT TGAT 31

equinod -- - -BAATGT CTGCAGAGA- TTCAGTCLAAGT TRAT 31
LT TATGLETCTGIAGAGA-TTCAGTCLAAGTTGAT n
plantilla AT T AT T AT AR CTCTTTCTTTCTTCCCAGEITCO TCCCAC CTATGATS 128
eguinol CCCAAATCTCAGTTTATCAAACCTCTTTCTTTCTTCCCAGGCTCCTCCCACCTATGATG a1
equinod AT TCAGTTTAT AR CTCTTTCTTTCTTCCCAGGITCC TCCCACCTATGATG o1
eguinod AT TCAGT T TATCAAMACCTCTTTCT TTCTTCCCAGGCTCCTCCCACCTATGATG o2
plantilla CCCTGOTACAGATGLACTATCTTGACATGET AT TGAATGAATCCCTCAGATTATTCCCAA 188
equinol CCCTGOTACAGAT LA TATC TTRACATCET G TTCAATCAATCCOTCAGGTTATTCCCAA 151
equino COCTGOTACAGATGLAGTATCTTGACATGET AT T CAATGAATCCCTCAGATTATTCCCAS 151
equinod CCCTGOTACAGATGOACTATC TTRACATGET OTTCAATCAATCCCTCAGATTATTCCCAA 152
e
plantilla TTGCTRT TAGACTT GAGCGLETCTGTAAGAAACATOTECAAMT CAATGLECTLTTCATTC z4g
egquinol TTGCTaTTAGAC T T GAG  GeETCTETAACAAACATOTECAAAT CAATGGECTGTTCATTE 21
equinod TTGCTOTTAGACTTGAGCGLETCTGTAAGAAAGATOTCEAMMT CAATGLOCTOTTCATTC 11
egquingd TTGCTaT TAGAL TT GAG L TCTCTAACAAACATOTECAAAT CAATGLECTLTTCATTC 12
T ARG GCAC AT CATCAT G TG L AACCTTTEC TCTTEACAAACAC CCACAGTTETGEE 320
CTAAGGGACAGT GAT AT GE TR CAACCTT TECTCT TCACAMACACCCACGAGTTCTGEC 71
T ARG GGAC G T CaTGAT GE TGO AACCTT TG TCT TCACAAACACCCAGAGTTCTGEE 71
T AAAGGGAC AT COT GAT GETGCCAACCTT TEC TCT TCACAAACAC COAGAGTTCTGGD 72
plantilla CARAGCCTCAGGAGT TOCOTCCT RAAAGGTACAEGLCCCCTEERAMAGLEAACTCACCTT 368
equinol CARAGCCTCAGGAGT TOC LT CTRAMA GG TACA GO CCCTEERAMMGLEAACTCACCTT 331
equino CAGAGCCTGAGGAGT TCCATCCTGAAAGGTACAGGGCCCCTOGLAMAGGGAACTCACCTT 331
equinod CARAGCCTCAGGAGT TOCOTCCTRAMAGG TACAEGEGCCCCTOE0AMGLEAACTCACCTT 332
A
plantilla TATCTAGGTTGGT TAGMGCATAT CATGACAT CTCTTAGCAT AAAGGAC AAAT RAGT GA- - 8
egquinol T TAGeTTGeT TAGAG AT AT CATGAC AT CTC TTAGCATAAAGGARLAAAGTARATTC 351
equinod TATCTAGGTTGGT TAGAGCATATCATGACAT CTCTTAGCATAAAGGARALAT GAGT GALA 351
eguinod TATCTAGGTT GG T TAGAGCATAT CATGAC AT CTC TTAGCAT AMAGGARAAAT GACT GAA - 3zl
plantilla - 418
eguinol AL 384
equinod A-- 302
egquinod - 391
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En este alineamiento todos los nucleétidos en las secuencias que codifican los

SRS5 (resaltado) fueron 100% idénticos en el sentido de izquierda a derecha.

plantilla
egqu

equinod

plantilla
equinol

equinod

plantilla
egquinol

plantilla
equinol

egquinod
egquinod

plantilla
equinol

egquinod

plantilla

plantilla
egquinol

equinod

TCACTCATTTGTCCTTTATCC TAMGAGATGTCATGATATGCTCTANCCAACCTAGATAR
--------------------------- GEGGTTCTTGATTGCTCTACCAACCTAGATAAA
----------------------------- GGRATCTGAATGCTCTACCAMCCTAGATALS
--------------------------- GAGGGATCTGATTGCTCTACCAACCTAGATAAL

* B FAEEAAEEA AR EEEE

GOTGAGT T CT T T O AGGGEC L TaTACCTT TCAGGAC GRAACTCCTCAGGLTCTGES
GOTGAGT TCCCT TTCCCAGGGEC O TR TACC TT TCAGGAC GGAACTCCTCAGGE TCTGEE
GETGAGT TCCCT TTC O AGGGEC L TR TACC T T TCAGGAC GRAACTCCTCAGGLTCTGEE
GETGAGT T CT T T O AGGGEC TR TALCTT TCAGGAC GRAACTCCTCAGGLTCTGEE

B T L T Ry

AT TGGETOT TTGT GAAGAG  ARAGGT TG AL CATCACCACTGTCOCTTTAGGA
AT TGEETET TTGT GAAGAG ARG T TG AL CAT AT CACTGTCOCTTTAGGA
CAGAA T TOGEGTOT TTGT GAAGAG  ARMGG T TGECACCATCACCACTGTCCCTTTAGGA
CAGAACTCTGGEGTGT TTGT GAAGAGC AAMGL T TRECACCATCACCACTGTCOCTTTAGGA

