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Resumen

La enfermedad pulmonar obstructiva cronica se encuentra como la cuarta causa de
mortalidad global. A pesar de que se han identificado determinantes de salud y
factores de riesgo ambientales para su desarrollo, los factores bioldgicos implicados
en la etiologia no son del todo claros. Los factores genéticos presentan un papel
importante en las enfermedades comunes y complejas como la EPOC, sin embargo,
se ha reportado que la distribucion de estos factores son particulares en las distintas
poblaciones humanas. Estrategias novedosas, como estudios de asociacion de
genoma completo han tenido la capacidad de identificar factores genéticos de riesgo
en regiones en el genoma no contempladas previamente, sin embargo, han sido
realizados mayoritariamente en poblaciones de componente ancestral europeo,
africano y asiatico. El objetivo de este estudio fue identificar variantes genéticas de
contribucion ancestral amerindia asociadas con EPOC secundaria a tabaquismo en
pacientes mexicanos mestizos. Se realizé un estudio de asociacion de genoma
completo mediante el microarreglo Infinium® Multi-Ethnic AMR/AFR BeadChip, en
el cual se incluyeron 575 participantes en total, 221 fumadores con EPOC y 344
fumadores sin EPOC, de los cuales se pudieron evaluar 738,822 SNP. Se
determinaron las proporciones de los componentes ancestrales de los individuos,
en los cuales se muestra que los controles tienen una mediana de 50.3% (36.9-
62.3) de componente amerindio y los casos 46.6% (35-58.3). Posteriormente,
mediante un andlisis de regresion logistica multinomial en un modelo sin ajustar,
ajustado por variables de controles y estratificando por sexo y estatus de
tabaquismo se obtuvo significancia sugestiva de genoma completo (p <10x®) en un
total de 23 SNPs asociados, de las cuales 17 sugieren cierta plausibilidad biol6gica
con la EPOC y 2 se asocian al componente amerindio. Empleando la estrategia de
analisis de genoma completo, se identificaron variantes genéticas asociadas a
EPOC en fumadores mexicanos mestizos, que sugieren plausibilidad biolégica en
la enfermedad. Los resultados obtenidos estan sujetos a validacion poblacional,

para confirmar o descartar factores genéticos de riesgo en la EPOC.



1 Introduccion

La enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) se encuentra en los primeros
lugares de mortalidad en el mundo, situacibn que ha dado importancia para
intervenir en la prevencion y tratamiento mediante la comprension de su compleja
etiologia. A pesar de que se han identificado determinantes de salud y factores de
riesgo ambientales para su desarrollo, los factores biolégicos implicados en la
etiologia no son del todo claros. Los factores genéticos presentan un papel
importante en las enfermedades comunes y complejas como la EPOC, sin embargo,
se ha reportado que la distribucién de estos factores son particulares en las distintas

poblaciones humanas.

Evidencias en otros paises, como el fendmeno de la Paradoja Hispana en EE. UU.,
nos demuestra que existen diferencias en salud entre distintos grupos raciales. En
este sentido, destacan las enfermedades respiratorias cronicas de vias inferiores,
como la EPOC, la cual tiene una prevalencia menor en México en comparacion con
otras poblaciones del mundo, inclusive que otros paises de Latinoamérica, lo cual
podrian ser, entre otros factores, reflejo de la mayor proporciéon del componente

ancestral amerindio en esta poblacién mestiza.

Estrategias novedosas, como estudios de asociacion de genoma completo (GWAS)
han tenido la capacidad de identificar factores genéticos de riesgo en regiones en
el genoma no contempladas previamente, sin embargo, han sido realizados
mayoritariamente en poblaciones de componente ancestral europeo, africano y
asiatico. A pesar de existir algunos reportes en poblaciones hispanas, las cuales
son muy heterogéneas, hasta ahora, no existe un GWAS exclusivo en sujetos

mexicanos con EPOC que haga énfasis en el componente amerindio.



1.1 EPOC

La EPOC es definida como una enfermedad no transmisible, comun, prevenible y
tratable, caracterizada por una limitacion persistente al flujo de aire debido a la
mezcla de enfermedad de vias aéreas (bronquitis cronica) y/o destruccion del
parénquima (enfisema), causado por la exposicion cronica a gases y/o particulas
nocivas en las vias aéreas y pulmones. ! En 1977 se describi6 la historia natural de
la enfermedad (conocida en ese entonces como enfisema) en sujetos fumadores
mayores de 40 afios, los cuales presentaban alteraciones pulmonares, y sintomas

respiratorios. 2

La Estrategia Global para el Diagndstico, Manejo y Prevencion de la EPOC (GOLD,
por sus siglas en inglés) es el organismo internacional encargado de colectar y
presentar evidencia actual confiable respecto a la evaluacién, diagnéstico y
tratamiento de la EPOC. ! Segun la GOLD, para una sospecha de EPOC, se deben
tomar en cuenta distintos factores en el individuo, entre estos estan ser mayor de
40 afios; presentar sintomas respiratorios que incluyen disnea, tos recurrente y
produccién de esputo; asi como exposicion cronica a gases y/o particulas nocivas.
Sin embargo, con la exploracién clinica no es suficiente, por lo cual existe la prueba

de espirometria para confirmar el diagnéstico de EPOC. *

La espirometria es una prueba no invasiva que mide la funcion pulmonar,
principalmente mediante dos variables: el volumen méaximo de aire exhalado de los
pulmones en una maniobra de esfuerzo maximo (capacidad vital forzada, CVF) y el
volumen maximo de aire exhalado en el primer segundo de la maniobra (volumen
espiratorio forzado al primer segundo, VEF1), asi como la relacion de estas variables
en el cociente VEF1/CVF. 3 Los parametros de las pruebas de funcién pulmonar
presentan variabilidad interindividual y dependen de las caracteristicas
antropomeétricas del paciente (sexo, edad, talla, peso y raza). Es por ello que se
utilizan valores de referencia para cada individuo, obtenidos de ecuaciones de
referencia especificos en cada poblacion, los cuales tienen que representar los

valores normales en individuos clinicamente sanos (particularmente a nivel



respiratorio) de acuerdo a las variables de sexo, edad, talla, peso y raza, obteniendo

valores predichos acordes para cada individuo. 46

La EPOC es una enfermedad progresiva si no es correctamente tratada, la cual
presenta una escala de severidad, clasificada segun GOLD en los estadios descritos
en el Cuadro 1.1.

Cuadro 1.1 Clasificacion de la severidad por limitacién al flujo de aire
en EPOC (basado en VEF; post-broncodilatador) por estadio GOLD.

Estadio : , .
GOLD Severidad Parametros de referencia
I Leve VEF; = 80% del valor predicho
Il Moderado | 50% < VEF: < 80% del valor predicho
i Grave 30% < VEF1 < 50% del valor predicho
v Muy grave | VEF: < 30% del valor predicho

El primer sistema afectado en la EPOC es el respiratorio, comprometiendo
principalmente la funcion pulmonar en VEF1 con una pérdida superior a 90 mL al
afio. ’® Sin embargo, a pesar de que la funcién pulmonar naturalmente disminuye a
partir de los 40 afios (aproximadamente 22-62 ml al afio en VEF1) %2, se ha descrito
que varia de acuerdo al componente racial, la cual podria explicarse por factores

genéticos, 1314 mas adelante abordados.

1.1.1 Epidemiologia de la EPOC

La EPOC se considera un gran problema de salud publica, debido a la alta
mortalidad que ocasiona, asi como los altos costos econdmicos que origina, todo
esto a pesar de ser una enfermedad altamente prevenible. Actualmente, se estima
como la cuarta causa de mortalidad global, **> sin embargo, se proyecta que se
coloque en el tercer puesto en 2020. ¢ La carga global causada por la enfermedad
es bastante discutida, ya que existen distintas metodologias utilizadas para su
abordaje y no se ha podido llegar a un consenso, sin embargo, recientemente se
han calculado estimaciones confiables con base en la informacion disponible de
1990 a 2015, en los cuales se reporta que ha habido un aumento en la mortalidad y

prevalencia del 11.8% y 44.2%, respectivamente. 1/



La EPOC es una enfermedad compleja y multifactorial, causada por una red

compleja de factores extrinsecos e intrinsecos que interaccionan en funcién del

tiempo. Estos factores, de acuerdo con Dahlgren y Whitehead 18, se pueden agrupar

en distintos niveles segun sea la contribucion al individuo, desde el contexto

individual hasta el global. Entre estas agrupaciones, denominadas determinantes

de la salud, se presentan diferencias o desbalances que concluyen en el desarrollo

de EPOC en el individuo. Los determinantes de la salud en la EPOC se resumen en
el Cuadro 1.2.

Cuadro 1.2 Determinantes de la salud en EPOC mediante modelo de Dahlgren-Whitehead.

Nivel Determinantes de la salud Determinantes de la salud en EPOC

1 Variacion biologica -Variantes genéticas
-EtniCidad 5,6,13,14,19-21
-Edad 9-12,22
-SEXO 22-25
-Desarrollo pulmonar gestacional 26:27
-Bajo peso al nacimiento 26

2 Factores individuales de estilo de vida -Tabaquismo activo 2?2
-Exposiciones a alérgenos en la infancia 2°
-Historial familiar con factores de riesgo ambientales 2328
-Hospitalizaciones en infancia 2930

3 Redes sociales y comunitarias -Realizacion de actividades adoptadas por un género,
determinadas por la cultura de una poblacion 23:29:31.32
-Nivel de educacién 2°
-Bajo nivel socioeconémico 3
-Falta de capacitacién médica en el diagnostico de EPOC 34
-Educaciéon farmacologica para el uso y adherencia de
tratamientos 3°

4 Condiciones laborales y de vivienda -Vivienda urbana-rural 2236
-Uso de combustion de biomasa 3%:32
-Exposiciones ocupaciones por agentes organicos
(molienda de harina o grano, procesamiento de algodén,
silvicultura), inorganicos (asbesto, aluminio, carb6n o roca
dura, construccion de tuneles, fundicién) y gases irritantes
(soldadura, quema, fabricacién de quimicos o plasticos,
transporte publico y quimicos de limpieza en seco) %

5 Condiciones politicas, sociales vy | -Pertenecer a un pais de mediano y bajos ingresos *°

econdémicas

-Politicas anti-tabaco (MPOWER 37, Convenio Marco para
el Control de Tabaco3)

-Estrategias para riesgos ambientales 3°

-Guias para la calidad del aire intramuros 4°
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Estos determinantes de la salud pueden ser clasificados en biolégicos y no
biolégicos. Los factores no bioldgicos, de naturaleza ajena al individuo, tienen una
relacion estrechamente directa en el estilo de vida del individuo, hasta otros con una
relacion mas indirecta, pero también con participacion individual como las relaciones
sociales entre individuos y poblaciones, condiciones laborales y de vivienda en el
entorno social, y por ultimo, esto inmerso en condiciones sociales, economicas y

politicas con influencia en la enfermedad del individuo.

El estilo de vida en el que el individuo se desarrolla es el contacto mas inmediato
para presentar factores de riesgo a desarrollar EPOC. Desde la infancia, el individuo
se encuentra vulnerable a exposiciones en el ambiente, cuya principal via de
entrada al organismo es por las vias respiratorias. Se ha reportado que las
exposiciones a alérgenos e infecciones en la infancia estan asociadas a

hospitalizaciones por enfermedades respiratorias crénicas en la adultez. 26:30

La OMS reporta que casi el 90% de las muertes por EPOC ocurren en paises de
medianos y bajos ingresos. ® Ademas, algunos fenémenos sociales, como la
equidad de género, han logrado emparejar condiciones socio-culturales entre
hombres y mujeres, lo que ha aumentado la incidencia de EPOC en mujeres por
factores de riesgo como tabaquismo y exposiciones ocupacionales, equiparandose
con la de los hombres, usualmente en paises de medianos y altos ingresos. 53¢ Por
el contrario, en paises en los cuales la equidad de género es baja (usualmente de
ingresos medianos y bajos), prevalece el uso de combustion de biomasa como
medio de energia doméstica, la cual ha demostrado ser factor de riesgo para EPOC,

con hallazgos predominantemente en mujeres con bajo nivel socioeconémico. 3132

Entre los factores de riesgo ambiental que influyen en el desarrollo y progresion de
la EPOC se encuentran principalmente tres clasificaciones de exposiciones por
particulas nocivas: exposiciones ocupacionales por particulas organicas y/o
minerales, combustién de biomasa y tabaquismo. ! El tabaquismo es el factor de
riesgo ambiental mas estudiado por los multiples dafios a la salud, debido a la
accion en el organismo de los mas de 5,000 componentes quimicos contenidos en

el cigarro. %3 La manifestacion de los primeros sintomas de la EPOC debido al
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tabaquismo suceden tras un proceso cronico de exposicion, sin embargo, al
ignorarse estos sintomas podrian empeorar, incluso promover la manifestacion de
otras enfermedades mas letales, como distintos tipos de cancer, principalmente de
pulmon, laringe, rifién, vejiga, estbmago, colon, cavidad oral, eséfago y leucemia. 44
A pesar de esto, se ha reportado que no todos los fumadores desarrollaran EPOC,
ya que aproximadamente solo el 13% de los sujetos fumadores llegan a desarrollar

la enfermedad. 24546

Las politicas de salud relacionadas en la EPOC presentan un panorama de
estrategias preventivas en los principales factores de riesgos ambientales, °
aunque algunas se enfocan especificamente en tabaquismo como la iniciativa
MPOWER 37 (por sus siglas en inglés) que cubre 6 ejes principales: monitorear el
uso del tabaco, proteger a la gente del humo del tabaco, ofrecer ayuda para dejar
de fumar, advertir de las consecuencias del tabaquismo, cumplir las prohibiciones
de su promocion y patrocinio comercial, y aumentar los impuestos del tabaco, asi
como otras politicas que resaltan la importancia de prevenir la contaminacion

intramuros en viviendas debido a combustién por productos de biomasa y/o fosiles.
40

Sin embargo, estos determinantes no bioldgicos por si solos no podrian provocar la
EPOC debido a su estructura inerte, por lo cual interaccionan entre si con factores
bioldgicos de naturaleza propia del individuo que incluyen edad, sexo, etnicidad y
genética estructural en funcion del tiempo. 4’ Primeramente, antes de ser un
organismo plenamente formado, el individuo esté sujeto a la formacion intrauterina,
condicionada por las exposiciones que la madre tenga en este periodo gestacional.
Se ha reportado que exposiciones ambientales como tabaquismo y combustion por
biomasa en la madre durante la gestacion, tiene efectos nocivos directamente en la
salud pulmonar del feto, los cuales se reflejan en una funcién pulmonar alterada en

la adultez. 4849

La EPOC es una enfermedad que usualmente se presenta a partir de los 40 afios,
con historial crénico de exposiciones mencionadas anteriormente. -2 Sin embargo,

pueden existir sujetos que la padezcan a edades mas tempranas, debido a la
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deficiencia genética de la proteina alfa 1 antitripsina (A1AT), incluso sin tener los
factores de riesgo ambientales. El sexo bioldgico, es un factor importante, ya que
se ha evidenciado que la EPOC secundaria a tabaquismo es mas frecuente en
hombres que mujeres, explicado por el patron de consumo. 4’ Sin embargo, se ha
reportado que el sexo femenino esta asociado a menor funcion pulmonar, inicio mas
temprano de sintomas y mayor severidad con menor exposicion al tabaquismo, en
comparacion con el sexo opuesto. ?° Esto puede ser explicado por la anatomia
pulmonar propia de las mujeres, reflejado en menor grosor y lumen de las vias

respiratorias. 24

Con base en lo anterior, se puede concluir que existe una red de interaccion
compleja entre determinantes de salud y factores de riesgo tanto ambientales como
biolégicos en el desarrollo de la EPOC. A pesar de ello se ha descrito que existen
otros factores desconocidos involucrados en su desarrollo y progresion, por lo que

se sugiere que el factor genético esta ampliamente relacionado. >°

1.1.1.1 Epidemiologia de la EPOC en México

Tomando en consideracion estos determinantes y factores de riesgo en el desarrollo
de la EPOC, resalta el caso de México, pais con particularidades en sus
determinantes no biolégicos y biolégicos propios de su poblacion, que han sido

escasamente evaluados.

