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Resumen

Introduccién. El cancer colorrectal es una carga para la salud puablica en Colombia y el mundo. Estudios de
asociacion genética han identificado regiones cromosémicas asociadas a esta enfermedad, mostrando riesgo va-
riable entre poblaciones, debido a la historia demogréafica y la ancestria genética. Objetivo. Estudiar €l riesgo que
aportan 20 marcadores al cancer colorrectal en Colombia, empleando 955 casos y 972 controles del consorcio
CHIBCHA, analizando conjuntamente el efecto de la ancestria genética global y local. Metodologia. Las mues-
tras se genotipificaron usando microarreglos Axyom Affymetrix LAT y CUSTOME, para obtener los genotipos
gendmicos globales, incluyendo 20 SNPs de riesgo. Los andlisis estadisticos se realizaron en PLINK (asociacio-
nes), ADMIXTURE (ancestria global), Elai (ancestria local) y R (modelos logisticos). Resultados. Once regio-
nes cromosomicas resultaron asociadas presentando ORs entre 1.14 y 1.41 (p<0.05): 18qg21.1, 19913.11, 10p14,
14q.2.2, 20p12.3, 8g23.3, 6p21.2, 15013.3 y 8g24.21. Una mayor ancestria europea se asocié con el riesgo a
nivel global (OR=3.016, IC 95%:1.162-7.894, p=0.00325), y a nivel cromosémico local se detectaron las regio-

nes 6023.2 (OR,, , ,,=1.378, 1C95%: 1.202-1.580, P, ., =4.2e-6) y 4p13 (OR, ,,=1.301, 1C95%:1.137-1.489;
PQUSMO:O.OOOB). Conclusiones. La ancestria podria considerarse un factor en la explicacion de la susceptibilidad

en Colombia, indicando que la mezcla genética de origen amerindio y europeo, influye en la estructura poblacio-
nal y explicaria las diferencias en la incidencia del CCR entre poblaciones latinas y europeas.

Palabras clave: Asociacion genética, poblacion, haplotipo, ancestria genética, susceptibilidad genética.
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Abstract

Introduction: Colorectal cancer isa public health burden in the world and Colombia. Recent genome wide asso-
ciation studies have identified chromosomal regions associated with the disease, depicting variable risk between
populations, owing to the demographic history and genetic ancestry. Objective: We aimed to study the col orectal
cancer risk in Colombia provided for 20 genetic markers, by using 955 cases and 972 controls from the CHIB-
CHA consortium, in the context of global and local genetic ancestry. M ethodology: The samples were genotyped
using Axyom Affymetrix LAT and CUSTOME array in order to obtain the global genome genctypes including
20 risk SNPs. Statistical analysis was performed in PLINK (associations), ADMIXTURE (global ancestry), Elai
(local ancestry) and R language (logistic models). Results: Eleven chromosomal regions were associated with
ORs ranging between 1.14-1.41 (p<0.05): 18921.1, 19913.11, 10p14, 14q.2.2, 20p12.3, 8g23.3, 6p21.2, 15013.3
y 80g24.21. On average, a higher global European ancestry was associated with colorectal cancer risk (OR=3.016,
IC 95%:1.162-7.894, p=0.00325). At the local chromosomal level two regions presented a significant increment
of European ancestry 6023.2 (OR adjusted=1.378, CI95%: 1.202-1.580, p adjusted =4.2e-6) and 4p13 (OR ad-
justed =1.301, CI195%:1.137-1.489; p adjusted =0.00013). Conclusions: Genetic ancestry can be considered as a
relevant factor for the colorectal cancer susceptibility in Colombia. Both Native American and European ancestry
are accounting for the most part of population structure in the sample we studied, which could explain the diffe-

rences for the colorectal cancer incidence between Latin American and European populations.

K eywor ds. genetic association study, SNPs, population, haplotype, genetic ancestry, genetic susceptibility.

Introduccion:

El cancer colorrectal (CCR) es una de las malignidades
gue se presentan con mayor frecuenciaen el mundo; en
términos del nimero de casos nuevos diagnosticados al
afio (1.6 millones para el 2013), y, en el efecto que tiene
lacarga de dicho padecimiento en lasociedad, estimado
como el nimero de afios de vida ajustados por la en-
fermedad (1-3). No obstante el avance en metodologias
para diagnostico, tamizaje (4, 5), manejo operatorio y
oncolégico (6), el CCR esta generando alrededor de
771.000 muertes al afio (en 2013), representando cerca
de la mitad de todas las muertes causadas por cancer
gastrointestinal, siendo la probabilidad de desarrollarlo
maés alta en hombres que en mujeres (1:21 para hom-
bres, 1:43 para mujeres) (7). A nivel mundial, el cancer
de colony recto ocupa €l tercer lugar en incidenciay el
cuarto en mortalidad; particularmente, en € caso de los
paises desarrollados, es el segundo en ambos pardme-
tros, mientras que en las naciones en via de desarrollo
ocupa el cuarto (8). La situacion en Colombia refleja
en parte el panorama global de las transiciones socio-
demograficas en América Latina (9, 10), siguiendo un
incremento gradual entre 1985 y 2010 (11, 12), repre-
sentando la quinta causa de muerte por cancer en ambos
sexos. A lafecha, no se implementan planes de tamiza-
je, y la mortalidad es alta en areas urbanas colombianas
debido a aumento de laincidenciay a los cambios en
el estilo de vida en la poblacién colombiana (12, 13).
Las diferencias observadas entre distintas regiones con-
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tinentales pueden deberse a efecto conjunto de facto-
res ambientales -determinados en parte por el estilo de
vida y la historia demogréfica- y genéticos, que generan
patrones de gradientes geograficos en la incidencia (8).
Se estima que la contribucion genética, correspondiente
a la heredabilidad de la susceptibilidad al CCR, en los
casos con historiafamiliar, puede llegar a un 35% (Paul
Lichtenstein et al., 2000); que incluye aguellos loci con
un bajo impacto individual en dichaheredabilidad (14).
La mayoria de estas variantes han sido validadas y/o
replicadas en poblaciones caucasicas; pero con estudios
limitados en pobl aciones mestizas como la colombiana.
El impacto que las variantes conocidas pueda tener en
un trasfondo de mezcla genética, varia con la extension
del desequilibrio deligamiento -DL-, €l mestizagje, y las
recombinaciones meioticas que han generado mosaicos
cromosémicos y nuevos haplotipos (15). La ancestria
genética, entendida como la proporcion del genoma en
un individuo, que proviene de una o varias poblaciones
ancestrales, genera un DL que es importante para ma-
pear variantes asociadas a enfermedades que muestran
un riesgo diferencial debido a la ancestria genética, me-
diante el mapeo de la mezcla (16), mostrando aplicabi-
lidad en poblaciones Latinas (17). Empleando esta me-
todologia se han detectado loci de susceptibilidad para
diferentes rasgos en poblaciones hispanag/latinas, tales
como la presion arterial (18), el asma (19) y cancer de
seno (20).

Entre distintas poblaciones continentales existen varia-
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ciones en las frecuencias alélicas y en el desequilibrio
de ligamiento -DL-; lo cual puede incrementarse por la
mezcla genética, como la ocurrida en la Regién Andi-
na colombiana, objeto de estudio en este trabgjo, en las
gue se produjo un mestizgje entre nativos americanos
y europeos principalmente (21), producto del olege
migratorio durante el periodo de la colonia. La imple-
mentacién de las anteriores estrategias, ayudan a clari-
ficar la etiologia molecular del CCR y permiten generar
herramientas para impactar en la eficiencia del mane-
jo y prevencion del CCR en la poblacion colombiana
y asi mismo aportar al desarrollo de posibles paneles
de marcadores para el tamizagje. Por lo anterior, con €l
fin de analizar la ancestria genética y su relacion con el
riesgo adesarrollar CCR en Colombia, se estudiaron 20
regiones cromosomicas conocidas, sus variaciones ge-
nomicas, la estructura genética de la poblacién (inclu-
yendo las proporciones ancestrales), algunos factores
socioeconomicos Yy el efecto de la ancestria local, en un
total de 955 y 968 controles, captados en € marco del
proyecto «Genetic Sudy of Common Bowel Cancer in
Hispania and the Americas —-CHIBCHA-», en Colom-
bia, para lo cual se tipificaron 1.169.944 SNPs, en la
busqueda de ampliar el conocimiento de la genética del
sindrome. CHIBCHA es una iniciativa internacional,
apoyada en €l consorcio que lleva e mismo nombre y
del cual hacen parte distintos centros de investigacion
del Reino Unido, Espafia, Portugal, Brasil, México,
Uruguay y Colombia, financiado por la Comisién Eu-
ropea en e 7 marco (https://cordis.europa.eu/project/
rcn/91245/reporting/en).

Materiales y Métodos

Poblaciones y muestras. Las muestras de sangre se
recolectaron en el marco del proyecto: «Genetic Study
of Common Bowel Cancer in Hispania and the AMe-
ricas —CHIBCHA-» (http://www.well.ox.ac.uk/CHIB-
CHAV/) en los centros. Hospital Federico Lleras Acosta
(Ibagué), Instituto Nacional de Cancerologia (Bogo-
td D.C), Hospitales Pablo Tobdn Uribe y San Vicente
de Paul (Medellin), Hospital Universitario Fernando
Moncaleano Perdomo (Neiva) y Registro Poblacional
de Cancer de Pasto, entre otros. Se empled un total de
1923 participantes (955 casos de CCR y 968 controles),
incluyendo casos menores de 75 afios con diagnostico
de adenocarcinoma/adenoma de colon y recto; captados
entre 2005y 2013. L os controles cumplieron con los si-
guientes criterios de inclusion: Personas sin diagndstico
de céancer, en particular neoplasia colorrectal; sin his-
toria familiar de cancer hasta el segundo grado de con-
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sanguinidad y mayores de 55 afios. La documentacién
del proyecto fue aprobada por el comité de Bioética de
la Universidad del Tolimay de cada una de las institu-
ciones colaboradoras. El protocolo de investigacion se
cifi6 a los principios de la declaracion de Helsinki.