B T ]

AT A A AT TCAT TT O A AT T TTE T TACAGAC COGITCAACT CTAACACCAATT
AT A A AT TOAT TT LA AT T TTE T TACAGAC COGITCAACT CTAACACCAATT
AT A A AT TGAT TT O A AT T TTC T TACAGAC COGITCAACT CTAACACCAATT
AT AN A CCCATTRAT T T CCACAT T TTC T TACAGACCOGCTCAAGT CTAACAGCAATT

B ]

LA AT TCACGRATT CAT T CAAC A CATETCAMGAT AL TCCATCTGTACCAGGLIA
AT A T A GATT CAT T A A AT ETCAMGAT AL T CATCTETACCAGGLIA
AT AT T AR TT CAT T A A AT G TCAMGAT AL T CATCTGTACCAGGLIA
AT AT T AR TT CAT T CAA A CATETCAMGAT AL T CATCTGTACCAGGLIA

T T I e T e T

T ATAGL TELRAGCAGC L T GECAAGAANGAANGACGTT TTGATAAAC TGAGAT T TGGRAT
T AT AGGTEGRAGCAGL T GECAAGAAA AR GACGTT TTGATARACTGAGATTTGGRAT
T AT GG TG CAGCA G T GoCAACAA A A A A CACGTTTTGATARACTGACGATTTGGRAT
T A TAGG TG GAGCA G T GoEAMGAAAGAALGACGT T TTGATASACTGAGATTTGGRAT

B T T e

AR TTTCCACT AT TE TG AGTAC TAT TRAAAT GGT AGGAGCAC AAAAGAAT AT - -
CARCTTTCCACTCAATC TCTGCAGTAC TAT TRAMAT LT ALGAGCAC SAANAAAAT AATA
AT T AT AT TO TG AGTAC TAT TRAMATGETAGGAGCAC AAARGAATAATTA
AT T AT AR T T TG A TAC TAT T GAAAT G TAGGAGCAC AAAR A A AT RATA

B T T

-- 418
A- 324
as 393
-- 393

=]

=gy ]

0D D e
W b
o

242
13
11
palk}

322
273
71
273

362
333
331
333

En este alineamiento todos los nucleétidos en las secuencias que codifican los

SRS5 (resaltado) fueron 100% idénticos en el sentido de derecha a izquierda.

5.3.6 Identificacion del SRS6 en muestras-de equinos criollos

68



plantilla
equinol
equinod
egquinod

plantilla
egulinol
eguinod
equinnd

plantilla
equinol
equinod
egquinod

plantilla
egulinol
eguinod
equinnd

GaCAAT ARG LA CTTCT TCAR LA AR ANA CCATT AT T TAAAGGTTGACT CLAGAGAT
------------------------------ CACCATTGTTCTAAGETTGAGT CLAGAGAT
e e e e e ST AR AR TTTETTCTASGETTGACT COAGAGAT
-TGAATCTAGCCCATCTTOTTC - mmmmmmm e e e~ CGGGTTTTATTCATARAG

e = 44 = @

GLGACAGTCART AL TG TT T LA AR GGACT TCTATTTTAT TCTTCAAGEAAGTT
GLGACAGTCAGT GEAGC TG TTTC A ASGGACT TCTGT T TTAT TCTTCAAGEAAGTT
GHGACAGTCAGT AL TG TT T CACASGGACT TCTGTTTTAT TCTTCAAGEAAGTT
--TAMAT TG - -AGGTCTCTRATG- TTETGAE&Thf_&CT'ECT“E#&E&T’AAA&EAEA&

B oE s Ty AEEd PR & pAE A& 4EE & 44x

GTATCTCAGARCATCAGAGALC -TCA- - - -ATTTACT T TATGAATALA AL COGGAATGAL
GTATCTCACARC ATCAGAGALC -T A- - - - AT TTACT T TATGAATAMA AL CCGGAATGAR
GTATCTCACAR  ATCAGAGAL - T A- - - - ATTTACT T TATCAATAARAL COGGAATGAR
C T LTI'CAM IZAUI.E-'-‘quE-h;TET;TGTI’CCATxTETGCAEI’fMLf T- TAEW

a= N B o4 ma Y

CATCEGCTTAA CTACTCTATTTGATGLATGOC TAGAGAT - - 215

CATGEGCTTAAC CTACTCTATTTGATGRAGGIC TAGAGAT GA 187

CATGEGCTTARC CTACTGTATTTGATGATGCCTAGAGATTRA 189

AATGGETT TTTGTGAT TRARMAGETCCT TGAT TG CAR- - - 151
LhdE & + ] r E 4
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En este alineamiento no se puede confirmar la presencia de nucleétidos en las

secuencias que codifican los SRS6 (resaltado) en el sentido de izquierda a derecha,

pues la region de interés estd en un extremo, donde es poco probable obtener

informacion fiable.

plantilla
equinol
eguinod
eguinod

plantilla
eguinol
equinod
equinod

plantilla
equinol
eguinod
eguinod

plantilla
eguinol
equinod
equinod

ATCTCTAGGCAT CCATCAANTACAGT AGETTANGCCCATCTTCATTCCGGGTTTTATTCA
oo mme oo e - - CGAGTAGCCATCTTCATTCCGEGTTTTATTCA
-------------------------- GLEAGGTAGCCATCTTCATTCCGEGTTTTATTCA
-------------------------- TGAATCTAGECCATCTTCTTCCGEGTTTTATTCA