México pertenece al grupo de paises de medianos ingresos, segun datos del Banco
Mundial, > méas del 90% de las muertes por EPOC ocurre en estos paises. 1° Sin
embargo, a pesar de que se ha reportado que en estos paises la incidencia de
EPOC aumente debido a las principales exposiciones ambientales (tabaquismo,
combustion de biomasa y exposiciones ocupacionales), en México no ocurre este

patron reciproco.

El proyecto PLATINO (Proyecto Latinoamericano de Investigacion en Obstruccion
Pulmonar) %2, un estudio con alta validez metodolégica, realizado en 5 ciudades de
Latinoamérica, ha colocado a la Ciudad de México con una prevalencia de 7.8%, 1°

siendo la mas baja de las ciudades de estudiadas (Montevideo, Sdo Paulo,
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Santiago, Caracas). Sin embargo, debido al limitado alcance que se presenta en los
estudios de prevalencia para establecer causalidad, PLATINO reporta algunas
variables que podrian sugerir nuevas hipoétesis de investigacion: Ademas de la baja
prevalencia de EPOC en Meéxico, PLATINO reporta que de los individuos
analizados, los mexicanos, presentan la menor proporciéon de fumadores (8%),
valores de funcién pulmonar mas elevados, asi como la menor proporciéon de
individuos por gravedad en grados GOLD. De acuerdo al grupo étnico
autoreportado, los mexicanos contienen la mayor proporcion de individuos mestizos
(52.5%) y amerindios (indigenas) (17.4%) en el estudio. °* En cambio, la poblacion
de Montevideo, Uruguay, presenta la mayor prevalencia de EPOC (19.7%), asi
como la mayor proporcién de fumadores (22%) y la mayor proporcién de individuos
por gravedad en grados GOLD. Interesantemente, es la poblacion con mayor
proporciéon de individuos autoreportados como europeos (89.6%). 1° Estos
resultados podrian sugerir que estas variables estan involucradas en el desarrollo
de la EPOC.

Segun otros reportes, con hallazgos en la misma direccion, la prevalencia nacional
de tabaquismo activo en México esta entre 16-18% en la poblacion entre 12 y 65
afnos, de los cuales el 6.4% son fumadores diarios, con un consumo de 7.5 cigarros
por dia. 535 De acuerdo a estas cifras con otras poblaciones, los mexicanos son
una poblacién con un patron de bajo consumo de tabaco, comparando con reportes
de poblaciones de origen Europeo ?° y latinoamericanas %21, lo cual pareceria ser
la explicacion para la baja prevalencia de EPOC, sin embargo, se ha demostrado
gue es poco probable que la intensidad de fumar solo explique la “proteccién” de los

hispanos contra la EPOC. >

1.2 Laparadoja hispana

En EE. UU., un pais con poblaciones biologica y socialmente distintas, interaccionan
en un mismo lugar geografico, se presenta un escenario Unico para evaluar
fendbmenos epidemioldgicos. La distribucion de las enfermedades es variable, y en
algunos casos es dependiente de factores poblacionales particulares, como la raza

0 etnia a la que pertenece la poblacion. Se ha reportado que la poblacion
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denominada “hispana” (personas hispano-hablantes, predominantemente
latinoamericanas que residen en EE. UU.) %, presenta menor mortalidad y mayor
esperanza de vida cuando se compara con el resto de las poblaciones (caucésica,
afroamericana y asiatica), a pesar de tener un nivel socioeconémico mas bajo y
menor acceso a servicios de salud °/, fenémeno denominado “paradoja hispana”. %8
A pesar de que revisiones sistematicas y meta-analisis lo han confirmado °, este
fenémeno no se ha logrado explicar en su totalidad, por lo cual se han planteado
algunas propuestas que tratan de aproximarse a su posible explicacion

epidemiolégica:

e Efecto del migrante saludable. Migrantes hispanos que logran entrar
(legalmente) a EE. UU., son mas saludables, ya que son mas joévenes y
fisicamente mas aptos. °

e Efecto de migracién de retorno (sesgo del salmén). Los migrantes hispanos
establecidos en EE. UU., regresan a su pais de origen después de obtener
el suficiente trabajo, jubilacion o enfermar; lo que hace que no sean
contabilizadas sus defunciones y se conviertan en “estadisticamente
inmortales”. 61

e Ventaja étnica del enclave (ventaja del barrio). Los hispanos habitan en un
enclave (vecindarios con altas proporciones de otros hispanos con
antecedentes culturales similares) con una alta estructura de soporte social,
la cual beneficia a la salud de sus habitantes. 62

e Errores sistematicos de informacion. Sesgos en la recopilacion de datos,
como la informacion sobre el origen étnico en los certificados de defuncion,

dando, aparentemente, una mejor salud en hispanos. 6364

Sin embargo, en enfermedades pulmonares crénicas de las vias inferiores, este
fenébmeno llega a un 50% menos comparado con poblacién general, " lo que
plantea que existen fendmenos biolégicos particulares de esta poblaciéon que

podrian esclarecer el fenbmeno.

Se ha argumentado que la baja prevalencia de EPOC en hispanos es debido al bajo

consumo de cigarros. Sin embargo, se ha demostrado que después de controlar
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estas variables la prevalencia de sintomas de obstruccién pulmonar contindan

siendo significativos. 6566

Por otro lado, se sabe que la poblacién hispana es el grupo étnico mayoritario en
EE. UU., comprendiendo mas de 57 millones de individuos (~17% de la poblacion
total) ¢’. Sin embargo, el término hispano es genérico, e incluye una mezcla de
poblaciones latinoamericanas con distinto origen y condiciones sociales, entre las
cuales se encuentran los mexicanos con una mayor proporcion (63.5%) que el resto
(puertorriquefios, 9.5%; cubanos, 3.9%; salvadorefios, 3.8%; dominicanos, 3.3%; y
guatemaltecos, 2.5%), %’ lo que podria estar sobrerrepresentado a la poblacién

mexicana en el resultado de la paradoja hispanica.

Sin embargo, la paradoja hispana es un hallazgo epidemioldgico, el cual cumple los
requisitos para ser una “caja negra”, % de la cual se han discutido explicaciones
biolégicas que en combinacién con sociales (descritas anteriormente), podrian
formular una via més integral de efecto del fenémeno. Por un lado, la alimentacion
ha sido motivo de discusion. Se ha propuesto que el alto consumo de leguminosas
(frijol, habas) y legumbres altas en fibra en la dieta de estas poblaciones, contienen
nutrientes asociados a una preservacion pulmonar a agresiones por el tabaquismo,
(como la inflamacién crénica), reflejadas en una mejor funcién pulmonar. %71 Por
otro lado, quizé el argumento mas valioso en esta tesis es la ancestria amerindia,
compartida entre las poblaciones hispanas, la cual tendrian un efecto directo en la
conformaciéon de la arquitectura pulmonar “protectora”. Se ha asociado con un
mayor componente amerindio con menor probabilidad de padecer EPOC, menor
decline la funcién pulmonar, asi como mayores valores de VEF1y VEF1/CVF 556572~

74 sin embargo, las causas bioldgicas aun son desconocidas.

1.3 Variacion genética humana

La variacion humana, ademas de ser cultural, es biolégica y se fundamenta por
cambios en genoma entre un individuo y otro. El genoma humano tiene una longitud
aproximada de mas de 6,000 Mb (1 Mb = 10° bases), del cual se ha estimado que
contiene 20,418 genes codificantes en 23 pares de cromosomas. ® Las variaciones

genéticas mas comunes son las variantes de un sélo nucleétido (single-nucleotide
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variant, SNV), entre los cuales se encuentra los SNPs (que tienen una frecuencia
mayor al 1% en las poblaciones humanas), se ha estimado que se encuentran, en
promedio, en una tasa de 1/1 Kb " y se han encontrado mas de 38 millones. 7’
Ademas de estas variaciones, se pueden encontrar inserciones, deleciones y otras
variantes estructurales mas grandes, como variantes en el nimero de copias (copy

number variants, CNVs) a lo largo del genoma.

Debido a su gran longitud, las diferencias en el genoma humano parecen ser
minimas, por ejemplo al compararlo con la especie mas cercana, el chimpancé (Pan
troglodytes), tiene una diferencia de apenas el 4%. "® De igual manera, entre
humanos existen diferencias “minimas”, que se han generado a lo largo de la
evolucion humana, las cuales difieren principalmente en los componentes
ancestrales, acentuandose en grupos étnicos socialmente mas cerrados, existiendo
una correlacion entre estas poblaciones y el lenguaje que hablan (Figura 1.1). ™°
Esta variacidon intraespecifica en las diversas poblaciones humanas conforma la
denominada estructura poblacional humana. 8 Sobre los cambios que existen en la
estructura de una poblacién comparada con otra, se sostiene que podrian existir

diferencias en rasgos de importancia biomédica. 8
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Figura 1.1 Arbol filogenético de las poblaciones humanas y su relacion con lenguajes
(Modificado de Cavalli-Sforza, 1991 8

1.4 Ancestria genética humana

En estudios epidemiolégicos, analizar poblaciones homogéneas conlleva a
robustecer la validez de los resultados y conclusiones obtenidos, sin embargo, las
poblaciones humanas presentan una variacion intrinseca incuestionable, la cuél ha
sido categorizada en grupos raciales o étnicos, términos esenciales en la
determinacion de la ancestria.

El término ancestria suscita a una larga discusion sobre su significado y relacion

con los términos “raza” y “etnia”, utilizados indistintamente, sin embargo, disputar
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sobre ello no es la intencion de esta tesis, por lo que utilizaré definiciones concretas

para estos términos.

La ancestria se define como el origen compartido entre individuos de distintos
grados de parentesco &, utilizando este mismo significado entonces, la ancestria
genética se puede definir como la inferencia sobre poblaciones originarias de un
individuo con base en su variacion genética. Difiriendo de su significado, la raza es
un término de caracter social, definido como cada uno de los grupos en que se
subdividen algunas especies biologicas y cuyos caracteres diferenciales se
perpetlan por herencia. % De igual manera, el término etnia se define como
comunidad humana definida por afinidades raciales, lingtisticas, culturales, entre
otras. °¢ Teniendo los términos bien definidos, se utilizara su significado a lo largo

de la tesis.

El grupo racial como variable categorica autoreportada es bastante utilizado en
estudios epidemiolégicos, sin embargo, no refleja la variacion fenotipica que posee
el individuo, independientemente del conocimiento de sus antecedentes
genealdgicos, por lo cual se requieren mediciones menos subjetivas por medio de

metodologias vélidas de la ancestria. 8485

La ancestria de una poblacién de individuos puede clasificarse en dos tipos: local y
global 8, La ancestria local se refiere a la mezcla de distintas poblaciones en un
locus dado de un individuo. Por otra parte, la ancestria global representa la
contribucion de las poblaciones de referencia en todo el genoma de la poblacién
mestizada. Por esta razon, la ancestria genética se puede calcular en distintas
regiones del genoma humano con distintos enfoques: en el DNA mitocondrial,
existen distintas regiones (HV, D-Loop) que han servido para clasificar las
poblaciones humanas por via materna &’; en el cromosoma sexual Y se han
identificado haplogrupos especificos de grupos poblacionales, heredados por via
paterna. 8 Sin embargo, a pesar de que estos dos grupos de marcadores son
genéticamente mas conservados (tienen menor tasa de mutacién y no recombinan),

s6lo informan de alguna via parental, por lo que carecen del panorama ancestral
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total de un individuo. Debido a estas limitaciones, se ha optado por utilizar a los

autosomas para una mejor evaluacion de la ancestria genética.

En la estimacién de la ancestria genética se emplean distintos marcadores, estos
van desde los cada vez menos utilizados STRs (Short tandem Repeats), hasta los
mas novedosos, como los polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) que son
utilizados como marcadores informativos de ancestria. Mediante estos marcadores
se puede estimar la ancestria genética por diversos métodos, entre los cuales

destacan el de asociacion estructurada y el analisis de componentes principales.

El andlisis de asociacion estructurada utiliza una aproximacion basada en
estadistica Bayesiana, empleando cadenas de Markov Monte Carlo, en la cual
estima simultdneamente un vector multidimensional de todas las frecuencias
alélicas para todas las poblaciones en todos los loci, vectores de poblaciones

ancestrales para cada alelo para cada individuo. 8°

Por otro lado, el andlisis de componentes principales (PCA) se basa en analisis de
varianza, simplificando la variacion de datos de gran dimension, conservando
tendencias y patrones, transformandolos en variacién mas reducida de la dimension
de los datos, denominados componentes principales. % Si existiera una estructura
subyacente en la poblacion, se separaria de acuerdo a los componentes principales,
confluyendo en clusters espacialmente homogéneos en aquellos grupos

genéticamente similares. °1

La ancestria genética suele ser una variable confusora que a menudo no se
contempla en estudios epidemiolégicos. Incluso suele ser poco medida en estudios
de asociacion genética debido a que se deben contemplar un conjunto de AIMs o
SNPs contenidos en el microarreglo, adicionalmente de las variantes genéticas a
estudiar. Segun Liu et al., °* la confusién por estratificacién poblacional puede ocurrir

por varias razones:

e Una variante con diferencia en frecuencias alélicas entre poblaciones, que a
Su vez esta asociada a una enfermedad, la cual es mas frecuente en una

poblacion, podria resultar en asociaciones espurias.
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e Las frecuencias alélicas de una variante causal de la enfermedad es
sustancialmente distinta entre poblaciones

e Las proporciones poblacionales no estan pareadas en casos y controles

e La estructura poblacional no es tomada en cuenta para el modelo estadistico

de asociacidn genética

La estratificacion poblacional puede cuantificarse mediante el factor de inflacion
gendmico (A), el cual, segun la hipotesis nula, debe ser cercano a 1, es decir, que

no existe estratificacion en la poblacion. 2

1.5 Mexicano mestizo

La poblacion mexicana presenta una estructura genética poblacional particular y
distinta a otras poblaciones humanas. La principal caracteristica es su grado de
mestizaje, resultado de paulatinos encuentros historicos, entre individuos indigenas
nativos del contiene Americano (amerindios), con individuos espafioles
peninsulares (europeos) y en menor proporcion con africanos y asiaticos, cuyas
interacciones constituyen al denominado mexicano mestizo, conservando

caracteristicas bioldgicas y culturales de sus poblaciones ancestrales. %3

A pesar de considerarse una poblacion homogénea, el mexicano mestizo presenta
variabilidad genética de acuerdo al origen geogréafico de sus habitantes (Tabla 1.1).
Se han estimado mediante técnicas moleculares los componentes ancestrales del
mexicano mestizo en autosomas, siendo el amerindio el mayor (35-85%), seguido
por el europeo (13-62%) y en menor proporcién el africano (1-7%), adicionalmente
se han reportado vestigios de ancestria compartida con asiaticos del este (<1%).
81,94-9% Sin embargo, es evidente que la diversidad genética depende de la region
geografica del Pais a manera de gradiente. Mientras que en los estados del norte
(Durango, Sonora, y Tamaulipas) el componente europeo es mayor (43-62%) vy el
amerindio (35-52%) es menor; en los de occidente (Guanajuato, Jalisco, Zacatecas)
el europeo (37-46%) y amerindio (50-59%) son menos heterogéneos. En cambio,
en los estados del centro y sur (Campeche, Ciudad de México, Guerrero, Oaxaca,

Veracruz y Yucatan) las proporciones ocurren de manera inversa para el
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componente europeo (13-39%) y amerindio (56-85%), respectivamente. 81.94-9 por
otro lado, el componente africano es el menor, pero no sigue una frecuencia gradual

entre los estados, asi como el asiatico que fue reportado Unicamente en un estudio.
94

De acuerdo a la proporcién de estos componentes ancestrales, se ha propuesto que
el componente genético amerindio (el de mayor proporcién) en mexicanos mestizos,
podria ser un factor protector en el desarrollo y progresién de la EPOC 559798
reflejado en la baja prevalencia y mortalidad causada por la EPOC respecto a otras
poblaciones en el mundo. 1°:2%.73.99

Tabla 1.1 Reportes de los componentes ancestrales en el mexicano mestizo en distintas
regiones geograficas.