Genotipificacion y control de calidad. Se extrgjo €
ADN apartir delasmuestras de sangre decasosy contro-
les empleando el equipo automatizado MAXWELL-16
(Promega® Madison, Wisconsin, USA) y la cuantifi-
cacion se desarrollo empleando un equipo Nanodrop
ND-2000 (®Thermo Fischer Sicentific, Waltham, MA
USA). Se genatipificaron 1.169.207 de SNPs distribui-
dos en dos microarreglos diferentes (Custom-550434 y
LAT), usando la plataforma GenTitan Axyom Affyme-
trix (®Thermo Fischer Sicentific, Waltham, MA USA)
en la Universidad Santiago de Compostela. Los datos
genotipicos se sometieron a un control de calidad si-
guiendo protocolos reportados (22). Después de aplicar
los filtros, un total de 1.169.944 marcadores quedaron
para los analisis genémicos.

Andlisis estadistico y bioinformatico. Se desarrolla-
ron los andlisis de asociacion en 20 SNPs de riesgo
reportados previamente en otras poblaciones, y los es-
tudios genédmicos globales (ancestria global y cromosé-
micalocal).

Ancestria global. La ancestria genética se estimo
mediante ADMIXTURE V.2, usando 87.359 SNPs.
Se ejecutd el programa empezando con un k=2 hasta
k=5, con 100 réplicas, incorporando los casos y contro-
les e individuos de las poblaciones parentales: Africa
(YRI=108), Europa (CEU=99, GBR=104, 1BS=107)
y Nativos Americanos (Tlapanec=5, Quechua-Perua-
nos=24, Mexicanos-Nahua/Mixtec/Maya=34, Aymara-
Bolivia=25). Los resultados se andlizaron en R, bgo
estadisticos no paramétricos (U-Mann Whitney).

Anélisis de asociacidon en 20 SNPs de susceptibilidad.
Las asociaciones alélicas se realizaron en PLINK (23),
y empleando lenguaje de programacion en R (Version
3.2.1; http://www.r-project.org/) (24). Los modelos de
regresion logistica para la susceptibilidad al CCR tuvie-
ron en cuenta las proporciones ancestrales globales, €l
sexo, el estrato socioeconodmico, el nivel de educacion
y los componentes principales (PCs). Los PCs se calcu-
laron en mediante &l programa SmartPCA (25) y fueron
usados para corregir el efecto de la estructuracion po-
blacional.
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Ancestria local. Se calcul6 la ancestria local en los
22 autosomas usando ELAI (26). Las smulaciones se
desarrollaron empleando poblaciones de referencia de
Africa, Europa y nativos americanos, usando como pa-
rémetros el nimero de generaciones desde que ocurrid
la mezcla genética (y=20) y, el nimero de poblaciones
parentales a considerar (S=3). El anlisis de los resulta-
dos se realizd en lenguaje de R, mediante modelos de
regresion logistica para asociar la proporcion ancestral
por locus con € riesgo al CCR y mapear las regiones
cromosomicas significativas (p < 10E-5), usando las ba-
ses de datos (Genome Browser y ENSAMBL).

Resultados.

Estudios previos del grupo han definido las caracteristi-
cas demogréficas, clinicas y patoldgicas de la muestras
empleadas en & presente estudio (27).

Ancestria global en casos de CCR y en los controles.
En latabla 1 se presentan las proporciones ancestrales
en casos y controles de cada ciudad muestreada (tabla
1). Loscasosy los control es presentaron principal mente
ancestrias amerindia y europea, con variacién amplia en
cada ciudad. El componente africano fue alto (>10%)
en algunas poblaciones: Medellin y Cali. En general,

existe una mayor proporcién nativa americana en las
poblaciones de Pasto, Bogota y Neiva, mientras que es
baja en ciudades del eje cafetero y Medellin.