. EAAREAASEA A AR RS L

TR T AT TEA LT TCTGAT AT TC TGAGATAC AL TTCCTTGAAGAAC AAAAC AGAR
TAAA T A AT TG T TCTGAT AT TC TGAGATACAAL TTCCTT GAAGAAC AAAAC LA
TAAA T AT TG T TCTEAT AT TC TGAGATAC AL TTCCTT RAAGAAT AN AGAR
T T A T T oA L T TCTGAT AT TC TGAGATAC T AL TTCCTTGAAC AT  AAAAC AGAR

AEEAAEEASEEAASEEA AR AN SRR EA AR RS EAAEEAAEEAS & AEEAAEEEES

TTGT AT AT LA TCACTAT OO AT TCTECAC T AALCT TTAGAACA
T GT A T AT LA TC AT T OO AT TCTECAC T AALCT TTAGAACA
TTGT AT AT LA T AT T C AT TCTECACTCAACCTTTAGAACA
TTATCASANGT! EMG-’-‘-T’I:-"-‘mTI:T;TG'I'I'CCATxTI:TGCAI.—I”M;’ 'I'I'.ﬁ.Gh-'-‘mﬁ.
as

EAd EEBEE B OAAEEAAE SAEE SASEAAEEAASEAAEEASEEAAREEES

GTCC
GTCC
GTCC
G EC
-

ATGECTTTINETGET TGARGRAGTECTIGAT TGO --- 215
ATGEETTTTTATGET TGAAGRAGTCCTTGATTGCOGTT 19
ATGEETTTTTATGET TEAAGRAGTCCTTGAT TGO --- 189
ATGECETTTTTGTGCT TGARARGLTOCTTGATTGOCAR - 181

AEEAAEEAAEEAAASEAAS & SEAAEEAESESEE

En este alineamiento todos los nucleétidos en las secuencias que codifican los

SRS6 (resaltado) fueron 100% idénticos en las muestras del equino 1 y 2 para el

sentido de derecha a izquierda.

Una vez identificados los sitios de reconocimiento de sustratos en las seis regiones

secuenciadas, se agrupo la informacion para hacer un andlisis de la identidad
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general entre las muestras, informacion que se presenta en una matriz de identidad

realizada con el software Clustal Omega. Tablas 10y 11.

Tabla 10. Matriz de identidad entre las muestras, en el sentido de izquierda a

derecha.

region 1 equino 1 equino 2 equino 3
equinol 100.00 58.24 78.27
equino2 58.24 100.00 57.34
equino3 78.27 57.34 100.00
region 2 equino 1 equino 2 equino 3
equinol 100.00 95.56 91.45
equino2 95.56 100.00 92.96
equino3 91.45 92.96 100.00
region 3 equino 1 equino 2 equino 3
equinol 100.00 95.13 94.69
equino2 95.13 100.00 96.48
equino3 94.69 96.48 100.00
region 4 equino 1 equino 2 equino 3
equinol 100.00 97.21 96.09
equino2 97.21 100.00 95.53
equino3 96.09 95.53 100.00
region 5 equino 1 equino 2 equino 3
equinol 100.00 96.68 96.92
equino2 96.68 100.00 99.23
equino3 96.92 99.23 100.00
region 6 equino 1 equino 2 equino 3
equinol 100.00 92.51 47.43
equino2 92.51 100.00 45.76
equino3 47.43 45.76 100.00

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 11. Matriz de identidad entre las muestras, en el sentido de derecha a

izquierda.

region 1 equino 1 equino 2 equino 3
equinol 100.00 93.63 93.88
equino2 93.63 100.00 96.30
equino3 93.88 96.30 100.00
region 2 equino 1 equino 2 equino 3
equinol 100.00 81.18 70.94
equino2 81.18 100.00 75.00
equino3 70.94 75.00 100.00
region 3 equino 1 equino 2 equino 3
equinol 100.00 88.70 92.17
equino2 88.70 100.00 92.31
equino3 92.17 92.31 100.00
region 4 equino 1 equino 2 equino 3
equinol 100.00 95.51 92.09
equino2 95.51 100.00 95.56
equino3 92.09 95.56 100.00
region 5 equino 1 equino 2 equino 3
equinol 100.00 97.45 98.47
equino2 97.45 100.00 98.72
equino3 98.47 98.72 100.00
region 6 equino 1 equino 2 equino 3
equinol 100.00 98.93 88.36
equino2 98.93 100.00 89.42
equino3 88.36 89.42 100.00

Fuente: Elaboracién propia.
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La descripcion de las secuencias que se desarrollé en este estudio, en caballos
criollos colombianos representa un avance para el disefio de nuevas propuestas
investigativas enfocadas en razas criollas que deriva de los estudios previos donde
se reporta que algunos CYP pueden estar sujetos a una variabilidad considerable
dentro de la especie, como resultado de factores ambientales y genéticos (60).
Aunque estos tipos de polimorfismos pueden existir en todas las especies
animales, aun no se han investigado en detalle, y no hay precedentes en

investigaciones de farmacogenética en la raza de equinos criollos de Colombia.