: Lugar de SNP Ancestria (%)
Skl : Muestra residencia anc AMI | EUR | AFR

Silva-Zolezzi et al., | 300 Universitarios 6 estados MX 1,814 55 42 2

2008 % Guanajuato, MX 58 40 1

Guerrero, MX 66 28 4

Sonora, MX 36 62 1

Veracruz, MX 61 36 2

Yucatan, MX 59 39 1

Zacatecas, MX 51 46 2

Bryc et al., 2010 ° 112 | Controles Jalisco, MX 73,901 | 50 44 6

hospitalarios

Johnson et al., 2011 | 984 Padres de nifios | Ciudad de | 482,906 | 65 31 3
100 con asma México, MX

Ruiz-Linares et al., | 905 Universitarios Ciudad de | 5,000 56 39 5
2014 % México, MX

Moreno-Estrada et al., | 49 Padres de nifios | Los Angeles, 71,581 48 48 4

2014 7781 sanos EEUUA

Moreno-Estrada et al., | 49 Sonora, MX 71,581 35 61 3

2014 8 19 Durango, MX 44 50 5

17 Tamaulipas, MX 52 43 5

50 Zacatecas, MX 51 44 5

50 Jalisco, MX 51 45 4

48 Guanajuato, MX 59 37 4

50 Veracruz, MX 62 33 4

50 Guerrero, MX 68 25 7

18 Oaxaca, MX 85 13 2

20 Campeche, MX 80 18 2

49 Yucatan, MX 60 37 3

SNP anc: SNP utilizados para determinar ancestria; MX: México*: AMI: Amerindia, EUR: Europea, AFR: Africana

22




1.6 GenoOmica de la EPOC

El componente genético ha sido ampliamente discutido como componente

etiolégico en distintas enfermedades, el cual se clasifica en modelos de herencia:

Enfermedades monogénicas o mendelianas, en donde existe un defecto
causado por una mutaciéon de un gen especifico, el cual tiene un efecto muy
marcado en originar el rasgo o enfermedad de interés (alta penetrancia), con
poco aporte del ambiente. La variantes que causan estas enfermedades
tienen una baja prevalencia (<1%) y se heredan en grupos poblaciones muy
cerrados o en familias. Estas variantes se transmiten mediante patrones de
herencia dominantes, recesivos, codominantes o ligados al sexo. 0%

Enfermedades comunes o complejas, en donde no existe un gen causal, sino
mas bien una predisposicion genética, determinada por un conjunto de
variantes genéticas en genes involucrados en las distintas vias de la
patologia interaccionando entre si y con el ambiente. Las variantes genéticas
o polimorfismos aportan generalmente efectos discretos en promover el
rasgo o enfermedad de interés con un aporte importante del ambiente, es por
eso que el riesgo de poseer determinada variante no determina a desarrollar
la enfermedad. Este modelo se adapta mas a enfermedades comunes en la
poblacién general. No existe un patron de herencia especifico para la

transmision de estas variantes. 102

De acuerdo a estos modelos de clasificacion, la EPOC puede ser monogénica o

compleja, sin embargo, se tendra una consideracion mas adecuada como comun y

compleja debido a las interacciones ambientales mencionadas anteriormente. El

primer factor genético y el mas ampliamente estudiado en la EPOC, es la deficiencia

de la proteina A1AT, descubierta en 1964 193 considerado un rasgo monogénico,

causado por mutaciones en el gen SERPINAL, principalmente los alelos alterados

Pi*S y Pi*Z, entre otras menos frecuentes. Estos alelos y otros de baja frecuencia,

alteran a la proteina y causan la enfermedad a una menor edad que por exposicién

ambiental, incluso sin exponerse a los factores de riesgo. Sin embargo, las

mutaciones en SERPINA1l se distribuyen en poblaciones particularmente
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caucasicas europeas, siendo casi inexistentes en otras poblaciones. Sin embargo,
los casos de AAT explican apenas el 1% de los casos de EPOC, ! por lo que se ha
propuesto que existen otras regiones en el genoma involucradas en la

susceptibilidad al desarrollo de la misma.

Durante el siglo XX, algunas metodologias lograron identificar loci de susceptibilidad
distintas a SERPINAL. Primeramente, con estudios en gemelos lograron identificar
factores genéticos heredables en la EPOC. 194 Posteriormente, estudios de
ligamiento en familias y trios fueron capaces de identificar loci especificos
implicados en susceptibilidad al desarrollo de la EPOC. 19510 Sin embargo, fue
hasta finales del siglo pasado y principios del siglo XXI, cuando mediante
tecnologias mas eficientes de genotipificacion, se lograron identificar variantes
genéticas asociadas a EPOC por medio de estudios de gen candidato,
fundamentados por una hipoétesis a priori en productos proteicos involucrados en la
enfermedad, los cuales son codificados por genes de interés o “candidatos”, sin
embargo, esta estrategia esta limitada al conocimiento previo en la literatura sobre
la enfermedad y sus vias patoldgicas.

Debido a ello, se ha optado por la implementacién de nuevas herramientas que
permitan una cobertura mas amplia del genoma, enfocado en variantes comunes
que difieren en su frecuencia del 5-95% en las poblaciones. %7 Entre estas nuevas
tecnologias destacan los GWAS, los cuales se fundamentan en genotipificar una
gran cantidad de variantes genéticas (>500,000) distribuidos por todo el genoma de
individuos con algun rasgo y compararlos con individuos sin el rasgo, logrando
descubrir hallazgos genéticos en distintas vias involucrados en el rasgo o

enfermedad.

Desde 2009 hasta la fecha actual, se han identificado por significancia de genoma
completo a variantes genéticas en alrededor de 360 genes en todos los autosomas
en 44 GWAS y meta-analisis (GWMAS) en EPOC directamente, o indirectamente
con tabaquismo y funcion pulmonar. Se presume gue la mayoria de estas variantes
pudieran tener algun efecto en las vias patolégicas conocidas como respuesta al

estrés oxidativo, arquitectura pulmonar, desequilibrio proteasa-antiproteasa,
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hipersecrecion de moco, muerte celular, inflamacion cronica, respuesta a la via
aérea, funcién pulmonar, oxigenacién y vias de neurotransmision cerebral, sin
embargo, otras permanecen con efectos que no se han logrado determinar por
ensayos biolégicos debido a su localizacion en el gen, pero podrian contribuir en la

expresion y/o regulacion de otros genes.

Las variantes genéticas identificadas presentan distintas frecuencias alélicas segun
la poblacion estudiada, por ello una de las caracteristicas del disefio de los GWAS
se limita a realizarse en poblaciones sin estratificacion poblacional. Por lo tanto, al
enfocarse en los hallazgos de otras poblaciones restringe la posibilidad de encontrar
otras regiones en el genoma no antes contempladas y que estén involucradas en la
enfermedad en esa poblacion. Ya que se espera que las variantes comunes
intrapoblacionales sean las que se asocian al rasgo de interés (EPOC), el cual tiene

un comportamiento desigual en la poblacion.

1.6.1 GWAS en EPOC

De los reportes realizados a la fecha, se han evaluado distintas poblaciones,
denominadas poblaciones de descubrimiento, en las que se han realizado
importantes hallazgos, entre los cuales 26 han sido en poblaciones de ancestria
caucésica, 12 en africana, 5 en asiatica y 4 en hispana, esto sin contar los hallazgos
en diversas poblaciones de replicacion. Adicionalmente, se han publicado méas de

10 meta-analisis, confirmando la asociacion de méas de 50 genes.

Entre los hallazgos reportados, los loci que han mostrado al menos cinco
replicaciones por distintos reportes en diversas poblaciones (Tabla 1.2) han sido en
HHIP en europeos (rs13147758, rs1828591, rs13118928, rs12504628, rs1980057,
rs1032295, rs1032296, rs13141641, rs138641402, rs13118083) 108-122
afroamericanos (rs13141641) 117 e hispanos (rs1980057). 123 FAM13A en europeos
(rs1903003, rs2869967, rs6830970, rs1964516, rs7671167, rs4416442, rs2045517,
rs13110699) 110-112.115117,118,120,122,124.125 = gsjaticos (rs2609255, rs2609260,
rs2609261, rs2609262, rs2609264, rs2609265, rs1246642, rs2464528) 12,
afroamericanos (rs4416442). 7 e hispanos (rs2869967). 22 CHRNA3/5 en
europeos (rs1051730, rs12914385, rs114205691, rs56077333, rs4416442,
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rs9788721, rsl7486278, rs7180002, rs16969968, rs951266, rs138544659)
108,110,117-121,127-131 v gfroamericanos (rs56077333, rs12914385, rs17486278).
119120124 | os loci cercanos GSTCD-INTS12-NPNT en europeos (rs11097901,
rs11728716, rsl10516526, rs17331332, rs17036341, rs34712979, rs2047409,
rs11735213). 109.115120,122,124,129,132,133 @ hjspanos (rs11727189, rs10516526). 123
HTR4 en europeos (rs7733088, rs4597955, rs3995090, rs6889822, rs7735184,
rs11168048) 109120.122,124,127,129,132,134 @ hjspanos (rs2571445, rs3995090). 123
TGFB2 en europeos (rs993925, rs1690789, rs4846480) 110.117.119,120,122,124,131,132
afroamericanos (rs4846480) !’ e hispanos (rs993925). 22 AGER/PPT2 en
europeos (rs2070600, rs10947233, rs9391855) 109112115120,128135 gasjjticos
(rs10947233). 126135 e hispanos (rs2070600). RIN3 en europeos (rs754388,
rs117068593, rs10498635) 110.112.118124.129,136 vy gfroamericanos (rs754388). 12°
ADGRG6 en europeos (rs3817928, rs7776375, rs6937121, rs11155242,
rs148274477) 115120122124136  gfricanos (rs3817928) '2° e hispanos rs262113,
rs3817928). 122 ADAM19 en europeos (rs2277027, rs1422795, rs11744671,
rs11134779, rs1422795) 115120.122.124.127 = afroamericanos (rs11134779). 120 e
hispanos (rs2277027). 2 MMP12 en caucdsicos (rs17368659, rs17368582,
rs626750, rs72981684, rs615098). 112117.119120.124  THSD4 en europeos
(rs12899618, rs7167951, rs12591467, rs10851839) 109.111120.122,137 @ hispanos
(rs12899618). ARMC2 en europeos (rs2798641, rs2806356) 120.122.124131132 g
hispanos (rs2798641). 23 PTCH1 en europeos (rs16909898, rs16909859)
115120,124,132,133 @ hjspanos (rs16909898). '>* MECOM/EVI1 en europeos
(rs56341938, rs1344555), 111,120122,124132 @ hispanos (rs1344555). 122 HDAC4 en
europeos (rs12477314) 112120122124132 o hispanos (rs12477314). 22 RARB en
europeos (rs1529672) 112120122124132 e hjspanos (rs1529672). 23 MMP15
(rs2304488, rs12447804, rs150232756) 114124132136 o hispanos (rs12447804). 13
KCNE2 en europeos (rs9978142) 120122124132 @ hispanos (rs28593428). 122 CFDP1
en europeos (rs2865531, rs7186831, rs8051407) 120124132 " africanos (rs2865531)
120 e hispanos (rs2865531). 123 Estos hallazgos se han obtenido por plataformas de
las marcas Affymetrix (Genome-Wide Human SNP Array 5.0-6.0, UK BILEVE array,
GeneChip Human Mapping 500K Array Set) e Illumina (Human Omni Express
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Exome BeadChip, Human660W Quad v.1_A BeadChip, Human610-Quad, Omni
2.5M array, Human Omni Express chip y HumanHap550 BeadChip v3), los cuales

tienen una cobertura de variantes enfocada en poblaciones europeas.

Estas poblaciones analizadas corresponden a estudios con disefios y enfoques
clinicos distintos, resumidos cronolégicamente en la Tabla 1.3. Estos estudios van
desde aquellos que desde un inicio tuvieron el objetivo de evaluar parametros
respiratorios en pacientes con enfermedad pulmonar (Norway GenKOLS 138139; The
Lung Healt Study, LHS %0; The Evaluation of COPD Longitudinally to Identify
Predictive Surrogate End-points Study, ECLIPSE !4'; The National Emphysema
Treatment Trial, NETT 14?; Subpopulations and Intermediate Outcomes in COPD
Study, SPIROMICS 1%3; Genetic Epidemiology of COPD, COPDGene '#*; Boston
Early-Onset COPD Study, BEOCOPD 23; Transcontinental COPD Genetics Study,
TCGS 1%%; Costa Rica "3, Nederlands-Leuvens Longkanker Screenings Onderzoek,
NELSON 146 y Treatment Of Emphysema With A Selective Retinoid Agonist Study,
TESRA 147), asi como de aquellos en los que se incluyé poblacién general con otros
objetivos, pero adicionalmente evaluaron variables respiratorias (Tercera
generacion del Framingham Heart Study, FHS-3 148; UK Biobank 4%, The Multi-
Ethnic Study of Atherosclerosis/SNP Health Association Resource, MESA/SHARe
150 Healthy-Twin Study, HTS 1; The Korean Association Resource Project, KARE;
The Normative Aging Study, NAS 52; Long Life Family Study, LLFS 53; The Hispanic
Community Health Study/Study of Latinos, HCHS/SOL %°4). Dentro de estos Ultimos
estudios, surgieron otras subpoblaciones que adecuaron variables pulmonares y les
dieron seguimiento (UK BIiLEVE '2°, MESA Lung/ SHARe 135, KARE3 1%9),

De los 17 estudios, 9 han sido en cohortes, seguido de 4 que tuvieron un inicio de
ensayo clinico aleatorizado, pero posteriormente se siguieron como cohorte; otros

4 estudios han sido de tipo casos y controles.

A estos proyectos se suman consorcios que incorporan distintos estudios a manera
de meta-andlisis que han logrado concentrar grandes cantidades de sujetos, entre
ellos se encuentra el International COPD Genetics Consortium (ICGC) 1%,

SpiroMeta Consortium 13 y Cohorts for Heart and Aging Research in Genomic
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Epidemiology (CHARGE) %8, descritos en la Tabla 1.4, los cuales han validado

asociaciones descubiertas previamente en distintas poblaciones individualmente.

Ademas, como parte del andlisis sucesivo de los GWAS, los hallazgos obtenidos en
las poblaciones de descubrimiento han sido replicados en otras decenas de
estudios, validando que su asociacion en el rasgo o enfermedad no haya sido por
un sesgo de seleccion debido a un efecto de la poblacién analizada, determinando
variantes causales en las poblaciones.