A nivel global, la ancestria amerindia fue significati-
vamente mayor en controles (X =0.39 £0.13) compa
rada con los casos (X =0.37+0.126) (U de Mann-whit-
ney, p=0.0001621). La proporcidén ancestral europea
también fue significativamente diferente (U Mann-
Whitney, p=0.0003423), siendo mayor en los casos
(X =0.550+0.13) que en los controles (x = 0.527 £0.13)
(Fig. 1). La ancestria africana fue del ~8% (d.s= 0.09)
en casos Yy controles, con diferencias significativas entre
los dos grupos comparados (p=0.00016). El componen-
te nativo y el europeo fueron los de mayor proporcion,
mientras que la africana fue baja, pues e 75% de los
individuos presentaron menos de un 10% de estaances-
tria en promedio.

A nivel de ciudad, las diferencias entre casos y contro-
les no son homogéneas, existen algunas donde las va-
riaciones son mas pronunciadas en unas que en otras;
pero en general, aquellos donde las ancestrias nativas
0 europeas fueron las mas altas, es donde existe signifi-
canciaen lasdiferencias de las medias.

Tabla 1. Proporciones de ancestria nativas americanas europeas y africanas en los casos y controles (mediad.s), de acuerdo

con la ciudad donde se captd la muestra.

Grupo Ciudad NAM EUR AFR
Bogota 0,431+0,116 0,515+0,104 0,054+0,073
Bucaramanga 0,405+0,071 0,561+0,074 0,034+0,028
Cali 0,391+0,162 0,421+0,166 0,188+0,233
Controles Ibagué 0,406+0,102 0,535+0,104 0,059+0,065
Medellin 0,296+0,108 0,601+0,137 0,103+0,087
Manizales 0,360+0,196 0,563+0,191 0,077+0,071
Neiva 0,435+0,111 0,518+0,107 0,046+0,023
Pasto 0,575+0,152 0,392+0,140 0,033+0,085
Bogota 0,423+0,094 0,525+0,093 0,052+0,075
Bucaramanga 0,371+0,110 0,583+0,117 0,046+0,072
Casos Cali 0,383+0,126 0,436+0,144 0,181+0,208
Ibagué 0,402+0,106 0,537+0,108 0,061+0,069
Medellin 0,263+0,097 0,635+0,141 0,102+0,089
Manizales 0,288+0,159 0,667+0,190 0,045+0,055
Neiva 0,411+0,114 0,533+0,118 0,055+0,036
Pasto 0,481+0,130 0,481+0,121 0,038+0,043

Ancestrias: NAM, nativas americanas; EUR europeas y (AFR africanas.

Relacion entre la ancestria genética global y el riesgo al CCR. Se aplicé un modelo de regresion logistica para
la asociacién entre las ancestrias europea/nativa y el CCR.
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Figura 1. Proporciones de ancestria europea (a), y nativa
americana (b) en casos de CCR y en controles. Se observan
los cuartiles, el rango intercuartilico, la media (rombo blan-
co) y los puntos negros correspondientes a los individuos.
Fuente: El autor.

Se definié como variable dependiente el fenotipo -con
o sin la enfermedad (CCR)- y como variable indepen-
diente una de las ancestrias a la vez, dada la correlacion
entreNAM y EUR (r2= -0.764, |C95% = -0.782-0.744,
p<2.2e-1%). Adicionalmente se verific la presencia de
autocorrelacion a traves del factor de inflacion de la va-
rianza (variance inflation factor -VIF-).

En los modelos de regresion logistica para cada ances-
tria:

P(fenotipojancestria) = 1 [/ (1+
) ), resultaron significativos los coeficientes para

e—([30+[31*ancestr|’a+£i
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EUR (B,=1.45+0.3985, p = 0.000267) y NAM
(B,=-1.5053+0.39, p = 0.000114). Adicionalmente, por
cada unidad de incremento en EUR, €l riesgo (OR) de
padecer CCR se incremento en 4.274 (1C95%=1.966-
9.388), mientras que para NAM se observé un OR
de 0.222 (1C 95%= 0.103 -0.475). El modelo con las
ancestrias fue significativamente diferente del nulo
(H, B=0, solo e intersecto) (test de Wald,
PEUR=0.00027, PNAM=0.00011). Al adicionar gra-
dualmente las covariables: sexo, origen geogréfico, es-
trato socioeconémico y nivel educativo (Tabla 2), se ob-
servo significancia en los cinco modelos (m1=0.00027,
m2=2e-04, m3=2.5e-05, m4=0.00016, m5=0.002).

La adicion de todas las covariables en el modelo 5 pre-
sentd la mejor bondad de ajuste (p = 6,48E-04), mos-
trado en el valor de verosimilitud méas bajo entre los
modelos (LogLik = -1003.1), y el OR fue significati-
vo (OR=4.244, 1C95% = 1.701-10.68). El analisis de
la ancestria NAM, fue similar, observandose un incre-
mento en la bondad de gjuste a medida que se adicio-
naron covariables (LogLik _ = -1030.1 v.s LogLik
b= "999.15) (datos no mostrados). En e modelo
completo, la ancestria NAM se encontré asociada con

el CCR (OR = 0.113, 1C95%: 0.039-0.316).