Con los resultados de este estudio se confirm6é muy alta identidad entre los
miembros de la subfamilia CYP3A equina y a otras especies de mamiferos, cuando
se compard con las secuencias reportadas de humanos, asnos, cerdos y ratones.
Dentro de los miembros de esa familia se definid el citocromo a analizar, el
CYP3AB89, por ser el mas semejante al CYP3A4, que a su vez es la mas importante
de todas las enzimas metabolizadoras de farmacos, con alta variabilidad
interindividual en los niveles de expresion en humanos (36); y con importante
expresion en higado, vias aéreas y rifibn en equinos, de acuerdo con los reportes

en investigaciones previas (17, 37).

Para ese citocromo se dirigio la investigacion en la identificacion de los sitios de
reconocimiento de sustratos, involucrados en el reconocimiento y unién de
sustratos, mismos que tienen multiplicidad de mecanismos de enlace debido a la
habilidad de la enzima de acomodarse estructuralmente resultado de las
sustituciones, inserciones y deleciones que conformen las secuencias de los
distintos miembros de la familia (71). Considerando que con los resultados de esta
investigacion se lograria cierto grado de identificacibn de variaciones en una
poblacién no estudiada, lo que a su vez permitiria reevaluar y ampliar el mapa
original de SRS reportados en equinos, y permitiria reconocer una parte importante
de las caracteristicas estructurales de esta enzima en una muestra de la poblacion

de caballos criollos del Suroeste de Antioquia.

Los SRS en la subfamilia 3A que se han reportado y que se enfatizaron en esta
investigacion son: SRS1 Ay B, SRS2, SRS3, SRS4, SRS5 y SRS6 (11, 49). Una

73



74

vez definidas estas regiones de interés, se procedid al disefio de cebadores

orientados a los SRS dentro del gen.

Con el diseilo de cebadores para las seis regiones especificas dentro del gen
CYP3A89, se consiguid obtener productos que cumplian el criterio de
especificidad, debido a que los genes CYP450 de la misma familia muestran una
alta identidad; pero teniendo como objetivo la amplificacion de los sitios de
reconocimiento de sustratos que, en cambio, son sitios que muestran alta variacion
en su secuencia de nucleotidos. Estas regiones se enfatizaron considerando que
los cambios individuales en los nucleétidos en estas muestras podrian significar
alteraciones geométricas en las regiones de unién al sustrato, lo que determina su

capacidad unir diversos sustratos (49, 60).

En la aplicacion de técnicas moleculares, los cebadores expuestos a ADN de
caballos criollos colombianos amplificaron en tamafios compatibles con los
esperados para el disefio, con los resultados de la PCR in silico; y sin

amplificaciones cruzadas.

De las muestras amplificadas se selecciond una submuestra de 3 individuos, de los
que se secuenciod los productos de PCR, y con la informacién obtenida se buscé
representar y comparar los resultados entre los individuos de la muestra y
comparando con la informacion disponible en las bases de datos. Se hizo una
alineacion por pares entre la secuencia reportada y cada una de las secuencias
obtenidas de las muestras, después se hizo un proceso de alineamiento multiple
involucrando las tres muestras secuenciadas de cada animal y usando como
plantilla la secuencia reportada, y finalmente, se hizo una matriz de identidad entre

las secuencias de las tres muestras para cada una de las seis regiones.

Se discutira los hallazgos de cada regién para contrastarlos al final del capitulo con

la evidencia disponible.

Para la primera region, en la alineacién por pares entre la secuencia reportada con
las secuencias obtenidas de las muestras, se encontré que hubo identidad de un

46% en promedio para las muestras en el sentido de izquierda a derecha, mientras
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que hubo un 95% de identidad en el sentido de derecha a izquierda. Por lo tanto,
los resultados de las muestras en el sentido de izquierda a derecha no son los
suficientemente contundentes para poder ser analizados adecuadamente, y asi
mismo hubo pocos nucleétidos idénticos o con sustituciones conservativas. Se
puede comprender que estos resultados se relacionan con algun fallo en el proceso
de secuenciacion o pérdida de calidad de la muestra. Al analizar las secuencias de
las muestras en el sentido de derecha a izquierda se encuentra unas identidades
mayores en la alineacion por pares y se pudo identificar el alineamiento de los
nucleétidos que codifican los SRS1 A y B con identidad del 100% en las tres

muestras.

Para la segunda region, en la alineacién por pares entre la secuencia reportada
con las secuencias obtenidas de las muestras, se encontré que hubo identidad de
un 91% en promedio para las muestras en el sentido de izquierda a derecha,
mientras que hubo un 83% de identidad en el sentido de derecha a izquierda. Y
todos los nucledtidos en las secuencias que codifican los SRS2 fueron idénticos en
el sentido de izquierda a derecha, pero en el sentido de derecha a izquierda
anicamente hubo identidad completa en la muestra 1, cuando en la muestra 2 y 3
se presentd sustituciones. Estos cambios fueron rastreados con ayuda de la
herramienta Expasy y se encontrd que en el marco de lectura 1 podrian ocasionar
un cambio en los residuos 212, 213 y 214 de la proteina del sitio de reconocimiento
de sustratos 2. Se ha estudiado en humanos que el residuo en la posiciéon 212 puede
estar relacionado con la orientacion del sitio activo, y los residuos en las posiciones
212 y 213 se les considera dominios conservados (45, 72). Sin embargo,
considerando que no hubo los mismos hallazgos en el sentido de izquierda a
derecha, serd interesante poder determinar si se tratdé de una falla en alguno de los

procesos, que no se evidencid. Por lo pronto no se pudo considerar relevante.