Tabla 1.2 Loci con mayor numero de variantes asociadas a EPOC y funcién pulmonar en
distintas poblaciones.

Poblaciones

oslsles EUR AFA ASI HIS
HHIP 15 (10) 1(1) 1(1)
CHRNA3/5 12 (11) 3(3)
FAM13A 10 (8) 1(1) 1(8) 1(1)
GSTCD-
INTS12-NPNT 8 (8) 1)
HTR4 8 (6) 1(2)
TGFB2 8 (3) 1(1) 1(1)
AGER/PPT2 6 (3) 2(1) 1(1)
RIN3 6 (3) 1(1)
ADGRG6
(GPR126) 5(6) 2(1) 1(2)
ADAM19 5 (5) 1(1) 1(1)
MMP12 5 (5)
THSD4 5 (4) 1(1)
ARMC2 5 (2) 1(1)
PTCH1 5(2) 1(1)
MECOM/EVIL 5 (2)
HDAC4 5 (1) 1(1)
RARB 5 (1) 1(1)
MMP15 4 (3) 1(1)
KCNE2 4 (1) 1(1)
CFDP1 3(3) 1(1) 1(1)

Valores presentados en absolutos, nimero de reportes del locus/loci (variantes distintas en total), EUR:
Europea, AFA: Afroamericana, ASI: Asiatica, HIS: Hispana
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Tabla 1.3 Estudios con estrategia de GWAS en EPOC y funcién pulmonar.

. . Tipo de Poblacién(es) incluida(s GWAS con
EstudigReferencia - ns (es) ©) Edad
estudio (Pais) EPOC-FP*
1,929 EUR (Noruega) 11
GenKOLS 138,139 CaCO 40_80 108,110,116,117,121,124,125,13
1,157-159
FHS-3 148 Cohorte 4,095 EUR (EE. UU.) 19->60 2 14187
1,719 (12) 171 110416
ECLIPSE w COhone 40-75 118,121,124,125,157-160
116,117,124,125,131,158,159
NETT 142 ECA/ 1,218 | EUR, AFA (EE. UU.) ND 7
Cohorte
NAS 152 Cohorte 2,032 ND (EE. UU.) 40->60 4 116,117,125,131
A 130,161,162
LHS 140 ECA/ 5,887 EUR (EE. UU., Canadd) 35-60 3
Cohorte
~10,000 | EUR, AFA (EE. UU.) 17 110116
COPDGene 144 Cohorte 40_80 121,124,125,128,131,157,158,16
0,163
MESA %0 Cohorte 8,409 EUR, AFA, ASI, HIS (EE. UU.) 45-84
MESA L 7,914 EUR, AFA, ASI, HIS (EE. . 2 135164
SHSAReuEg/ Cohorte 9 UR, L ASIHIS ( uu) 45-84
KARE 16° Cohorte 10,038 | ASI (Corea del Sur) 43-74 1166
KARES 1% Cohorte 6,223 ASI (Corea del Sur) 43-74 11
UK Biobank 4° Cohorte 502,682 | EUR (Reino Unido) 40-69
UK BILEVE *?° CaCo 50,008 EUR (Reino Unido) ND 1129
Costa Rica " CaCo 578 HIS (Costa Rica) 21->70 1164
Di 167
LLFS 158 Coh.o.rte 4,559 EUR (EE. UU.-Dinamarca) 31-110 1
familiar
H 122,128
TCGS 145 CaCo 979 Elljrl)? (Polonia), ASI (Corea del 40-80 2
122,128
BEOCOPD 1©° Cohorte 949 EUR (EE. UU.) 2070 2
familiar
112
SPIROMICS 145 ECA/ 2,981 | EUR (EE. UU.) 40-80 1
Cohorte
HTS 15 Cohorte 2,720 ASI (Corea del Sur) 17-81 11%
i i0s-Bélai 169
NELSON 146 ECA/ 7,557 EUR (Paises Bajos-Bélgica) 70 1
Cohorte
HCHS/SOL %4 Cohorte 15,825 HIS (EE. UU.) 18-74 1128
131
TESRA 47 ECA/ 492 EUR ND 1
Cohorte

EUR: Europea, AFR: Afroamericana, ASI: Asiatica, HIS: Hispana, ®: al inicio del estudio, *Incluyendo meta-analisis, ECA: Ensayo clinico
aleatorizado, CaCo: Casos y controles, FP: Funcién pulmonar

Tabla 1.4 Meta-analisis que han utilizado la técnica GWAS con variables respiratorias.

. : Estudios . . .
Estudio Referencia n* . u. ! Poblaciones incluidas GWAS con EPOC-FP *
incluidos
ICGC 155170 63,192 26 EUR, AFA, ASI 2122128
SpirOMeta 136 38'199 17 EUR 7 109,127,132,133,136,171,172
CHARGE 173 90,715 22 EUR, AFA, ASI, HIS 6 115127,132,133,171,173

*Analizados por GWAS
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2 Antecedentes

Los GWAS que han sido realizados en individuos de origen hispano son escasos,
ademas de incluir poblaciones heterogéneas entre ellos. El primer reporte sobre
hallazgos de un GWAS con EPOC en una poblacion hispana fue en el estudio MESA
135 el cual en su disefio se incluye a individuos de origen mexicano (51%),
dominicano (15%), puertorriqguefio (14%), sudamericano (8%), centroamericano
(7%), cubano (4%), entre otros (1%), en un total de 1,374 sujetos no relacionados.
174 posteriormente, se realiz6 un meta-analisis del estudio MESA, junto con el
estudio Costa Rica, el cual evaltia a 527 individuos no relacionados oriundos de San
José, Costa Rica. ¢4 Por ultimo el estudio HCHS/SOL, el cual incluye participantes
de origen mexicano (41%), puertorriqueiio (17%), cubano (15%), centroamericano

(11%), dominicano (9%) y sudamericano (7%), en un total de 15,825 sujetos. /°

Estos estudios han logrado identificar hallazgos Unicos en poblaciones hispanas, ya
gue se analizan como un grupo unico (Tabla 2.1). Estos hallazgos se han asociado
a un menor riesgo de padecimientos pulmonares. El rs10411619 en el gen MAN2B1
se ha asociado a una menor relacion del I6bulo pulmonar superior-inferior por
tomografia en pacientes con EPOC 73; el rs858249, que se encuentra entre los
genes NUPL2 y KLHL7, asi como el rs286499 en DLG2 se encontraron asociados
a un menor riesgo de EPOC 1%4; los rs145174011, rs4791658 y rs6746679 en los
genes HAL, ZSWIM7 y PABPC1P2, respectivamente, se han encontrado asociados
a variables de funcién pulmonar (VEF1/CVF, VEF1 y CVF). 123173 En meta-andlisis
en donde se han incluido poblaciones hispanas, se han obtenido algunos hallazgos
significativos, los cuales, interesantemente, han sido, en su mayoria, a betas

negativas, direccién a menor riesgo del rasgo.
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Tabla 2.1 Variantes genéticas asociadas con variables respiratorias en poblacién hispana por medio de GWAS.

SNP Alglo Gen mas Reglf’m. Varlqble B Frecuencwfl del Estudio(s) Referencia
asociado cercano cromosomica | asociada alelo asociado

rs10411619 T MAN2B1 19p13.13 RLPSI -0.177 0.96 MESALS 135
rs7957346 C SNRPF 12¢23.1 PE -0.055 0.5 MESALS 135
rs10947233 T AGER/PPT2 6p21.32 PE -0.150 0.01 MESALS 135

rs8582498 A NUPL2/ KLHL7 7p15.3 EPOC -1.2/-1.1 0.09 CR + MESALS 164
rs286499% G DLG2 11g14.1 EPOC -0.7/-1.2 0.14 CR + MESALS 164
rs145174011 T HAL 12023.1 VEF1/CVF 4.85 0.99 HCHS/SOL 123
rs4791658 G ZSWIM7 17p12 VEF:1 33.35 0.54 HCHS/SOL 123
rs6746679 A PABPC1P2 2022.3 CVF -37.36 0.56 HCHS/SOL + CHARGE 173

8: Hallazgo de meta-analisis, MESALS: MESA Lung/ SHARe, CR: Costa Rica, RLPSI: Relacién l6bulo pulmonar superior-inferior, PE: Porcentaje de enfisema
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Sin embargo, como se revisO anteriormente, las distintas poblaciones que
conforman a este grupo son genéticamente heterogéneas, debido a la distinta
mezcla racial que adquirieron histéricamente. 174176 | as proporciones genéticas de
estas poblaciones se distribuyen alrededor de tres componentes ancestrales:
africano, europeo y amerindio, descritos en la Tabla 2.2. En estos estudios, el
componente africano se encuentra mas representado entre sujetos de Republica
Dominicana (42-43%) y Puerto Rico (16-25%), seguidos de Cuba (7-21%) y
Centroamérica (10-18%), finalmente Sudamérica (4-11%), México (4%) y Costa
Rica (3%) presentan las menores proporciones. El componente europeo es mayor
en sujetos de Cuba (73-84%) y Puerto Rico (62-72%), seguido de individuos de
Costa Rica (62%), Republica Dominicana (50%), y Sudamérica (47-50%), siendo
México (47%) y Centroamérica (37-45%) los de menor proporcion. Finalmente, el
componente amerindio se encuentra en mayor proporcién en sujetos de México (48-
49%), seguido por Centroamérica (45%), Sudamérica (40-47%) y Costa Rica (35%),
los que presentan menor porcentaje de este componente son Puerto Rico (13%),
Republica Dominicana (6-8%) y Cuba (5-6%). 73174176

Tabla 2.2 Proporcion de los componentes ancestrales en cohortes de poblacion
hispana reportados en GWAS con EPOC.

MESA/SHARe 174 | HCHS/SOL*'7® | Costa Rica 8 73164
Poblacién AMI EUR | AFR | AMI | EUR | AFR AMI EUR AFR
Mexicana 48 47 4 49 47 4
Dominicana 6 50 43 7.5 50 42.5
Puertorriquefia 13 62 25 125 | 715 16
Cubana 6 73 21 5 87.5 7.5
Centroamericana 45 37 18 45 45 10
Sudamericana 40 50 11 47 49 4
Costarricense 35 62 3

Valores presentados en porcentajes. *: Valores en mediana de autosomas, °: Valores en medias de autosomas, AMI:
Amerindia, CAU: Caucasica, AFR: Africana

De acuerdo con esto, se evidencia que el grupo denominado hispano no es
genéticamente homogéneo, y de agruparlo, no reflejaria los componentes
ancestrales de cada grupo poblacional, por lo cual se tendrian que analizar
individualmente, como el estudio Costa Rica. Sin embargo, en mas del 40% en estos
dos estudios (MESA/SHARe y HCHS/SOL) se incluyen mexicanos y sus

proporciones de componente ancestral amerindio son las mas altas (48-49%), por
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lo cual el analisis en conjunto de las demas poblaciones podria desestimar los

resultados.

Estos estudios han incluido mayoritariamente individuos latinos que residen en EE.
UU., los cuales no representan a sus respectivas poblaciones. & Incluso se ha
evidenciado que en el caso del mexicano, los que residen en EE. UU. presentan

una estructura genética distinta al compararse sujetos de su pais de origen. 19

A pesar de no existir GWAS en EPOC exclusivamente en sujetos mexicanos de
México, se han obtenido hallazgos en estudios de gen candidato con base en
hallazgos en otras poblaciones. Se han encontrado variantes en genes involucrados
en vias relacionadas con el comportamiento de fumar (HTR2A, CYP2A6, CHRNS5,
NRXN1, DRD4) Y7-17° 'inflamacion (TNF, IL6, CSF2) 18%-182 y arquitectura pulmonar
(ADAM19, SERPINAL) 183184 cuyas frecuencias alélicas y genotipicas difieren a las
reportadas en otras poblaciones. Sin embargo, estos hallazgos solamente reflejan
el riesgo a desarrollar la EPOC en regiones conocidas del genoma, por lo que

podrian existir otras regiones de interés para la poblacion mexicana mestiza.
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3 Planteamiento del problema

El fendmeno epidemioldgico de la paradoja hispana no ha logrado explicar porque
los individuos de origen latino presentan menores tasas de mortalidad en
enfermedades respiratorias crénicas de vias inferiores, como la EPOC. Por lo que
se argumenta que existen factores genéticos en las poblaciones latinas en coman,
las cuales generan ventaja al no desarrollo o desarrollo mas tardio de la
enfermedad. En la literatura, se utiliza el término hispano o latino generalizando a
todas las poblaciones de Latinoamérica, las cuales han demostrado tener
componentes ancestrales muy distintos entre cada poblacion, en el caso particular
de México, se ha evidenciado que la mayoria de sus habitantes, de origen mestizo,
poseen de las mas altas proporciones de componente ancestral amerindio. Es por
ello que en el mexicano mestizo, podrian existir variantes genéticas de menor riesgo

a padecer EPOC secundaria a tabaquismao.

34



4 Justificacion

La estrategia asociacion de genoma completo, se basa en analizar cientos de miles
de variantes genéticas distribuidas a lo largo de todo el genoma, lo cual permitira
identificar regiones previamente no reportadas en la EPOC, particulares de la
poblacidon mexicana. Los reportes sobre variantes genéticas de riesgo para el
desarrollo de EPOC son predominantemente en poblaciones europeas,
genéticamente muy distintas al mexicano mestizo, ademas de que muy pocos
estudios contemplan el papel del componente ancestral amerindio en la
enfermedad. Adicionalmente, las asociaciones reportadas en la literatura, se basan
en tecnologias de microarreglos que identifican variantes con coberturas en
poblaciones europeos, descartando las variantes que puedan encontrarse en
poblaciones no europeas. Es por ello que proponemos que los hallazgos obtenidos
en este estudio, permitirAn generar y comprobar hipétesis sobre el involucramiento
de factores genéticos de componentes ancestrales en la EPOC en mexicanos

mestizos.
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5 Hipotesis
Existen variantes genéticas de contribucion ancestral amerindia que se asocian a

riesgo de EPOC secundaria a tabaquismo en fumadores mexicanos mestizos.
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6 Objetivos

6.1 Objetivo general
Identificar variantes genéticas de contribucién ancestral amerindia asociadas con

EPOC secundaria a tabaquismo en pacientes mexicanos mestizos.

6.2 Objetivos especificos
-Identificar variantes genéticas asociadas con EPOC secundaria a tabaquismo en

pacientes mexicanos mestizos.

-Evaluar la contribucion ancestral de las variantes genéticas asociadas en EPOC

secundaria a tabaquismo.
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7 Materiales y métodos

7.1 Consideraciones éticas

El presente estudio fue realizado mediante el protocolo de investigacion t[titulado
"Participacion de la contribucion ancestral amerindia en la adaptacion a hipoxemia
por grandes altitudes y sus implicaciones en las enfermedades respiratorias
obstructivas en mexicanos mestizos e indigenas”, sometido y aprobado por los
comités de Investigacion, Etica en Investigacion y de Bioseguridad del INER, por
medio del documento B14-17 (Anexo I-lll). Los participantes firmaron un
consentimiento informado antes de realizarse el cuestionario y la toma de muestra,
en el cual se describen los objetivos del estudio y los posibles riesgos de la toma de

muestra.

7.2 Diseilo de estudio

Se plantea un estudio de casos y controles, los cuales se definen en el Cuadro 7.1.

Cuadro 7.1 Definicién de poblacién de estudio.

Condicién | Definicion

Caso Pacientes con diagnéstico clinico y espirométrico de EPOC
secundaria a tabaquismo.
Control Individuos fumadores con diagnéstico espirométrico y clinico

descartado de EPOC.