Tabla 2: Regresiones logisticas en cinco modelos anidados para el fenotipo (casos/control).

Modelo Variable Coeficiente  Error estdndar z Pr(>|z|)
ml.fenotipo~EUR (Intercepto) -0,6893018 0,2235106 -3,083978 0,002042525
LogLik:-1030.9 EUR 1,4526075 0,3984763 3,645405 0,000266971
m2. fenotipo ~EUR+GE (Intercepto) -0,5739953 0,2293603 -2,502592 0,01232875
LogLik:-1028.4 EUR 1,4873788 0,39934 3,724592 0,000195631

GE(Mujeres) -0,2356554 0,1052472 -2,239067 0,025151589

m3.fenotipo~EUR+GE+DEP (Intercepto) -0,916488 0,2874985 -3,18780081 0,001433593
LogLik:-1021.4 EUR 1,85985268 0,4415393 4,21220223 2,52893E-05
md4.fenotipo~EUR+GE+DEP+EST (Intercepto) -0,73642801 0,293229 -2,51144366 0,012023848
LogLik:-1015.6 EUR 1,73939282 0,4600407 3,78095451 0,000156228
GE(Mujeres) -0,22379373 0,106329 -2,10472992 0,035314824

Estrato_medio -0,26040313 0,1141608 -2,28102127 0,022547188

Estrato_alto 0,45272667 0,2594072 1,74523583 0,080943827
mb5.fenotipo~EUR+GE+DEP+EST+EDU (Intercepto) -0,64006873 0,2959652 -2,16264865 0.03056821
LogLik:-1003.1 EUR 1,44539835 0,4682979 3,08649304 0.002025327
GE(Mujeres) -0,15855907 0,1084598 -1,4619161 0.1437642

Estrato_medio  -0,46057403 0,1223729 -3,76369291  0.0001674225
Estrato_alto 0,01756536 0,2766457 0,06349408 0.9493731

Educacion_medio  0,36341426 0,1255301 2,89503635 0.003791146

Educacion_alto 0,90141173 0,1905402 4,73082175  0.000002236128
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El modelo basal (m1) fue ajustado por las covariables: sexo, origen geogréafico, estrato socioeconémico y nivel
educativo. El origen geografico, correspondié al departamento/region de nacimiento. La tabla reporta el logaritmo
delaverosimilitud de cada modelo (LogLik) y el valor estimado del coeficiente (beta).

Se analizaron rangos de la ancestria europea mediante una regresion logistica, ajustando para las cuatro covaria-
bles ya mencionadas, y tomando como nivel basal para comparar, el rango de ancestria europea mas bajo (0-25%).
Los rangos mas significativos fueron entre 50-75% (P=0.049) y entre 75-100% (P=0.0407), a comparar con €
nivel basal; presentando ORs gjustados de 2.30 (1C95%=1.019-5.442) y de 2.64 (1C95%=1.057-6.863) respectiva-
mente. Para la ancestria NAM, el intérvalo significativo estuvo entre 50-75% (OR gjustado=0.591, 1C95%=0.376-
0.926, P=0.022), reflejando el efecto protector frente al incremento del riesgo. Tabla 3. Algunas de las covariables
resultaron significativas coémo, por ejemplo, el estrato socioecondémico y el nivel educativo, tanto como cuando se
analizé la ancestria como variable continua o categérica.

Tabla 3. Frecuencias alélicas y ORs en casos de CCR y controles para los 20 SNPs analizados.

Region SNP Aldlos AR FARCasos FAR Controles OR alélico 1C95% P p*
180921.1  rs4939827 TIC T 0.401 0.331 1.351 (1.184-1.541) 7.35E-06  0.000147
1991311 rs10411210 C/T C 0.864 0.826 134 (1.124-1.598) 0.001079  0.02158
10p14 rs10795668  G/A G 0.701 0.655 1.233 (2.077-1.412)  0.0024 0.04799
140222 rs4444235 CIT C 0.452 0.408 1.201 (1.056-1.364)  0.005061 0.1012
20p12.3 rs961253 AlC A 0.372 0.329 1.204 (1.054-1.375)  0.006159 0.1232
8g23.3  rs16892766 C/IA C 0.069 0.049 1419 (1.082-1.861) 0.01109 0.2218
8g24.21 rs10505477 A/G A 0.567 0.528 1.167 (1.028-1.325)  0.01709 0.3419
8024.21  rs7014346 AIG A 0.338 0.304 1.169 (2.021-1.339)  0.0236 0.472
15913.3  rs4779584 TIC T 0.287 0.255 1175 (1.019-1.355)  0.02636 0.5271
6p21.2 rs1321311 AlC A 0.235 0.207 1.183 (1.015-1.377)  0.03102 0.6203
8024.21  rs6983267 GIT G 0.575 0.542 1.144 (1.007-1.299)  0.03849 0.7698

AR: alelo de riesgo, FAR: frecuencia del alelo de riesgo, IC: intervalo de confianza, P: valor p crudo, P*: valor p ajustado.