Para la tercera region, en la alineacion por pares entre la secuencia reportada con
las secuencias obtenidas de las muestras, se encontré que hubo identidad de un
92% en promedio para las muestras en el sentido de izquierda a derecha, mientras

que hubo un 90% de identidad en el sentido de derecha a izquierda. Todos los
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nucleétidos en las secuencias que codifican los SRS3 fueron 100% idénticos en

ambos sentidos.

Para la cuarta regién, en la alineaciéon por pares entre la secuencia reportada con
las secuencias obtenidas de las muestras, se encontré que hubo identidad de un
93% en promedio para las muestras en el sentido de izquierda a derecha, mientras
que hubo un 93% de identidad en el sentido de derecha a izquierda. Todos los
nucleétidos en las secuencias que codifican los SRS4 fueron 100% idénticos en
ambos sentidos.

Para la quinta region, en la alineacion por pares entre la secuencia reportada con
las secuencias obtenidas de las muestras, se encontré que hubo identidad de un
96% en promedio para las muestras en el sentido de izquierda a derecha, mientras
gue hubo un 96% de identidad en el sentido de derecha a izquierda. Todos los
nucleétidos en las secuencias que codifican los SRS5 fueron 100% idénticos en
ambos sentidos.

Para la sexta region, en la alineacidn por pares entre la secuencia reportada con
las secuencias obtenidas de las muestras, se encontré que hubo identidad de un
93% en promedio para las muestras en el sentido de izquierda a derecha, mientras
gue hubo un 94% de identidad en el sentido de derecha a izquierda. Los nucledétidos
en las secuencias que codifican los SRS6 en el sentido de izquierda a derecha no
pueden ser analizados pues la region de interés esta en un extremo, se solapa con
el primer, donde es poco probable obtener informacion fiable, pero los nucleétidos

en las secuencias en el sentido de derecha a izquierda fueron 100% idénticos.

Asi que, se puede sefalar de los resultados obtenidos de las secuenciaciones que
hay una alta identidad entre las secuencias que han encontrado otros autores y que
se encuentran en NCBI, en relacion con las muestras obtenidas en caballos criollos
de Colombia; y una identidad del 100% en las secuencias codificantes de los sitios
de reconocimiento de sustratos en las regiones 1 (de derecha a izquierda), 2 (de
izquierda a derecha), 3 (de derecha a izquiera) y (de izquierda a derecha), 4 (de
derecha a izquiera) y (de izquierda a derecha), 5 (de derecha a izquiera) y (de

izquierda a derecha) y 6 (de derecha a izquiera). Lo que indica que, a pesar de
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tratarse de una poblacion sometida a una presion de seleccion considerable, las
regiones relacionadas con la unién y reconocimiento de farmacos y varios
xenobidticos, se han conservado. Con respecto a las regiones 1 (de izquierda a
derecha), 2 (de derecha a izquierda) y 6 (de izquierda a derecha) se deduce que los
bajos promedio de identidad en las regiones y en los SRS especificos se debe a
fallos en la secuenciacion, producto de variables que desconocemos pero que
probablemente se puedan corresponder con sitios secundarios de union del
cebador que diera lugar a picos adicionales o inespecificidades desde la PCR;
situaciones altamente probables pues como se ha descrito, los citocromos

presentan muy alta identidad entre los miembros de las subfamilias (32, 73, 74).

Con los ultimos resultados obtenidos con las secuencias, se disefiaron matrices de
identidad entre los animales de la muestra, para el sentido de derecha a izquierda
y de izquierda a derecha, con esta informacién podemos encontrar como en el
sentido de izquierda a derecha hubo identidad entre todas las muestras de las
regiones 2, 3, 4 y 5 mayores de 90%; mientras que entre las muestras de las
regiones 1y 6 las identidades fueron menores. En el sentido de derecha a izquierda,
los resultados son mayores del 70% en todas las muestras y todas las regiones,
aunque hay que resaltar que en las regiones 4 y 5 las identidades entre muestras
fueron mayor del 95%. A ser animales del mismo tipo, se podria esperar este
resultado. Sin embargo, hay algunas diferencias en regiones entre SRS, mismas

gue eventualmente podrian generar algun tipo de cambio en la estructura final.

Si bien, en los resultados de este estudio no hubo sustituciones, inserciones y
deleciones obvias, el poder saber si existen variaciones en la secuencia del
CYP3A89, en equinos criollos, permitira ser soporte para una mejor asistencia
meédica veterinaria en Colombia. Cabe mencionar que el tamafio de la muestray no
obtener la informacion del gen completo limito esta investigacion; y que
probablemente con un tamafio mayor de muestra y ampliando la secuenciacion al

gen completo se puede llegar a obtener una gran cantidad de informacion relevante.
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Finalmente, con los resultados obtenidos se podrian hacer predicciones de la
estructura de la proteina en una futura investigacion. Por lo pronto, se puede
confirmar que, para estudios de farmacogenética en medicina veterinaria, con la
ayuda del tipo de herramientas que se emplearon para este caso, se puede abordar
un analisis comparativo de regiones cromosOmicas que contienen diversos grupos

de genes.
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Con el andlisis comparativo de las regiones cromosomicas que contienen el grupo
de genes CYP3A en equinos y comparados con otras especies, se concluye que la
estructura de la subfamilia CYP3A es muy similar. Si bien se sabe que en los seres
vivos existe gran variabilidad interindividual en la actividad y la cantidad de enzimas
del metabolismo, gran parte de esa variabilidad es debida a la existencia de genes
para los que existen distintas variables que codifican por isoformas con
especificidad metabdlica diferente. Las isoformas a su vez pueden presentar
diferencias intraespecie al ser comparadas, y si estas diferencias representan
variaciones en residuos de aminoéacidos concretos, pueden determinar grandes
diferencias funcionales. En este estudio se usé herramientas de PCR in sillico y
técnicas moleculares, se evidencié que son herramientas que pueden ser de gran
utiidad para identificar tales diferencias intraespecie, en el area de la

farmacogenética en la medicina veterinaria.