7.3 Poblaciéon de estudio

Los participantes fueron reclutados del Departamento de Investigacion en
Tabaquismo y EPOC del INER por medio de consentimiento informado (Anexo V-
V), asi como de las campafias contra tabaquismo realizadas por el mismo
departamento. Los datos de funcién pulmonar (espirometria) de los pacientes
fueron recolectados a partir del expediente que correspondia al cuestionario
previamente realizado entre 2009 al 2018. Los criterios de inclusion y exclusion de
la muestra empleados se describen en el Cuadro 7.2 y 7.3, respectivamente.

El INER en un centro de referencia perteneciente al tercer nivel de atencion 85, en

el cual se pueden atender pacientes de todo el Pais. Sin embargo, se establece en
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la Ciudad de México, en el cual se concentra en la mayoria de sujetos atendidos,

principalmente del centro de Pais.

Cuadro 7.2 Criterios de inclusion.

Variable Criterio
Edad 40-80 afios
Sexo Indistinto
Etnicidad Mexicanos mestizos (auto-referencia)
Tabaquismo -Historial de consumo diario de cigarro

-Edad de inicio al tabaquismo en la adolescencia
Diagnéstico -Valoracion médica

-Espirometria basal

Cuadro 7.3 Criterios de exclusion.

Variable Criterio
Otros productos de tabaco Consumo de puro, pipa o hookkah
Drogas Consumo de drogas

Otras exposiciones ambientales | -Humo por combustién de biomasa =100 horas-afio

de exposicion
-Quimicos industriales
-Polvos

respiratorias

Otras enfermedades -Asma por respuesta positiva a broncodilatador

espirometria segun las guias GINA 186
-Fibrosis pulmonar
-Tuberculosis

7.4 Operacionalizacion y medicion de las variables

Las variables consideradas y su operacionalizacidén se resumen en el Cuadro 7.4.

Cuadro 7.4. Operacionalizacion de las variables.

Variable Definicién conceptual Definicién operacional Indicador Tipo de variable
-Valor menor a 0.7 en la
Persistencia de sintomas relacion VEF, y CVF por
EPOC respiratorios y limitacion al flujo de | espirometria post -VEF; (L) Dicotémica (EPOC,
aire en las vias aéreas, debido a broncodilatador * -CVF (L) no EPOC)
anormalidades alveolares * -Valoracion clinica por el
médico
. Variacion genética compartida Componentes poblacionales -Amerindia
Ancestria ) L -Europea
i particulares entre individuos de gue conforman una nueva Marcadores .
genética . i -Africana
una poblacion poblacion. L
(Categorica))
Variante Alteracion en la secuencia de Variante genética en una Dicotoémica (Alelo
enética nucleétidos de ADN con una secuencig de ADN SNP asociado, alelo no
9 frecuencia > 1 % en la poblacién asociado)
-Cigarros
. Consumo habitual de la planta de . o consgmldos .
Tabaquismo Indice tabaquico por dia Continua
tabaco y sus productos o
-Ainos
fumando
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7.4.1 Datos demograficos
Los datos demograficos fueron colectados mediante el cuestionario en Anexo V-VI.
Se pregunto a los individuos hombre completo, lugar de nacimiento, edad, sexo y

ocupacion.

7.4.2 Ancestria autoreportada

La ancestria fue autoreportada segun el estado en México en el que nacieron los
sujetos de estudio, sus padres y sus abuelos (Anexo VI). Debido a los relativamente
recientes fendbmenos de migracion de espafioles en Meéxico (colonizacion y
migracion masiva) 187, se opté por incluir sujetos que reportaran al menos una pareja

de abuelos oriundos de México.

7.4.3 Antecedentes heredo patoldgicos respiratorios

Los antecedentes heredo patolégicos fueron interrogados con el mismo cuestionario
(Anexo VIL.). Se le pregunté al individuo la causa de muerte de sus padres y
abuelos, segun haya sido el caso; posteriormente se le mencionaron una serie de
patologias respiratorias y no respiratorias y si algun familiar de primer o segundo
grado padecia o padecié la enfermedad. Se tom6 como antecedente al responder
afirmativo a “EPOC” o “enfisema” en algun familiar de primer o segundo grado

(abuelos, padres, hermanos).

7.4.4 Tabaquismo

Las variables de tabaquismo se colectaron mediante el mismo cuestionario (Anexo
VII). Se incluyeron las variables de estatus de tabaquismo, cigarros fumados por
dia, edad de inicio al tabaquismo, afios fumando de manera continua, cesacion al

tabaquismo y tabaquismo pasivo (omitida en fumadores).

Se emplearon las férmulas para indice tabaquico (IT) de acuerdo a Wain et al., 2015
129 para los siguientes casos:

Para fumadores actuales:

(N° de cigarros por dia

20 ) X (edad de reclutamiento — edad de inicio)

Para exfumadores:

<N° de cigarros por dia

20 ) X (edad de cesacion — edad de inicio)
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7.4.5 Otras exposiciones

Se cuestiond al individuo sobre su exposicion a otras variables ambientales en el
mismo cuestionario (Anexo VII). Se puso énfasis en la combustién por biomasa
cronica (=100 horas-afio) y otros compuestos organicos, inorganicos y gases

irritantes.

7.4.6 Funcion pulmonar

Se siguieron los criterios propuestos por la ATS/ERS. 8 La funcién pulmonar fue
medida mediante la prueba de espirometria segun los valores de referencia de
Pérez-Padilla et al., 2007 89 para poblacién mexicana. Antes de realizar la prueba,
a los sujetos se les midié peso y estatura, asi como realiz6 una toma de presion
arterial mediante baumandmetro aneroide por personal capacitado de salud, ya que
la espirometria es una prueba de esfuerzo maximo que eleva la presion arterial.
Posteriormente se indicaron las instrucciones al sujeto por un técnico especialista
en pruebas de funcion respiratoria. Se utiliz6 el equipo EasyOne® (nnd
Medizintechnik AG, Zurich). Se realiz6 la prueba hasta obtener 3 resultados de
calidad A y/o B (Muy buena y buena calidad) en un maximo de 8 intentos.
Posteriormente, se administraron 200 ug de Salbutamol en el paciente y se
esperaron de 15 a 20 min para volver a realizar la prueba con las mismas
indicaciones anteriores. Se capturaron los mejores resultados de VEFi1, CVF y

relacion VEF1/CVF que el equipo haya indicado.
7.5 Seleccion y procesamiento de las muestras

7.5.1 Seleccién de muestras
Las utilizadas son parte del Biobanco del laboratorio HLA del INER y fueron

seleccionadas segun el algoritmo de la Figura 7.1.
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Laboratorio HLA-INER  Unidad de Microarreglos-INMEGEN
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Figura 7.1 Algoritmo de seleccion de muestras

7.5.2 Extraccion de ADN

Se extrajeron 15 mL de sangre por venopuncion en antebrazo en tubos con EDTA
como anticoagulante (S-Monovette®. Sarsted, Numbrecht, Germany) Los tubos
fueron centrifugados durante 5 min a 3,000 rpm. Posteriormente el plasma fue
retirado de la fase celular, y fue agregada solucién de lisis de eritrocitos hasta
completar un volumen de 30 mL. Se centrifugaron a 3,000 rpm por 10 min, se
decantd la mitad del sobrenadante y se adiciond solucion RBC hasta 30 mL, se
mezclé vigorosamente y se centrifugo a 3,000 rpm por 5 min (se repitieron dos veces
este paso), se decantd el sobrenadante. A partir de este paso se empled el kit
comercial de extraccion de acidos nucleicos BD tract DNA isolation kit (Maxim
Biotech Inc., CA, USA): Se agregaron 4 mL de solucion BD1 mezclandose
vigorosamente, se centrifuga a 3,000 rpm por 5 min. Se decant6 todo el

sobrenadante y se agregaron 4 mL de solucion BD2 mezclandose vigorosamente,
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se centrifugd a 3,000 rpm por 5 min. Se decant6 el sobrenadante y se agrego 1 ml
de solucién BD3 mezclandose vigorosamente, se incubd en bafio maria a 65°C
durante 24 horas. Pasado el tiempo, se agregaron 500 pL de la mezcla en dos tubos
microtubos (Sarsted, NUmbrecht, Germany) de 2 mL, a los cuales se les adicionaron
200 pL de solucion BD4 mezclandose vigorosamente y se centrifugaron a 14,000
rpm por 10 min. Se decant6 el sobrenadante en otros dos tubos microtubos de 2 mL
y se agregaron 400 pL de isopropanol grado biologia molecular (Sigma-Aldrich Co.,
MO, USA); se centrifugaron a 14,000 rpm durante 5 min. Se decanté el
sobrenadante y se dejaron secar los tubos durante 3-4 h a temperatura ambiente.
Se rehidrataron las muestras con amortiguador TE (10 mM Tris, 1mM EDTA, pH=8)
(Invitrogen, CA, USA) y se incubaron en bafio maria a 65°C durante 12 h.

Posteriormente se conservaron a 4°C hasta el momento en que se usaron.

7.5.3 Control de calidad del ADN

Se cuantificaron las muestras por medio de espectrofotometria por luz UV en el
equipo Nanodrop 2000 (Thermoscientific, MA, USA). Se consideraron muestras
utiles aquellas que tienen concentracion =50 ng/ul y pureza de relaciéon 260/280
21.7.

Para evaluar la integridad del ADN genomico, realizd electroforesis en geles de
agarosa al 1.3% con TAE 1X (Tris Acetate EDTA) (Cleaver Scientific Ltd, UK) a
300V, 300mA y 300W durante 45 min. Se utiliz6 marcador de peso molecular de
250-25 K pb (CSL-MDNA-HR DNA Ladder RTU, Cleaver Scientific Ltd, UK) para
referenciar los pesos molecular del DNA y calidad de las muestras de participantes.
Al observarse la banda de 25 Kb, 10 Kb u 8 Kb se tomaba como ADN gendmico de

buena calidad.
7.6 Microarreglo Infinium® Multi-Ethnic AMR/AFR BeadChip

7.6.1 Caracteristicas generales
La genotipificacion de variantes en el ADN fue realizada con el microarreglo
Infinium® Multi-Ethnic AMR/AFR BeadChip contiene 1'430,141 variantes genéticas,

segun las especificaciones del proveedor (lllumina Inc. CA, USA). Entre estas

43



variantes se incluyen SNPs, mutaciones de linea germinal, inserciones, deleciones
y CNVs. Este microarreglo contiene distintos marcadores en el genoma nuclear y
extranuclear, con variantes relevantes en estudios clinicos y de ancestria, lo que
permite la identificacion de asociaciones genéticas con rasgos comunes y raros, lo
que proporciona informacion multiétnica incluyendo variantes propias de
poblaciones americanas y africanas mestizadas. Las variantes contenidas en el
microarreglo son de interés biomédico reportadas en distintos proyectos, incluidos
la fase 3 de 1000 Genomes Project (1kGP) %, Consortium on Asthma among
African-ancestry Populations in the Americas (CAAPA) °1, Population Architecture
using Genomics and Epidemiology (PAGE) %2, T2D-Genes Consortium 3, Online
Mendelian Inheritance in Man (OMIM) %4, Clinvar 1%, American College of Medical
Genetics and Genomics (ACMG) 1%, paneles de detecciones del operador y otros

recursos, para mas detalles revisar los Anexos VIII-IX.

7.6.2 Genotipificacion
El microarreglo se analizé por medio del equipo iScan System (lllumina Inc. CA,
USA) realizado por personal capacitado del Instituto Nacional de Medicina

Gendmica (INMEGEN), utilizando los requerimientos por lllumina®.

7.6.3 Control de calidad

Fue realizado mediante el software PLINK (version 1.07) °7. Se depuraron SNPs
cuyos genotipos faltantes fueron superiores al 5%, asi como aquellos que no se
encontraran en algin cromosoma segun la anotacion del producto (3,963). Se
excluyeron SNPs que estuvieran en cromosoma Y (2,360), region
pseudoautosémica humana (3,753) y mitocondrial (645). Debido a que se buscan
variantes comunes en la poblacion, se eliminaron aquellas con una frecuencia
menor al 1% (~500,000).

De los individuos remanentes, se contempld un umbral del 95% en call rate, por lo
cual se excluyeron a 14 sujetos que no cumplieron con ello. Para evitar la presunta
relacion familiar directa de los participantes, se excluyeron del analisis a sujetos

cuyo coeficiente de coancestria (6) por identidad por descendiente (IBD) fuera
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mayor a 0.125, siendo un total de 23 individuos eliminados por tener algun grado

directo de parentesco.

7.7 Analisis de ancestria

Para las poblaciones de referencia, se consideraron como europeos (EUR) a 60
residentes de Utah, EE.UU. con ancestria del Norte y Oeste de Europa (CEU) del
Proyecto HapMap 1%°; como africanos (AFR) a 60 sujetos etnia Yoruba en Ibadan,
Nigeria (YRI) del Proyecto HapMap 1%; se consideraron amerindios (AMI) a 70
sujetos, 21 Zapotecas de Oaxaca, México, 26 Mayas de Campeche, México y 23

Tepehuanos de Durango, México reclutados en Moreno-Estrada et al., 2014, 8

Mediante el software ADMIXTURE (version 1.3) 8 fueron calculadas las
proporciones de las poblaciones ancestrales con K = 3, asumiendo que son 3
poblaciones ancestrales que dan origen a la poblacién mestizada de estudios (casos

y controles).

El PCA fue realizado mediante el software EIGENSOFT (version 6.1.4) 1919 para

estimar por los componentes principales en el grupo de estudio.

7.8 Asociacion de genoma completo

Se evalué como variable dependiente tener diagnostico de EPOC secundaria a
tabaquismo. Siguiendo el algoritmo de la Figura 7.2, se evaluaron variables
reportadas en la literatura que hubieran sido ajustadas mas de una vez en algun
estudio publicado de la Tabla 1.3 en estudios que evaluaban EPOC secundaria a
tabaquismo como Vvariable dependiente. Se realizO una regresién logistica
multinomial mediante el software PLINK (versiéon 1.07) 1°7. La ecuacién del modelo

fue la siguiente:

(x)
log 1_—9(96) = Bo + B1x1 + Bnxn
Donde:
6 = EPOC =1
x; = SNP

X, = variables de ajuste
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Para analisis de regresion logistica se siguio el algoritmo de la Figura 7.3.
Posteriormente, se graficaron los cuantiles de valores de p de cada variante
respecto a los tedricos en un QQ-plot, para determinar la distribucion y poder

estadistico de estos valores, respecto a los valores teéricos esperados.

7.9 Anotacion genética

Las variantes se identificaron en UCSC Genome Browser 2° (Human Dec. 2013
(GRCh38/hg38) Assembly) para su localizacion fisica (region cromosomica), asi
como si se encontraban dentro o cercano a algun gen. Las frecuencias alélicas de
las variantes asociados fueron referenciadas de 1kGP 1%, que incluye la frecuencia

global, en europeos y americanos.

En caso de que la variante tuviera un identificador validado (i.e. rs), se buscé con
esa identificacion; en cambio, si no contaba con identificador validado (i.e. JHU), se
buscé por la localizacién en el cromosoma en pares de bases, referenciada en el

microarreglo.

7.10 Analisis estadistico

Se utilizé el software estadistico R (version 3.2.3). 29 Para el andlisis descriptivo,
se verificé la normalidad de las variables cuantitativas mediante la prueba Shapiro-
Wilk (a = 0.95) y se graficaron en histogramas para verificar medidas de simetria.
En caso de corresponder a variables con una distribucién normal, se reportaron en
medias y desviacion estandar; en caso de no cumplir con distribucion normal, se

reportaron en mediana y rangos intercuartilicos.