Interacciones entre los SNPs conocidos y la ancestria. Once de los 20 marcadores se asociaron significativa-
mente con el riesgo al CCR en la poblacién colombiana (P<0.05), pero solo tres después del ajuste de Bonferro-
ni (rs4939827, P=0.000147; rs10411210, P=0.02158 y rs10795668, P=0.04799). Se analizé la relacién de los
20 SNPs en conjunto con la ancestria, mediante la implementacion del siguiente modelo de regresion logistica:
P(fenotipo|ancestria,SNP)= 1 / (1+ ePoprrancestria+fz"SNP+ei) ) - gdicionando las covariables sociodemograficas y los
PCs calculados a partir de 87.359 SNPs. En latabla 4 se muestran los resultados de las asociaciones con un SNP
de riesgo a la vez, se aprecian solo los resultados para las variables de interés.

Tabla 4. Variantes SNPs significativamente asociadas con el riesgo al CCR, mediante modelos de regresion logistica. Los
modelos incluyeron la adicion de la ancestria europea en cada caso.

CRO SNP AR TEST SE COEF OR 1C95% P

ADD 01747 2366 1512 (10742.129) 001798

8 (516892766  C
EUR 05806 3013 5752  (1843-17.95)  0,002585
o oosses G ADD 008085 2051 118  (1.007-1.383)  0,04026
s EUR 05822 3084 6023  (1.924-1885)  0,002042
ADD 007721 247 121 (1,041408) 001349

14 (4444235  C
EUR 0,587 2738 4988  (1L579-1576) 0,006186
ADD 007923 2817 125  (1,07-146)  0,00485

18 (4030827 T
EUR 05846 2786 5098  (1621-1603) 0,005332
ADD 01049 2078 1244  (1012-1527)  0,03768

19 rs10411210 C
EUR 05809 3033 5823  (L865-1818) 0,002424

CRO: cromosoma, ADD: modelo aditivo para cada SNP, EUR: ancestria europea, SE: error estandar, COEF: coeficiente en la
regresién, 1C95%: intervalo de confianza al 95%, P: valor p.
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Dado que la ancestria europea se encontro correlacionada con el PC2 (corr=-0.8261193, p <2.2e-16) y e PC4
(corr=-0.74, p<2.2e-16), fue necesario excluirlos de los model os; por otro lado, ambos PCs estuvieron correl acio-
nados entre si (corr=0.62, p-val < 2.2e-16). Finalmente se obtuvieron cinco marcadores significativamente aso-
ciados, y también la ancestria europea. Al incluir en un solo modelo a los 5 SNPs, las variables sociodemograficas
y los componentes principales 1 y 3, solo tres marcadores permanecieron significativos (rs16892766 p=0.03236,
rs444423 p=0.01570, rs4939827 p=0.03752), ademas de la ancestria europea (OR=4.374, IC95%=1.37-14.21, p=
0.01346).

Mapeo dela mezcla. Se calcul6 la ancestria por cada locus, evaluado a lo largo de todos los autosomas, y después
de realizar la asociacién entre casos y controles mediante modelos de regresion logistica (mapeo de la mezcla),
se encontraron dos regiones cromosdmicas con una ancestria europea significativamente mas alta en casos que en
controles asi: 4p13 entre 41.8 y 45 Mb (OR_ , =1.380, 1C95%=1.216-1.566; p_ ,=5.92e-07) y 6022.3 entre 24.1
y 30 Mb (OR, , =1.45, 1C95%=1.275-1.653; p_ ,=2.02e-8), lo cual se mantuvo después del ajuste por ancestria
global tanto en 6022.3 (OR, .= 1.378, 1C95%=1.202-1.580, P . ,.=4.2e-6), como para4p13 (OR, . ,=1.301,
1C95%=1.137-1.489; P justaco™ 0.00013) (Fig. 2). En la region del cromosoma 6 se encontraron varios genes en una
ventana de 500 Kb alrededor del SNP de mayor asociacion, tales como el LRRC16A (chr6:25279428 — 25620530),
entre otros. En cuanto la region 4p13, es posible visualizar varias caracteristicas en una ventana de 500 Kb, alre-
dedor del SNP con mayor asociacion, tales como el gen SHISA3 (Homologo de la proteina shisa 3); también se
encuentra ATP8A1L (Transportadora de fosfolipidos 8A1 con actividad ATPasa).