Para el objetivo de esta investigacion, se enfatizd en los nucleétidos en los seis
sitios de reconocimiento de sustratos del CYP3A89 por ser determinantes de la
selectividad del sustrato y la afinidad de la unién; y se aplicé a caballos del tipo
criollo colombiano. Regiones que fueron amplificadas con PCR y secuenciadas. Y
se encontré que, aunque los equinos criollos de Colombia han sido sometidos a
condiciones ambiental y culturalmente distintas a las poblaciones de las cuales hay
referencia, en la muestra de este estudio las regiones de los SRS del CYP3A89 se
han conservado sin sustituciones, inserciones ni deleciones. Ademas, se pudo
evidenciar que los sitios de reconocimiento de sustratos en la muestra de equinos
criollos, se corresponden con la informacién obtenida de equinos de otras lineas y
gue se encuentra disponle en las bases de datos publicas. Aun asi, la muestra es

insuficiente para determinar un patrén para la poblacién.

Queda por determinar la identidad de las regiones 1 ,2 y 6 en ambos sentidos. Pues
en este caso hubo interferencias o fallos que impidieron tener resultados lo
suficientemente confiables de los productos de la secuenciaciéon y solo se obtuvo la

informacion pertinente de uno de los sentidos. Asi que, con esta investigacion se
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presenta un primer abordaje a una poblacion que se ha caracterizado poco en su
composicidon genética, pero se debe continuar en la busqueda informacién funcional
y evolutiva de las secuencias de los genes codificantes para citocromos CYP en el

equino criollo colombiano.

Con los resultados de esta investigacion se puede concluir que el conocimiento de
la estructura de los citocromos de la especie equina requiere de futuras
investigaciones que pueden proporcionar informacion importante sobre la
selectividad del sustrato y la afinidad de unién; para asi, predecir las relaciones entre
estructura y la actividad. La incorporacién de los resultados de estudios funcionales,
serviran para el andlisis de variantes farmacogenéticas con fines médicos que
posteriormente permitirdn predecir los fenotipos de los pacientes en medicina
veterinaria y acceder al uso de estas herramientas como apoyo para la toma de

decisiones clinicas.
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Se debe extender la busqueda de datos que permitan analizar informacion
funcional y evolutiva de las secuencias del gen CYP en el equino criollo
colombiano, pues es una poblacién que ha sido sometida a condiciones
especificas de seleccidn, y esta informacion puede ayudar a establecer la
relacion entre las caracteristicas de conformacion genética y la respuesta a

farmacos metabolizados por citocromos.

Las comparaciones de las caracteristicas genéticas entre distintas lineas
pueden ayudar a comprender el fenotipo distinto entre miembros de una
misma poblacién, especificamente en cuanto a su respuesta ante la
farmacoterapia. Esta puede ser la estrategia para implementar, en un futuro,

la atencion veterinaria individualizada.

Dentro de las regiones de interés de un gen que codifica para una enzima,
se recomienda enfatizar en los sitios reconocimiento y unién a los sustratos.
Regiones que pueden aportar informacién estructural y funcional de la

proteina.

Ser& conveniente poder seguir haciendo este tipo de investigaciones con
poblaciones mas grandes para poder determinar la relevancia de las
divergencias que se presentan alrededor de los SRS.

Por la relevancia actual de la farmacogenética, es importante promover el

desarrollo de la linea y de areas afines.
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Anexo 1

UNIREMINGTON' www.uniremington.edu.co

CORPORACHIN UMAYEREITARLL BEMIRG IO

Medellin, 20 de enero de 2022

Sefnor{a):
Laura Andrea Caicedo Guliérmaz de Pifieres
Docantafinvestigador

Asunto: Aval proyecto

Hombre completo del proyecto “Farmacogenética aplicada al andlisis del cilocromao
CYP3A89 en equinos criollos colombianos dal suroesie antioguefio”.

Investigadores: Laura Andrea Caicedo Gulidmez de Piferes

Fecha en que fue sometido a consideracion del comite: 01 de diciembre de 2021. Acta
06-2021.

El Comité de Bioética para la Investigacion con Animales- CIBA de la Facultad de Medicina
eterinaria da la Corporacion Universitaria Remington certifica qua:  fusron preseniadas y
acepladas las cormecciones ¥ recomendaciones sugeridas an el acla de 2021. Por lo
tanto, se ratifica el Aval otorgado al proyecio “Farmacogenética aplicada al analisis del
citocromo CYP3A88 en equinos criollos colombianos del suroesie antioguedio™.

1.