Para todas las variables cuantitativas se realiz6 un diagrama de correlacién por
medio del coeficiente correlacion de Pearson (p) con a = 0.95, para determinar entre
que variables se encuentra correlacion y tomar decisiones para el modelo de

asociacion.

Para la eleccion de las variables de ajuste en el modelo de regresion se eligieron
aguellas que tenian diferencias significativas entre ellas y estuvieran reportada en
la literatura, las cuales fueron comparadas mediante la prueba de t de Student para

medidas independientes y Wilcoxon-Mann-Whitney en caso de ser parameétricas y
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no paramétricas, respectivamente. Los datos fueron analizados mediante los

paquetes en R descritos en el Cuadro 7.5 para distintas etapas del analisis.

Cuadro 7.5. Paquetes de R empleados en andlisis de datos.

Paguete de R

Analisis

STATS 21

Estadistica descriptiva (pruebas de normalidad) y comparacion de
grupos (t de Student, Wilcoxon-Mann-Whitney)

corrplot 292

Correlacion (p de Pearson)

Isr 203

Magnitud media del efecto (D de Cohen)

7.11 Visualizacion de datos

Se utiliz6 el software estadistico R (version 3.2.3) 2°1 para graficar los datos obtenido

en los distintos andlisis, utilizando los paquetes del Cuadro 7.6.

Para el analisis de asociacion de las variantes en regiones cromosOmicas se emple6

el software LocusZoom 2%4, el cual se utiliz6 la anotacion de Americanos del 1kGP,
(hg19/1000 Genomes Nov 2014 AMR).

Cuadro 7.6 Paquetes de R empleados en la visualizacion de datos.

Paquete de R Tipo de grafico

ggplot2 2% Boxplot, grafico de barras, scatterplot, histogramas
corrplot 202 Gréfico de correlacion

ggman 206 Manhattan plot, Q-Q plot para variantes genéticas
circlize 207 Circleplot

ggpubr 208 Histograma de densidad

48




8 Resultados

De acuerdo a los criterios de inclusion, se incluyeron 575 participantes en total, 221
gue cumplian la definicién de caso y 344 que cumplian la de control. Sin embargo,
después del control de calidad de las muestras para el microarreglo, se obtuvieron
216 casos y 320 controles con razén 1:1.5, sumando un total de 536 individuos con
738,822 variantes genotipificadas exitosamente. Los datos se resumen en el Las
variables cuantitativas de los participantes se graficaron en histogramas (Anexos
X-XIl) para determinar su tipo de distribucion, sin embargo, ya que la mayoria no
cumple distribucion normal se describen en medianas (RIC) (Tabla 8.1 y en los
Anexos XII-XVI).

8.1 Descripcion de variables
La edad de los casos tiene una mediana de 66 afios, en comparaciéon de unos

controles mas jovenes con una mediana de edad de 57 afios. Respecto al sexo los

grupos se encuentran dispares, mientras que el 77.3% (n = 167) de los casos

prevalece el sexo masculino, en los controles el 53.6% (n = 171) son del sexo
femenino. En el IMC existen diferencias entre los grupos, en los casos se presenta
una mediana (24.8) y rangos en normopeso (21.7-28.3); los controles tienen una
mediana mayor (27.6), pero con rangos en sobrepeso (24.8-30.4). Respecto al
tabaquismo, existen algunas diferencias entre los grupos: la proporcion de
fumadores actuales en el momento del cuestionario fue de 34.3% en casos,
comparado con 79.1% de los controles; en los cigarros fumados por dia, los casos
presentan una mediana de 20, con RIC de 13-20, distinto a los controles que tienen
una mediana de 14 y un RIC mas amplio (8-20); en el tiempo fumando en afios los
casos presentan una mediana (42) y RIC (35.7-48.2) mayores a los controles [37
(32-43)]; al igual que CPD y afos fumando, las variables que componen el IT, de
manera acumulada los casos han fumado mas tiempo que los controles, con una
mediana de 40.25 (25-55) y 23 (13.2-37), respectivamente; respecto a la edad que
los sujetos reportan iniciaron su consumo de tabaco, presentan valores idénticos
[17 (15-20)].
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En el cuestionario se incluyeron preguntas clave sobre los antecedentes
heredopatolégicos y familiares, que de no considerarse previamente, podrian
sesgar los resultados. A manera de filtro previo a la ancestria de los sujetos del
estudio, se les cuestion6 si alguno de sus abuelos era de origen espafiol, sin
embargo, en casos (5.5%) y controles (5.6%) el niumero de sujetos que lo
reportaban fue similar; también se recopild la respuesta de si algtn familiar directo
(abuelos, padres, hermanos e hijos) del sujeto de estudio padece o padecié EPOC,
siendo mayor en casos (17.1%) que en controles (11.2%). Se midié la funcién
pulmonar en los sujetos de estudio, parametro que discrimina el padecimiento de la
EPOC segun GOLD, en lo cual se observa claramente que los casos poseen peores
niveles en mediana y RIC en VEF1 en litros [1.4 (0.9-2)] y porcentaje [58 (39.5-74)],
CVF en litros [2.9 (2.2-3.5)] y porcentaje [83 (69.5-98)], y por consecuente se
encuentran obstruidos de acuerdo a la relaciéon VEF1/CVF en porcentaje [53.6 (40-
63.1)], en comparacién de los niveles controles en VEF: en litros (2.6 (2.1-3.1)) y
porcentaje [98.5 (88-109)], CVF en litros [3.3 (2.7-3.9)] y porcentaje [94 (85.5-105)],
asi como en VEF1/CVF en porcentaje [80.5 (77-84)]. Analizando solamente a los
casos (Tabla 8.2, Anexo ) presentan una mediana de edad de diagndstico de 63
anos (57-68), y respecto a la severidad de la enfermedad, los sujetos con el estadio
GOLD Il comprende el 45.8% del total de casos, seguido de GOLD Il (27.3%), |

(15.3%) y con menor proporcidn el estadio mas severo, GOLD IV (11.1%).
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Tabla 8.1 Variables demograficas, de tabaquismo, antecedentes y de
funcién pulmonar de los grupos de estudio.

Variable Casos Controles
n 216 320
Edad (afios) 66 (60-72) 57 (51-63)
Sexo masculino, n (%) 167 (77.3) 149 (46.4)

IMC (kg/m?) 24.8 (21.7-28.3) 27.6 (24.8-30.4)
Tabaquismo

Fumador actual, n (%) 74 (34.3) 254 (79.1)
Cigarros fumados por dia (n) 20 (13.7-20) 14 (8-20)
Tiempo fumando (afios) 42 (35.7-48.2) 37 (32-43)

IT (pagquetes-afio) 40.25 (25-55) 23 (13.2-37)
Edad de inicio (afios) 17 (15-20) 17 (15-20)
Antecedentes

Antecedentes con EPOC, n (%) 37 (17.1) 36 (11.2)
Abuelos espafioles, n (%) 12 (5.5) 18 (5.6)
Funcion pulmonar*

VEF; (L) 1.4 (0.9-2) 2.6 (2.1-3.1)
VEF: (%) 58 (39.5-74) 98.5 (88-109)
CVF (L) 2.9 (2.2-3.5) 3.3(2.7-3.9)
CVF (%) 83 (69.5-98) 94 (85.5-105)
VEF1/CVF, (%) 53.6 (40-63.1) 80.5 (77-84)
Ancestria

AMI (%) 46.6 (35-58.3) 50.3 (36.9-62.3)
EUR (%) 49.3 (37.9-59.7) 45.5 (34.5-59.1)
AFR (%) 3.1(2.3-4.5) 3.22 (2-4.5)

Valores presentados en Mediana (RIC); n (%); *: valores post-broncodilatador

Tabla 8.2 Variables clinicas en los pacientes con EPOC.

Variables clinicas Casos
Edad de diagnéstico (afios) 63 (57-68)
Estadio GOLD*, n (%)
| 33 (15.3)
I 99 (45.8)
1 59 (27.3)
IV 24 (11.1)

Valores presentados en Mediana (RIC);
Determinado por VEF1 post-broncondilatador
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8.2 Ancestria

Entre las tres poblaciones de referencia y los participantes del estudio (casos y
controles), se identificaron 147,197 SNPs en comun, los cuales permitieron
determinar el analisis de ancestria y PCA Las proporciones de los componentes
ancestrales por individuo se muestra en la Figura 8.1 y en el Anexo XVI el
promedio, en la cual se observa el amplio espectro de variacion en la estructura
poblacional del mexicano mestizo, sin embargo, estas proporciones difieren entre
los grupos: se observa que los controles tienen una mediana de 50.3% (36.9-62.3)
de componente amerindio y los casos 46.6% (35-58.3), existiendo diferencia
estadisticamente significativa (p = 0.047). En cambio, respecto al componente
europeo se observa que los casos tienen una mediana de 49.3% (37.9-59.7) a
diferencia del 45.5% (34.5-59.1) de los controles, con una diferencia estadistica
limitrofe (p = 0.05); en cuanto al componente africano, ambos grupos son similares
(p = 0.43), con una mediana de 3.1% (2.3-4.5) y 3.2% (2-4.5) en casos y controles,

respectivamente.

En la evaluacion de ancestria por PCA, en la se observa agregacion de las
poblaciones de referencia. Al comparar los primeros PC, que explican la mayoria de
variabilidad en la poblacion, se obtuvieron los valores de 43.63 en PC1 y 21.39 en
PC2 (Figura 2), en los que se puede observar que existe una separacion respecto
a los ejes de variacion entre la poblacion africana y las no africanas (amerindia,
europea y mexicano mestizo). De igual manera, se puede observar que el grupo de
casos Yy controles se localiza entre la poblacion caucéasica y amerindia, llegando
incluso a tener individuos extremos que se sobrelapan en las poblaciones de
referencia. En la poblacién caucésica se localizan controles (n = 2); en la amerindia
casos (n = 6) y controles (n = 18), al igual que algunos acercandose a la africana
tanto casos (n = 3) como controles (n = 4). Debido a que el PC3 (Anexo Il) presenta
un valor de 1.83, los PC que siguen presentaran valores mas bajos, siendo menos

informativos.
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estudio. MXM-CA: Casos mexicano mestizos, MXM-CO: Controles mexicanos mestizos
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8.2.1 Analisis de correlacion

Las correlaciones entre las variables se pueden observar en la Figura 8.3, en donde
se presentan las correlaciones que fueron estadisticamente significativas (p < 0.05).
La edad es la variable que tiene mas correlacion con otras variables. La edad tiene
una correlacion positiva moderada con tiempo fumando en afios (p =0.49) e IT (p =
0.29); también presenta correlacion negativa en variables espirométricas, en CVF
por porcentaje (p =-0.14) y litros (p = -0.33) es menor y aumenta inversamente en
VEF1 en porcentaje (p =-0.36) y litros (p =-0.51), asi como en la relacion VEF1/CVF
(p = -0.46), esta ultima también presenta una correlacién positiva con el IMC (p =
0.37). Respecto a las variables relacionadas con el tabaquismo, el IT es una variable
compuesta calculada por medio de CPD (p = 0.92) y afios fumando (p = 0.39),
presentado una correlacién positiva; debido a que los afios fumando se calculan con
base en la edad de inicio del participante, existe correlacién negativa (p = -0.46).
Las variables de funcion pulmonar presentan correlacion entre las variables que la
componen, sin embargo, presentan correlacion negativa respecto al tabaquismo en
CPD (CVF %, p = -0.12; VEF1 L, p = -0.11, VEF1 %, p = -0.23; VEF1/CVF %, p = -
0.23), afios fumando (VEF: L, p =-0.18, VEF1 %, p = -0.18; VEF1/CVF %, p =-0.21)
e IT (CVF %, p =-0.16; VEF1 L, p =-0.19, VEF1 %, p = -0.28; VEF1/CVF %, p = -
0.29). De la misma manera, existieron correlaciones respecto a los componentes
ancestrales y los componentes principales (PC) en ambos sentidos, la ancestria
AMI presentd una correlacion negativa con ancestria EUR (p = -0.99), AFR (p = -
0.23), PC1 (p =-0.98) y PC2 (p = -0.99); la ancestria EUR mostro valores positivos
respecto a PC1 (p = 0.96) y PC2 (p = 1.00); la ancestria AFR mostr6 correlacion
con PC1 (p = 0.42). No se identificaron correlaciones entre los componentes
ancestrales y PC respecto a las variables clinicas.
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Figura 8.3 Corr plot de las variables cuantitativas de los grupos de estudio. Se
presentan las correlaciones que fueron estadisticamente significativas. Se
muestras graficadas en elipses en la mitad diagonal superior y su valor de
coeficiente correlacién de Pearson en la mitad diagonal inferior.

8.3 Analisis de genoma completo

8.3.1 Modelo de regresion

Con el propoésito de relacionar susceptibilidad de variantes genéticas con la
enfermedad, se optd por un modelo de regresién logistica con padecer EPOC como
variable dependiente. Con base en la literatura y las correlaciones en las variables
de importancia, se decidio ajustar por edad, sexo estatus de tabaquismo, IT y PC1
(Tabla 8.3). Debido a la correlacion en edad e IT, y la importancia que muestran en
la EPOC, se decidi6 tomar la edad en estratos de 10 afios e IT de manera continua

como exposicion acumulada de tabaquismo.
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Tabla 8.3 Variables de ajuste en el modelo.

Variable Casos Controles p
n 216 320
Edad (afios) 66 (60-72) 57 (51-63) <0.001
40-50 afios, n (%) 5(2.3) 64 (20)
51-60 afios, n (%) 50 (23.1) 146 (45.6) <0.001
61-70 afios, n (%) 95 (44) 86 (26.9)
= 71 afos, n (%) 66 (30.5) 24 (7.5)
Sexo masculino, n (%) 167 (77.3) 149 (46.4) <0.001
Tabaquismo
IT (paquetes-afio) 20 (13.7-20) \ 14 (8-20) | <0.001
Ancestria
AMI (%) 46.6 (35-58.3) 50.3 (36.9-62.3) 0.047
EUR (%) 49.3 (37.9-59.7) 45.5 (34.5-59.1) 0.05
AFR (%) 3.1 (2.3-4.5) 3.22 (2-4.5) 0.43

Valores presentados en Mediana (RIC); n (%);

Se establecié un valor de significancia de genoma completo de p = 6.77x10® basado
en 738,822 variantes totales que pasaron control de calidad previa y un valor
sugestivo de significancia de genoma completo (p<1x10®). Se realizé un modelo sin
ajustar, tomando en cuenta todas las variantes independientemente con tener o no
EPOC, en el cual las variantes significativas menores a 1x10™ se resumen en la
Tabla 8.4. En el QQ plot se observa que la estratificacion poblacional es minima (A
= 1.06) (Figura 8.4). Se muestran las variantes graficadas en un Manhattan plot en
la Figura 8.5. La variante con un valor de significancia mayor, fue el alelo C de
rs6110505 [OR = 1.87 (1.44-2.41), p = 1.88x10° en MACROD2. El alelo A
rs12518621 cerca del gen LINC01170 presento riesgo a EPOC [OR = 0.55 (0.43-
0.71), p = 3.06x10%]. El alelo C, de la variante 16:67993643-T-C en DPEP2 obtuvo
un menor riesgo a EPOC [OR = 0.46 (0.33-0.64), p = 4.89x10°). Las variantes
localizadas en DPEP3, exm-rs255049 [OR = 0.47 (0.33-0.65), p = 7.08x10°)] y
16:67977382-T-C [OR = 0.47 (0.33-0.65), p = 8.78x10] presentaron menor riesgo
a EPOC. Cerca de AL445430 se asocioO el alelo A de rs4711289 con un riesgo
incrementado de EPOC [OR = 1.9 (1.43-2.5), p = 7.37x10%)]. El alelo C de las
variantes 16:67833171-T-C y exm2264618, localizados en CENTP y RANBP10,
respectivamente, presentaron menor riesgo a EPOC [(OR = 0.45 (0.32-0.64), p =
9.44x109)].
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En el andlisis de asociacién regional, se visualizaron las variantes asociadas (lead
SNP) en su region cromosémica y si presentaban desequilibrio de ligamiento con
otras variantes de su alrededor que estuvieran en un mismo bloque. De acuerdo
con el valor de significancia de la variante respecto a su region cromosomica, en el
modelo sin ajustar (Figura 8.8), se encontr6 que en 20p12.1 (Figura 8.8-A), el
rs6110505, a pesar de encontrarse en un bloque dentro del gen, no presentaba
desequilibrio de ligamiento con las demas variantes. En la region cromosdmica
5023.2 (Figura 8.8-B), el rs12518621 no presenta desequilibrio de ligamiento y se
encuentra a 200 Kb de ZNF608. La regidén 16g22.1 (Figura 8.8-C) se visualiza con
una gran cantidad de genes en una corta distancia, sin embargo, apenas existen 11
variantes en 600 Kb, en las cuales destaca el rs6499143 en CENPT con un valor
moderado de r2 (0.6-0.7) con una variante en DUS2. En la region 6p24.2-.1 (Figura
8.8-D) rs4711289 presentd una r? (0.6-0.7) con dos variantes, aparentemente en un

pequefio bloque, cercano a NEDD9.