]
| JMTMIHMJ

9 10 11 12 13 15 17 19 21

~logolp)

Chromosome
Figura 2. Gréfico de Manhattan para el logaritmo negativo de la probabilidad cruda de asociacién entre la do-
sis de ancestria europea en cada locus autosomico evaluado, cuando se compararon casos de CCR y controles
colombianos. Se observan los picos principales detectados mediante €l mapeo de la mezcla, localizados en el
cromosoma cuatro y el seis.

Discusion.

Las caracteristicas genéticas de la poblacién colombiana actual, fueron definidas por la diversidad y densidad de
las poblaciones indigenas en periodos precolombinos y los patrones de mestizaje ocurridos entre dichas poblacio-
nes originales con europeos y africanos. La variacion en la ancestria genética observada, originada por la historia
demogréfica de la region andina colombiana, puede emplearse para explicar la susceptibilidad a enfermedades
como el CCR. Por giemplo, laataincidenciadel CCR en europeos (68-44/100.000) comparada con poblaciones
nativas (34/100.000), sugiere que en las poblaciones mestizas como latinos, dicha enfermedad al ser de caracter
complejo, se presente en tasas intermedias (28), lo cual asi sucede (58-50/100.000) (29); por lo tanto la variacion
genética en relacion a la contribucion del riesgo, pudo haber cambiado de frecuencias por procesos estocasticos de
deriva durante colonia, especialmente debido al mestizaje.
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En el presente estudio se observd mayor proporcion
del componente ancestral europeo en 10s casos gque en
controles, y viceversa para la proporcion NAM. Ambas
ancestrias fueron altamente significativas en los mode-
los logisticos analizados, indicando que son variables
criticas en la prediccion del CCR en poblaciones mes-
tizas colombianas. Adicionalmente, se encontrd que
presentar una ancestria mayor al 50%, esta asociada
con €l riesgo parael CCR. Lo anterior indica que uno o
varios alelos con altas frecuencias en la poblacién eu-
ropea, y presentes en la poblacién andina colombiana,
pueden incrementar €l riesgo al CCR en lamisma. Aun-
gue dicha asociacion también podria deberse a factores
medioambientales comunes en la region, no evaluados.
En este sentido, es probable que estén presentes interac-
ciones gen-medio ambiente, con la capacidad de expli-
car las diferencias observadas.

Aungue en este trabagjo € riesgo a desarrollar CCR
también estuvo asociado a variables como el nivel edu-
cativo y el socioecondmico, dado que los casos fueron
recolectados en instituciones publicas de salud, existe
un sesgo ya que las personas con capacidad econdémica
mayor frecuentemente recurren a centros privados, en
lugar de usar el régimen subsidiado (30). En consecuen-
cia, es necesario controlar la presencia de estratificacion
poblacional como posible variable de confusion en los
estudios de asociacion en Colombia.

El papel de la ancestria nativa americana en el riesgo a
CCR, sugiere gue los Nativos americanos podrian tener
una menor probabilidad de padecer la enfermedad. No
obstante, |os estudios o reportes sobre la incidencia en
poblaciones indigenas son limitados. En algunas pobla-
ciones indigenas latinoamericanas el cancer de cérvix,
estbmago, prostata y vesicula biliar (31) son los mas
frecuentes. Con relacién al CCR, se ha reportado una
menor incidencia en nativos de Alaska entre los afios
1999-2013 (32), y en general Norteamérica existen ba-
jastasas de incidenciay mortalidad por CCR (33).
Para Colombia, €l Ministerio de Seguridad Social en
2016 (34), encontro6 que el cancer gastrico es el de ma-
yor representacion en indigenas. Estudios indican que
en las mujeres de la Amazonia existe un alto riesgo para
el cancer de cérvix, mientras que en los hombres del
cauca lo es para el cancer gastrico, en ambos casos, la
densidad de poblacién indigena esta dentro de las méas
altas del pais (31).

Con respecto a riesgo que aportaron los 20 SNPsy su
relacién con la ancestria, estos datos proporcionan un
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soporte para las causas genéticas comunes en la suscep-
tibilidad del CCR, cuando se comparan distintas pobla-
ciones como la colombiana y la europea. La asociacion
de la ancestria europea global continué aportando al
riesgo en conjunto con los SNPs. Dentro de las regiones
asociadas se han identificado las variantes funcionales
como en 18g21.1 caracterizada por la presencia del gen
SMAD7 (35), en 19q13.11 esta la proteina 2 de union
Rho GTPasa (RHPN2) (36), vinculada con la regula-
cién del citoesqueleto de actina y la motilidad celular,
y por tanto con el crecimiento celular maligno (37). En
cuanto a8qg23.3, hay secuencias reguladoras de latrans-
cripcidn, y transcritos predichos: EIF3H y C8orf53, que
influyen en la regulacion del crecimiento celular y la
viabilidad en digtintos tipos de carcinoma tales como
el de seno, préstata y hepatocelular (38). En el caso de
10p14, no hay genes predichos a una distancia de 0.4
Mb alrededor del SNP para esta region; es una variante
intergénica con los pseudogenes KRT8P37 (pseudoge-
ne 37 keratin 8) y KRT8P16 (pseudogene 16 keratin 8).
Existe también un cDNA correspondiente a un trans-
crito de secuencia ALU de 234 pb (39) asociado con
cancer gastrico, glandula mamaria (MUTYH, subfami-
lia AluYb8) (40) y el sindrome de Peutz Jaeguer entre
otras (STK11, subfamilia Aluy) (41).