Sus miembros revisaron los siguientes documentos:

[ X ) Formato para presentacion de proyecios ante el CIBA
[ X ) Formato de Consentimiento Informado

[ ) Compromiso de buen manajo de los animales

{ ) Acuerdo de proteccidn de datos

[ ) Resultados de evaluacidn por ofros comités (si aplica)

El Comité informa que &l presente estudio tiene una clasificacion de riesgo:
{ ] Sinriesgo

{ ¥ ) Riesgo minima

{ )} Rie=sgo mayor al minimo

El Comite informa que la propuesta fue:

{ X ) Aprobada

{ )] Mo aprobada

{ }Rechazada con posibilidad de nueva evaluacidn una vez realice la ampliacian,

aclaracion o complemento de aspectos de fondo gue el Comité considere necesarios
coiTegir.
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Martha Cecilia Ocampo

Presidenta

CIBA

Corporacidn Universitaria Remington

Daisy Alejandra Gamez Ruiz
Secretaria

ClBA

Corporacidn Universitaria Remingfon
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Anexo 2

Universidad de Caldas — Facuitad de Ciencias para la Salud
MAESTRIA EN CIENCIAS BIOMEDICAS

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE INVESTIGACION CIENTIFICA

[ Titulo del Estudio |FARMACOGENETICA APLICADA AL ANALISIS DEL
CITOCROMO CYP3A89 EN EQUINOS CRIOLLOS
COLOMBIANOS DEL SUROESTE ANTIOQUENO

|_Investigador Responsable Laura Caicedo Gutiérrez de Pifieres
Lugar en que se realizard el estudio | Caldas (Antioquia) y Manizales (Caidas)
Afiliacién Institucional del| Estudiante de posgrado.

Contacto Universidad de Caldas Calle 65 No 26 - 10 / Tel +57 6 8781500,
Correo: lacaicedod3@misena.edu.co Tel 3105775273

Como propletario, ha sido invitado a participar en un trabajo investigativo a través de sus animales en un estudio de
investigacién. Una vez que haya comprendido el estudio y si usted desea participar, entonces se le soficitara que
firme esta forma de consentimiento, del cual recibira una copia firmada y fechada.

Los veterinarios que asisten caballos, mulas y burros en el mundo estén interesados en encontrar los medicamentos
mas efectivos y seguros, pero actualmente la farmacologia en equinos se enfrenta a la falta de estudios especificos
de cada especie del género, que presentan variaciones fisiolégicas. Y no hay forma de saber si los tratamientos que
funcionan con otros equinos resultaran igual en los equinos criolios de Colombia, donde luego de 400 afics de
evolucion, se desconoce sl existe algun grado de variabilidad genética que sea importante conocer para la aplicacion
técnica veterinaria,

La Investigacion busca la caracterizacion un gen que se sabe, es en parte responsabile del metabolismo de farmacos
en caballos del mundo; pero no se sabe si en los caballos criollos de Colombia dichos genes difieren en cuanto al
nivel de expresion de enzimas individuales y su especificidad de sustrato, a causa de las caracteristicas de crianza,
seleccion y manejo a 1as que han sido sometidos los equinos durante muchos afios.

OBJETIVO DEL ESTUDIO: A usted se le esta invitando a participar en un estudio de investigacion que tiene como
objetivo evaluar el gen del CITOCROMO CYP3A89 EN EQUINOS CRIOLLOS COLOMBIANOS DEL SUROESTE
ANTIOQUERO.

Participarén 10 caballares de entre 3 y 12 afios, sanos, procedentes del Suroeste antioquefio.

PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO: Se tomar# una muestra de sangre de la vena yugular, se obtendra ADN a partir
de la muestra de sangre y finalmente, se buscard el gen de interés.

BENEFICIOS DEL ESTUDIO: Los resultados del proyecto podrian mejorar la asistencia técnica veterinaria
impactando econémica y productivamenie & la actividad agropecuaria en la crianza de equinos .No habrd
compensacidn de ning(n tipo por permitir que sus animales participen del estudio, de igual manera la participacién no
tiene costo.

Como parte de los riesgos de la participacion es que puede haber una leve inflamacion en la zona de extraccion de la
sangre.

Se requiere una sola visita, el procedimiento con cada animal tiene una duracion de aproximadamente 10 minutos
para la para la toma de la muestra de sangre y la recoleccion de la informacion de cada animal,

CONFIDENCIALIDAD Y ALMACENAMIENTO INFORMACION: Los datos proporcionados se usardn para realizar
una publicacion académica y seran manejados confidencialments.

VOLUNTARIEDAD: Su participacion es en este esludio es tolalments voluntaria. Usted puede decidir parlicipar o no

en este proyecto, su decision de participar 0 no en este proyacto no afectard la atencién que puede seguir recibiendo
usted o sus animales.
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investigador s ha manera

4 W o ol
Firma del 2 Fecha ”

madﬁoueu“pudwpwm):

He explicado al Sr(a). naluraleza y los propésitos de Ia investigacion; le he explicado
acerca de los riesgos y beneficios que implica parlicipacion. He contestado a las preguntas en la medida de lo
normatividad

domiuymuwmdbnmlnrdmmm.
K b | oL l]oll

REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO
mhmmmmmmhmm

Nombre del propietario Fecha
Firma — Documento de Identificacién
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Universidad de Caldas — Facultad de Ciencias para la Salud
MAESTRIA EN CIENCIAS BIOMEDICAS

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE INVESTIGACION CIENTIFICA

Titulo del Estudio FARMACOGENETICA APLICADA AL ANALISIS DEL
CITOCROMO CYP3A89 EN EQUINOS CRIOLLOS
COLOMBIANOS DEL SUROESTE ANTIOQUENO

Investigador Responsable = | Laura Calcedo Gutiérrez de Pifieres
Lugar en que se realizara el estudio Caldas (Antioquia) y Manizales (Caldas)
Estudiante de posgrado.