Posteriormente, se realizd el modelo ajustado con las variables propuestas en la
literatura, asi como que tuvieran diferencia estadistica en el andlisis multivariado. El
modelo de regresién fue ajustado por edad (categoérica), sexo, IT y PC1. Para evitar
multicolinearidad, se determino que el factor de inflacion de la varianza fuera menor
a 10 en cada variante. En el QQ plot se puede observar que no hay evidencia de
estratificaciéon poblacional (A = 1.008) (Figura 8.6). Se identificaron 8 variantes
asociadas en el modelo, resumidas en la Tabla 8.5. Se encontraron dos variantes
cerca de AGR3, el alelo A de rs4559136 [OR = 0.30 (0.12-0.41), p = 8.64x1077] y el
alelo C de rs4320447 [OR =0.27 (0.15-0.47, p = 6.95x10] asociadas a menor riesgo
de EPOC. También, se encontr6 al alelo G de JHU_15.94073449 [OR = 10.97 (3.94-
30.53, p = 4.50x10°] cercano a MCTP2 asociado a mayor riesgo de EPOC. La
variante rs2901070, cercano a SERPINI1 por medio del alelo T se asoci6 a riesgo
de EPOC [OR =4.00 (2.21-7.25), p = 4.67x10%]. Cerca de ADGRB3, se encontraron
dos variantes asociadas a riesgo de EPOC, el alelo T de rs352523 [OR = 5.49x10°
(1.62-3.37), p = 5.49x10°] y el alelo T de rs9363933 [OR = 8.97x10° (1.62-3.49), p
= 8.97x109). Las variantes rs17257107 y 1:26450101-A-G en PDIK1L y DHDDS,
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respectivamente, por medio del alelo G se asociaron a riesgo [OR = 3.04, (1.86-
4.96), p = 9.00x109].

Las regiones cromosomicas de los lead SNPs asociados a EPOC en el modelo
ajustado se muestran en la Figura 8.9. En la region 7921.1 (Figura 8.9-A), la
variante rs4559136 muestra un alto desequilibrio de ligamiento (r?2 > 0.8) con
rs4320447, ambas cercanas a AGR3 y en mismo bloque de aproximadamente 100
Kb. El rs2901070 se localiza en la region 3g26.1 (Figura 8.9-B), entre SERPINI1 y
LINCO1330. En la region 6gl12 (Figura 8.9-C) se localiza el rs352523 fisicamente
muy cercano a rs9363933, con alto desequilibrio de ligamiento (r?2 > 0.8) con otra
variante, los cuales aparentemente se encuentran cercanos a BAI13. La region
1p36.11 (Figura 8.9-D) localiza a rs17257107 en PDIK1L con alto desequilibrio de
ligamiento (r? > 0.8) con otra variante en TRIM63, las cuales se encuentran en un

bloque de aproximadamente 100 Kb.
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Figura 8.4 QQ-plot del modelo sin ajustar (modelo 0).
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Tabla 8.4 Variantes asociadas a EPOC en grupo de estudio de acuerdo al modelo sin ajustar.

Alelo Frecuencia
Regidn SNP : Gen p OR IC (95%)
asociado | del alelo

20p12.1 rs6110505 C 0.57/0.42 MACROD2 | 1.88x10° | 1.87 | 1.44-2.41
5q23.2 rs12518621 A 0.35/0.5 LINC01170 | 3.06x10°% | 0.55 | 0.43-0.71
16g22.1 16:67993643-T-C C 0.14/0.26 DPEP2 4.89x10° | 0.46 | 0.33-0.64
16g22.1 exm-rs255049 C 0.14/0.26 DPEP3 7.08x10° | 0.47 | 0.33-0.65
6p24.2-.1 rs4711289 A 0.33/0.21 | AL445430* | 7.37x10° | 1.9 1.43-2.5
16g22.1 16:67977382-T-C C 0.13/0.25 DPEP3 8.78x10° | 0.47 | 0.33-0.65
16g22.1 16:67833171-T-C C 0.12/0.23 CENPT 9.44x10° | 0.45 | 0.32-0.64
16g22.1 exm2264618 C 0.12/0.23 RANBP10 | 9.44x10° | 0.45 | 0.32-0.64

Frecuencia de alelo: Casos/Controles, *: Cerca del gen

Tabla 8.5 Variantes asociadas a EPOC en grupo de estudio de acuerdo con el modelo ajustado.

Alelo Frecuencia
Regién SNP : Gen p OR IC (95%)
asociado | del alelo
7921.11 rs4559136 A 0.07/0.15 AGR3* 8.64x107 | 0.30 0.12-0.41
15926.2 | JHU_15.94073449 G 0.06/0.01 MCTP2* 4.50x10° | 10.97 | 3.94-30.53
3026.1 rs2901070 T 0.12/0.06 | SERPINI1* | 4.67x10° | 4.00 2.21-7.25
6ql12 rs352523 T 0.30/0.19 ADGRB3* | 5.49x10° | 2.33 1.62-3.37
7p21.1 rs4320447 C 0.08/0.15 AGR3* 6.95x10° | 0.27 0.15-0.47
6q12 rs9363933 T 0.27/0.16 ADGRB3* | 8.97x10° | 2.38 1.62-3.49
1p36.11 rs17257107 G 0.16/0.08 PDIK1L 9.00x10° | 3.04 1.86-4.96
1p36.11 1:26450101-A-G G 0.16/0.08 DHDDS 9.00x10° | 3.04 1.86-4.96

Frecuencia de alelo: Casos/Controles, *: Cerca del gen
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8.3.2 Estratificacion de variables en el modelo

8.3.2.1 Estratificacion por sexo

Debido a las diferencias estadisticas respecto al sexo, se estratificaron a los grupos
por sexo y se ajusto el modelo por las mismas covariables (edad, IT, estatus de
tabaquismo y PC1). Las variables de ajuste en hombres se resumen la Tabla 8.6,
en la cual la razén casos:controles fue 1:0.9. Los casos fueron significativamente de
mayor edad (p < 0.001), por lo cual los estratos de 61-70 (41.3%) y = 71 afios
(34.1%) contenian la mayor cantidad de sujetos, comparado con los estratos 51-60
(49%) y 61-70 afos (27.5%) que contienen a mas de % del grupo. El estrato de 40-
50 afos fue menor en casos (3%) que en controles (15.4%). Respecto al
tabaquismo, la proporcion de fumadores actuales fue menor en casos (29.9%) que
en controles (77.2%), con valores estadisticamente significativos (p <0.001); asi
como valores mayores en IT en casos con una mediana de 44 (27.5-60), que en
controles 28.9 (17.8-41.6), también con diferencias estadisticamente significativas
(p <0.001). Los componentes ancestrales, no fueron diferentes entre grupos, sin
embargo, el componente AMI fue el mayor en proporcidn, con valores de mediana
de 50.3% (38.2-63.1) y 48.4% (39.4-61.3) respectivamente en controles y casos,
seguido del EUR y AFR, con valores en mediana 47.6% (35.9-57.2) y 3.1% (2.2-
4.5) en casos y 45% (33.4-57.6) y 3.4% (2-4.7) en controles.

En mujeres, las comparaciones con las variables de ajuste se resumen en la Tabla
8.7, donde la relacién casos:controles fue 1:4.5. La edad en el grupo de casos fue
mayor, con mayor proporcion el estrato de 61-70 afios (53.1%), seguido de 51-60
afnos (28.6%) y por ultimo = 71 afos (18.4%), difiriendo de los controles, en los que
el estrato de 51-60 afios (42.7%) fue mayor, seguido de 61-70 afios (26.3%), 40-50
afos (24.1%) y =2 71 anos (8%). El grupo de controles presenta una mayor
proporcion de fumadores actuales (49%) comparado con los casos (80.7%), con
diferencias estadisticamente significativas (p <0.001). En la exposicion acumulada,
el grupo de casos presenta mayores valores de IT en mediana 31 (21-42)
comparado con 18 (10.1-30.4) en controles, existiendo diferencias en los grupos (p
<0.001). Respecto a los componentes ancestrales, resultaron con significancia

estadistica (p < 0.001) EUR y AMI, mientras que para EUR la mayor proporcién fue
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en casos (59.1% (47.4-67.2)) comparado con controles (45.4% (34.9-60.4)), para
AMI fue de manera inversa con una mayor proporcién en controles (50.6% (36.2-
60.4)) que en casos (37.6% (29.8-48.1)), en cambio en AFR el grupo de casos (3%
(2.3-4.6)) no obtuvo diferencias con controles (3.1% (2-4.4)).

En el analisis GWAS, graficado en Mahattan plot (Figura 8.10), se obtuvieron tres
variantes con significancia sugestiva de genoma completo, dos en hombres y una
en mujeres (Tabla 8.8). En el caso de los hombres, se obtuvo un valor significativo
en el alelo A de rs2762924, ubicado cerca de CYP24A1 se asocidé a menor riesgo
de EPOC [OR = 0.33 (0.21-0.53), p = 4.73x10°).El alelo A del rs10420331 [OR =
2.62 (1.73-3.98), p = 5.58x10%] y el alelo C del rs11084307 [OR = 2.83 (1.80-4.45),
p = 6.46x10°], ubicados en CACNGS8, se asociaron a mayor riesgo de EPOC. En
mujeres, se asociaron los alelos C de JHU_12.3109691 en TSPAN9 y rs3825365
en TEAD4 a menor riesgo de EPOC [OR = 0.16 (0.07-0.36), p = 7.79x10].

En el grafico de asociacion por regiones, respecto a los lead SNPs en hombres
(Figura 8.12), se localizé el rs10420331 en la region 19q13.42 (Figura 8.12-A) en
CACNGS, sin presentar desequilibrio de ligamiento. Por otro lado, en la regién
20q13.2 (Figura 8.12-B) se encontrg el rs2762924, cercano a CYP24A1 en un
blogue con un cluster de variantes, sin presentar desequilibrio de ligamiento. En
mujeres, la variante rs3825365 se ubica en TEAD4, localizado en la regién 12p13.33
(Figura 8.13), muy cercana fisicamente a otra variante, pero con desequilibrio de

ligamiento moderado (r2 = 0.6-0.8).
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Tabla 8.6 Variables de ajuste en el modelo estratificado en hombres.

n 167 149
Edad (afios) 67 (61-73.5) 58 (52-63) <0.001
40-50 afios, n (%) 5(1) 23 (15.4)
51-60 afios, n (%) 36 (21.6) 73 (49) <0.001
61-70 afios, n (%) 69 (41.3) 41 (27.5)
= 71 afios, n (%) 57 (34.1) 12 (8)
Tabaquismo
Fumador actual, n (%) 50 (29.9) 115 (77.2) <0.001
IT (paquetes-afio) 44 (27.5-60) 28.9 (17.8-41.6) | <0.001
Ancestria
AMI (%) 48.4 (39.4-61.3) 50.3 (38.2-63.1) 0.423
EUR (%) 47.6 (35.9-57.2) 45 (33.4-57.6) 0.483
AFR (%) 3.1(2.2-4.5) 3.4 (2-4.7) 0.706

Valores presentados en Mediana (RIC); n (%);

Tabla 8.7 Variables de ajuste en el modelo estratificado en mujeres.

n 49 171
Edad (afios) 64 (60-69) 56 (51-63) <0.001
40-50 afios, n (%) 0 (0) 41 (24.1)
51-60 afios, n (%) 14 (28.6) 73 (42.7) <0.001
61-70 afios, n (%) 26 (53.1) 45 (26.3)
2 71 afos, n (%) 9 (18.4) 12 (8)
Tabaquismo
Fumador actual, n (%) 24 (49) 138 (80.7) <0.001
IT (paquetes-afio) 31 (21-42) 18 (10.1-30.4) <0.001
Ancestria
AMI (%) 37.6 (29.8-48.1) 50.6 (36.2-60.4) | <0.001
EUR (%) 59.1 (47.4-67.2) 45.4 (34.9-60.4) | <0.001
AFR (%) 3(2.3-4.6) 3.1(2-4.4) 0.545

Valores presentados en Mediana (RIC); n (%);
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Manhattan plot en hombres con EPOC (Modelo ajustado)
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Figura 8.10 Manhattan plot del modelo ajustado estratificado en hombres.

Manhattan plot en mujeres con EPOC (Modelo ajustado)
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Figura 8.11 Manhattan plot del modelo ajustado estratificado en mujeres.
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Tabla 8.8 Variantes asociadas a EPOC de acuerdo con el modelo ajustado estratificado por sexo.

Hombres

20913.2 rs2762924 A 0.26/0.32 | CYP24A1* | 4.73x10° | 0.33 | 0.21-0.53
19g13.42 rs10420331 A 0.43/0.33 CACNGS8 | 5.58x10° |2.62 | 1.73-3.98
19g13.42 rs11084307 C 0.32/0.23 CACNGS8 | 6.46x10° | 2.83 | 1.80-4.45
Mujeres

12p13.33 | JHU_12.3109691 C 0.38/0.46 TSPAN9 | 7.79x10° | 0.16 | 0.07-0.36
12p13.33 rs3825365 C 0.38/0.47 TEAD4 7.79x10% | 0.16 | 0.07-0.36

Frecuencia de alelo: Casos/Controles, *: Cerca del gen
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8.3.2.2 Estratificacion por estatus de tabaquismo

Se estratificaron los grupos de acuerdo con el estatus de tabaquismo en fumadores
actuales y exfumadores. En los fumadores actuales, se resumen las variables de
ajuste en la Tabla 8.9. En los grupos, se presentd una razon casos:controles 1:34.
Respecto a la edad, existieron diferencias significativas (p <0.001), en donde el
grupo de casos fue mayor, siendo los estratos de 61-70 (41.9%) y 51-60 afios
(35.1%) los que comprenden la mayoria de los sujetos y menormente los de = 71
(17.6%) y 40-50 afios (5.4%). Por su parte, los controles que presentaron mayoria
en el estrato de 51-60 afios (47.4%) y reduciéndose en 61-70 (26.1%), 40-50
(21.3%) y = 71 afios (5.1%). Respecto al sexo, el grupo de casos presentd mas
hombres (67.6%) y el de controles mas mujeres (54.6%), existiendo diferencias
significativas (p <0.001). En cuanto al tabaquismo evaluado por IT, los casos
presentaron una mediana de 40.7 paguetes-afio (29.2-52.5) mayor a los controles
con una mediana de 24.6 paquetes-afio (13.5-38), que fueron significativas (p
<0.001). Existieron diferencias respecto a los componentes AMI (p = 0.022) y EUR
(p = 0.021), en los controles el componente AMI fue mayor (49.7 (36.2-60.4)) que
en casos [44.1 (31.3-53.2)], e inversamente, el EUR fue mayor en casos [51.8 (42.3-
64.4)] que en controles [46.7 (35.7-60.5)], sin embargo, en el AFR se presenté muy
similar en casos [3.1 (2.3-4.7)] y controles [3.2 (2-4.5)].