El empleo del mapeo de la mezcla permitié asociar la
alta ancestria europea en los loci 6g22.3 y 4p13, que ex-
plican significativamente la susceptibilidad al CCR en
lamuestra. Este resultado es relevante paralacompren-
sion del impacto que tiene el mestizaje en la poblacion
colombianay lo importante que puede llegar a ser esta
metodologia en el hallazgo de genes de susceptibilidad
de enfermedades complejas como el CCR o € carcino-
ma de glandula mamaria, y por tanto para detectar re-
giones que expliquen parte de la heredabilidad perdida
de las mismas (20).

Algunas secuencias que hacen parte de 6g22.3 y 4p13
corresponden a pseudogenes, vinculados con distintos
tipos de cancer (42). Alrededor de 6g22.3 se observaron
varios genes, como el LRRC16A (Leucine-rich repeat-
containing protein 16A), localizado en 25.27 Mb, pro-
mueve la protrusion de los lamelipodios y la migracion
celular (43), asociado con € conteo de plaguetas (44).
Otro gen es el SCGN (secretogogina) a 25.65 Mb, que
produce una proteina de union a calcio, asociada con la
calbindina D-28K y la calretinina, vinculado con proli-
feracion celular y su sobreexpresion esta asociada con
la inhibicion de la apoptosis, una alta metastasis y qui-
mioresitencia (45) y expresion considerable en el tejido
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colonico (46). EI gen GMNN (Geminin) localizado a
24.77 Mb, es un inhibidor de la replicacién del DNA
gue previene la incorporacion del complejo MCM en el
complejo prereplicacion, por lo tanto es degradado du-
rante las fases mitéticas del ciclo celular (47), y asocia-
do con el CCR (48, 49). La region 4pl13 (41.8-45 Mb)
se localizan genes que han sido estudiados en el CCR,
por ejemplo, e SHISA3 en la posicion 42.39 Mb, un gen
supresor de tumores, importante en la atenuacion de las
vias de sefializacion FGF y WNT (50) y podria actuar
COmo un gen supresor de tumores acelerando la degra-
dacion de la B-catenina (51), un elemento crucial en la
via candnica WNT en el epitelio colénico, que regula
la proliferacién y diferenciacion de las células madres
y progenitoras (52). otro gen es € ATP8AL, localiza
do a 42.41 Mb, vinculado con € crecimiento y com-
portamiento invasivo en cancer de pulmoén (53), y esta
implicada en mecanismos activos durante la migracion
celular (54). Los genes anteriores, entre otros localiza-
dos en 60g22.3 y 4p13, pueden constituir las variantes
funcionales implicadas en € riesgo, pero se requieren
estudios fisioldgicos celulares para aclarar el rol biolo-
gico en el CCRy su aporte ala heredabilidad.

Conclusiones.

La comprension de la historia natural del CCR en Co-
lombia puede incrementar S se cuenta con datos com-
plementarios de poblaciones indigenas, para tener un
conocimiento amplio de su genética. Aunque algunas
regiones identificadas en poblaciones europeas fueron
replicadas en el presentetrabgjo, y otras nuevas (6022.3
y 4p13), el papel de la ancestria nativa no es concluyen-
te, a pesar de su relacién opuesta con el incremento del
riesgo al CCR. El significado bioldgico de las regiones
gue resultaron asociadas bajo las diferentes metodolo-
gias (replicacion de las regiones conocidas y mapeo de
la mezcla) revela un trasfondo genético-molecular co-
mun, en lo que hace referencia al desarrollo y patogéne-
sis del carcinoma colorrectal en las poblaciones huma-
nas. Este trasfondo se concreta en vias de sefializacion
celular, previamente identificadas en estudios en euro-
peos y asiaticos como: Wnt, TGFB, EGFR, FGF, las
cuales regulan procesos homeostaticos del crecimiento,
diferenciacién y la migracion celular y hacen parte de
unared, no muy conocida, en la quefaltatener en cuen-
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ta a las secuencias intergénicas reguladoras, que pueden
estar siendo no s6lo afectadas por mutaciones hereda-
bles, sino también reguladas por procesos epigenéticos
0 a traves de la interaccion con factores ambientales.
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