Afiliacion Institucional del
| investigador
Contacto

Universidad de Caldas Calle 65 No 26 - 10 / Tel +57 6 8781500,
Correo: lacaicedod3@misena.edu.co Tel 3105775273

Como propietario, ha sido invitado a participar en un trabajo investigativo a través de sus animales en un estudio de
investigacidn. Una vez que haya comprendido el estudio y si usted desea participar, entonces se le soficitara que
firme esta forma de consentimiento, del cual recibira una copia firmada y fechada.

Los veterinarios que asisten caballos, mulas y burros en el mundo estén interesados en encontrar los medicamentos
mas efectivos y seguros, pero actualmerite la farmacologia en equinos se enfrenta a la falta de estudios especificos
de cada especie del género, que presentan variaciones fisiolégicas. Y no hay forma de saber si los tratamientos que
funcionan con otros equinos resultaran igual en los equinos criollos de Colombia, donde luego de 400 afics de
evolucion, se desconoce sl existe algin grado de variabilidad genética que sea importante conocer para la aplicacion
técnica veterinaria,

La Investigacion busca la caracterizacion un gen que se sabe, es en parte responsabile del metabolismo de farmacos
en caballos del mundo; pero no se sabe si en los caballos criollos de Colombia dichos genes difieren en cuanto al
nivel de expresién de enzimas individuales y su especificidad de sustrato, a causa de las caracteristicas de crianza,
seleccion y manejo a las que han sido sometidos los equinos durante muchos afios.

OBJETIVO DEL ESTUDIO: A usted se le est invitando a participar en un estudio de investigacién que tiene como

objetivo evaluar el gen del CITOCROMO CYP3A89 EN EQUINOS CRIOLLOS COLOMBIANOS DEL SUROESTE
ANTIOQUERO.

Participarén 10 caballares de entre 3 y 12 afios, sanos, procedentes del Suroeste antioguefio.

PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO: Se tomaré una muestra de sangre de la vena yugutar, se obtendra ADN a partir
de la muestra de sangre y finalmente, se buscard el gen de interés.

BENEFICIOS DEL ESTUDIO: Los resultados del proyecto podrian mejorar la asistencia técnica veterinaria
impactando econdémica y productivamenie a la actividad agropecuaria en la crianza de equinos .No habrd
compensacion de ning(n tipo por permitir que sus animales participen del estudio, de igual manera la participacién no
tiene costo.

Como parte de los riesgos de la participacion es que puede haber una leve inflamacion en la zona de extraccion de la
sangre.

Se requiere una sola visita, el procedimiento con cada animal tiene una duracion de aproximadamente 10 minutos
para la para la toma de la muestra de sangre y la recoleccion de la informacion de cada animal,

CONFIDENCIALIDAD Y ALMACENAMIENTO INFORMACION: Los datos proporcionados se usaran para realizar
una publicacion académica y seran manejados confidencialments.

VOLUNTARIEDAD: Su participacion es en este esludio es tolalments voluntaria. Usted puede decidir parlicipar o no
en este proyecto, su decision de participar 0 no en este proyecto no afectard la atencién que puede seguir recibiendo
usted o sus animales.
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DERECHOS DE LOS PARTICIPANTES: He lefdo, comprendido y discutido la informacién anterior con el
hmﬂgmmmmklmynﬁmﬁhshaﬁsﬁémsmnmd%demmmaMiparticipadon
enesteeshsdbesvoimiwia,podrémnuneiarapanicipwenwahuiernmam.ﬂesimimmdoyenﬁendoque
losdatosobtenhosenelesmdiopuedensermbﬁcadosodiﬁmdidosoonﬁnesdenﬂﬁoosyloedueaﬁvos.Acepto
parﬁciparen&steasmdiodeirwesﬂgadén.Recaﬁréunaoopiaﬁﬂnadayfedradadeesteoonssnﬁmiento.

Firma del propietario % Fecha

Esta parte debe ser completada por el Investigador (o su representante):

He explicado al Sr(a). GAA\A AN fa naturaleza y los propésitos de la investigacion; le he explicado
acsrwdelosﬂesgosybenewosquehnpﬁeesuparﬁdpadén. He contestado a las preguntas en la medida de lo
posible y he preguntado si tiene alguna duda. Acepto que he leido y conozco la normatividad correspondiente para
realizar investigacién con animales y me apego a ella.

Una concluida i preguntas y respuestas, se procedio a firmar el presente documento.
A 14 1L -0 - 1\)11
Firma vestigador / Fecha

REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO
Con la presente, retiro mi consentimiento para participar la investigacion indicada.

Nombre del propietario Fecha
Firma — Documento de Identificacion
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Anexo 3

Condiciones de la reaccion de la PCR.
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Reactivo Volumen
10X PCR Buffer 2.5 ul
MgClz (25mM) 3.0 ul
dNTPs (2.5mM cada uno) 0.6 ul
Cebador Forward (10 pmol) 1.5l
Cebador reverse (10pmol) 1.5l
Tagpol (5 U/ul) 0.2 ul
DNA (100 ng) 3.0 ul
H.O Hasta 30 pll
Volumen final 30 ul

Fuente: Elaboracién propia.
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