Por otro lado, en el andlisis en exfumadores (Tabla 8.10), result6 una razén
casos:controles de 1:0.5. El grupo de casos tuvo mayor edad con diferencias
significativas (p <0.001), en las que en el estrato de 61-70 (45.1%) y = 71 (37.3%)
concentra la mayoria de sujetos, disminuyendo en el de 51-60 (16.9%) y 40-50 afios
(0.7%); en cambio, en controles el estrato que albergan la mayor proporcién son el
de 51-60 (38.8%), seguido de 61-70 (29.8%), = 71 (16.4%) y 40-50 (14.9%).
Existieron diferencias de acuerdo con el sexo (p <0.001), mientras que en los casos
fue una proporcion de 82.4% hombres, para controles fue 50.7%. Acorde con el
historial acumulado de tabaquismo en IT existieron diferencias significativas entre
los grupos (p <0.001), siendo mayor en los casos (40 (23.6-57)), comparado con
controles (18.5 (9-30.5)). Respecto al componente ancestral, se presentan

diferencias significativas: en la comparacion del componente AMI (p <0.017), se
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presenta aumentado en controles (56.4 (41.9-68.5)) que en casos (47.6 (37.3-
60.6)); en cambio en el EUR ocurre lo contrario, se encuentra disminuido en
controles (40.9 (28.1-53.8)) y aumentado en casos (47.8 (35.9-58.5)); el
componente AFR fue muy similar en ambos grupos, 3.1 (2.2-4.3) en casos y 3.1

(1.6-4.2) en controles.

En el GWAS, se obtuvieron dos variables con significancia estadistica (Tabla 8.11),
una en la comparacion de fumadores actuales y otra en exfumadores, graficadas en
Mahattan plot en Figura 8.14 y Figura 8.15. En el grupo de fumadores actuales, se
encontré el alelo C de JHU_ 19.57835849, localizado en ZNF587B, asociado a
mayor riesgo de EPOC [OR = 3.15 (1.93-5.15), p = 4.29x10]. Por otro lado, en
exfumadores el alelo C de rs7644995 cercano a RTP3 se asocié a menor riesgo de
EPOC [OR =0.17 (0.08-0.37), p = 8.82x1079)].

De acuerdo al andlisis de asociacion regional en fumadores actuales, no se pudo
analizar la variante asociada JHU_ 19.57835849 en la region cromosomica
19g13.42 (Figura 8.16), sin embargo, al graficar la regién donde se encontraria,
existe un bloque de aproximadamente 400 Kb en el cual el lead SNP fue rs129720
en ZNF671, que presenta alto desequilibrio de ligamiento (r2 = 0.8) con dos
variantes, una en ZNF552 y ZNF587, gen en el que se ubica JHU_ 19.57835849
(Figura 8.16-A). En la asociacion regional en exfumadores, se encontré el lead SNP
rs7644995 en la region 3p21.31, entre los genes LTF y RTP3, sin embargo, no

presentd desequilibrio de ligamiento con alguna otra variante (Figura 8.16-B).
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Tabla 8.9 Variables de ajuste en el modelo estratificado en fumadores actuales.

: Fumadores actuales
Variable p
Casos Controles
n 74 253
Edad (afios) 63 (57.2-67) 56 (51-62) <0.001
40-50 afios, n (%) 4 (5.4) 54 (21.3)
51-60 afios, n (%) 26 (35.1) 120 (47.4) <0.001
61-70 afios, n (%) 31 (41.9) 66 (26.1)
= 71 afios, n (%) 13 (17.6) 13(5.1)
Sexo masculino, n (%) 50 (67.6) 115 (45.4) <0.001
Tabaquismo
IT (paquetes-afio) | 40.7(29.2-52.5) | 24.6(13.5-38) | <0.001
Ancestria
AMI (%) 44.1 (31.3-53.2) | 49.7 (36.2-60.4) | 0.022
EUR (%) 51.8 (42.3-64.4) | 46.7 (35.7-60.5) | 0.021
AFR (%) 3.1(2.3-4.7) 3.2 (2-4.5) 0.555
Valores presentados en Mediana (RIC); n (%);
Tabla 8.10 Variables de ajuste en el modelo estratificado en exfumadores.
Variabl Exfumadores
aftanie Casos Controles P
n 142 67
Edad (afios) 68 (63-74) 59 (54-67) <0.001
40-50 afios, n (%) 1(0.7) 10 (14.9)
51-60 afios, n (%) 24 (16.9) 26 (38.8) <0.001
61-70 afios, n (%) 64 (45.1) 20 (29.8)
> 71 afios, n (%) 53 (37.3) 11 (16.4)
Sexo masculino, n (%) 117 (82.4) 34 (50.7) <0.001
Tabaquismo
IT (paquetes-afio) |  40(23.6-57) | 185(9-30.5) | <0.001
Ancestria
AMI (%) 47.6 (37.3-60.6) | 56.4(41.9-68.5) | 0.017
EUR (%) 47.8 (35.9-58.5) | 40.9(28.1-53.8) | 0.023
AFR (%) 3.1 (2.2-4.3) 3.1 (1.6-4.2) 0.276

Valores presentados en Mediana (RIC); n (%);
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Manhattan plot en fumadores actuales con EPOC (Modelo ajustado)
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Figura 8.14 Manhattan plot del modelo ajustado estratificado en fumadores actuales.
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Figura 8.15 Manhattan plot del modelo ajustado estratificado en exfumadores.
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Tabla 8.11 Variantes asociadas a EPOC de acuerdo al modelo ajustado estratificado por estatus de tabaquismo.

Fumadores actuales

19913.43 | JHU_19.57835849 C 0.28/0.21 ZNF587B | 4.29x10°% | 3.15 1.93-5.15
Exfumadores

3p21.31 rs7644995 C 0.11/0.14 RTP3* 8.82x10°% | 0.17 0.08-0.37

Frecuencia de alelo: Casos/Controles, *: Cerca del gen
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Figura 8.16 Grafico de asociacion regional en modelo ajustado estratificado por estatus de tabaquismo. A. Fumadores actuales en

region 19p13.42, B. Exfumadores en region 3p21.31.

74



8.3.3 Regiones cromosOmicas

Las variantes que se encontraron asociadas a EPOC se encuentran en los
cromosomas 1, 3,5, 6, 7, 12, 15, 16, 19y 20 (Figura 8.17). En el circleplot se puede
observar que la region con mas variantes asociadas corresponde a 16g22.1 con 5
por el modelo sin ajustar. Posteriormente, la region comprendida entre 19913.42-
.43 presenta 2 variantes asociadas entre el modelo estratificado en hombres y en
fumadores actuales. Las regiones 1p36, 612 y 12q13.33 resultaron con 2 hallazgos
cada una de acuerdo al modelo ajustado y estratificado en mujeres. Las demas
regiones presentaron Unicamente una variante asociada, siendo en el modelo
ajustado 3g26.1, 7p21.1, 7p21.11 y 12p13.33; en el modelo sin ajustar 5q23.2,
6p24.2-.1y 20p12.1; y en los modelos estratificados en exfumadores y hombres, en
3p21.31y 20913.2, respectivamente.
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Figura 8.17 Circle plot de las regiones cromosémicas de los SNP asociados de acuerdo al
modelo de regresion realizado. M-: Modelo de regresion, 0: Sin ajuste, Aj: Ajustado, St:
Estratificado, H: Hombres, M: Mujeres, FA: Fumador actual, EF: Exfumador.

8.4 Relacion de variantes con el componente amerindio

Se compararon las medias de ancestria AMI en individuos que tuvieran la variante
asociada entre casos y controles, de acuerdo con el modelo estadistico en que se
haya encontrado, para después estimar la magnitud del efecto de esa variante
respecto al componente AMI, es decir, si la variante se direcciona a mayor/menor
componente AMI en casos o en controles.

En el modelo sin ajustar, se describen las variantes ordenadas de acuerdo con la

region cromosomica en la Tabla 8.12, todas las variantes resultaron cumplir una

distribucion aproximadamente normal respecto al componente AMI y la media en

controles fue mayor. En el alelo C de rs12518621 (Figura 8.18-A), los casos

tuvieron una media de componente AMI (0.439) significativamente (p = 0.046)
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menor a la de los controles (0.469), con una magnitud media del efecto muy
pequefia (d = 0.167); en las demas variantes (Figura 8.18-B-H) no se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas, a pesar de que en controles la media del

componente AMI era mayor.

Respecto a las variantes asociadas por medio del modelo ajustado (Tabla 8.13),
todas presentan una distribucion aproximadamente normal. Respecto al alelo T de
rs9363933 (Figura 8.19-F), existieron diferencias estadisticamente significativas (p
=0.016) en la media del componente AMI, en el cual fue mayor en controles (0.496)
gue en casos (0.464), presentando una magnitud media del efecto de 0.169; en las
demas variantes (Figura 8.19-A,C-E,G-H) no existieron diferencias
estadisticamente significativas, a pesar de que la media del componente AMI fue
mayor en controles que en casos, exceptuando al alelo G de JHU_15.94073449, en
el cual fue menor el componente AMI en controles (0.392) que en casos (0.428)
(Figura 8.19-B).

Las variantes asociadas en el modelo ajustado estratificado tanto por sexo y por
estatus de tabaquismo de acuerdo al componente AMI (Anexo XXI) se compararon
entre casos Yy controles, los cuales cumplieron con una distribucion
aproximadamente normal y los alelos asociados de controles tuvieron una
frecuencia mayor en componente AMI que en casos tanto en sexo (Anexo XXII)

como en estatus de tabaquismo (Anexo XXII), sin llegar a ser significativas.
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Tabla 8.12 Variantes asociadas en el modelo sin ajustar y su relacion respecto al componente AMI en casos y controles.

rs12518621 C 0.157 0.439/0.469 0.046 0.167
rs4711289 A 0.371 0.473/0.496 0.303 0.129
exm2264618 C 0.644 0.482/0.495 0.698 0.063
16:67833171-T-C C 0.644 0.482/0.495 0.698 0.063
16:67977382-T-C C 0.645 0.470/0.492 0.466 0.101
16:67993643-T-C C 0.520 0.469/0.489 0.478 0.105
exm-rs255049 C 0.457 0.462/0.491 0.304 0.154
rs6110505 C 0.208 0.462/0.464 0.923 0.008

*: Prueba de Shapiro-Wilk, 8: T-Student para muestras independientes

Tabla 8.13 Variantes asociadas en el modelo ajustado y su relacion respecto al componente AMI en casos y controles.

rs4559136 A 0.666 0.463/0.521 0.135 0.178
JHU_15.94073449 G 0.913 0.428/0.392 0.606 0.178
rs2901070 T 0.141 0.527/0.576 0.187 0.023
rs352523 T 0.769 0.484/0.517 0.145 0.284
rs4320447 C 0.555 0.450/0.520 0.068 0.188
rs9363933 T 0.166 0.464/0.496 0.016 0.169
rs17257107 G 0.126 0.425/0.456 0.365 0.317
1:26450101-A-G G 0.126 0.425/0.456 0.365 0.382

*: Prueba de Shapiro-Wilk, 3: T-Student para muestras independientes
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Figura 8.18 Distribucion de los alelos asociados en el modelo sin ajustar respecto a la ancestria amerindia. A. rs12518621, B. rs4711289, C.
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9 Discusion
El presente trabajo, segun nuestro conocimiento, es el primero que evalGa

susceptibilidad genética a EPOC en poblacion en México mediante la estrategia de

GWAS empleando un microarreglo enriquecido con variantes americanas.

Se pudieron evaluar 738,822 variantes genéticas de tipo SNP que, por definicion,
estuvieran con una frecuencia > 1% en la poblacion, de las cuales 23 se asociaron
a EPOC por significancia sugestiva de genoma competo (p <10x®). De estas, 17
muestran asociacion que sugiere cierta plausibilidad biolégica con la EPOC y
solamente 2 se asocian al componente AMI. Estas variantes, denominadas
comunes, presumen tener un efecto discreto en las enfermedades comunes y
complejas como la EPOC, que adicionalmente con la interaccion de variables

ambientales, aumentan el riesgo para desarrollar en algdn momento la enfermedad.
209,210

A pesar de que existe la discusion en cuanto a si los GWAS deberian tener 0 no
una hipotesis a priori, 21 nuestro trabajo se enfoc6 en identificar factores riesgo a
EPOC, con el fin de dar una respuesta biolégica al fenbmeno epidemioldgico de la
paradoja hispana, a pesar de que la mayoria de estudios se enfocan en encontrar
variantes de mayor riesgo para la enfermedad. Sin embargo, no descartamos que
existan variantes de mayor riesgo en nuestra poblacion, las cuales posiblemente

sean mayormente de contribucién europea, como la deficiencia de A1AT.

En este estudio, se incluyeron fumadores y exfumadores con consumo diario de
cigarros, sin embargo, estos difieren con los de la encuesta nacional de tabaquismo
en México (ENCODAT). %* Mientras que en la ENCODAT los consumidores diarios
de cigarros reportan un promedio de 7.4, en nuestro estudio reportamos una
mediana de 20 en sujetos con EPOC y 14 en fumadores sin la enfermedad; en el
mismo sentido, reportamos una mediana de 17 afios en edad de inicio en ambos
grupos, comparado con el reporte de 19.3 en promedio. Por otro lado, se ha
reportado que solamente el 5% de los fumadores diarios en México, consume mas

de 20 cigarros al dia. ?*? Debido a estas diferencias, se podria sospechar que los
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sujetos incluidos poseen un nivel de dependencia mayor al reportado en la
poblacion general, ya que se ha reportado que los fumadores diarios reconocen
tener un problema de autocontrol en su consumo, en comparacion de fumadores

ocasionales. 213

Asociaciones por modelo sin ajustar

Respecto al modelo sin ajustar por variables, 8 sefiales asociadas a EPOC con
significancia sugestiva, las cuales en caso de no haber tenido diferencias
significativas entre los grupos de comparacién, podrian ser mas fiables, por lo que
se argumentara que su asociacion no haya sido espuria mediante la revision de la

literatura.

La variante con mayor valor de significancia fue rs6110505 (p = 1.88x10°) la cual
no ha sido asociadas previamente a EPOC, sin embargo, en MACROD2 (Mono-
ADP Ribosylhydrolase 2), gen en el que se localiza, se han reportado algunas
asociaciones con la EPOC vy la funcion pulmonar. En un GWAS del estudio
SpiroMeta, la variante rs204652 en MACROD2 se asocio a disminucion de VEF1
analizado en todos los participantes (p = 6.81x10°, B = -0.187) y empeorando en
fumadores (p = 1.67x10°, B = -0.251). 1’2 Por medio de NGS (Next Generation
Sequencing) se ha asociado rs41275442 a mayor riesgo (OR = 2.1 (1.0-4.5)) a
padecer EPOC. 24 MACROD?2 codifica para una desacetilasa, que remueve las
ADP-ribosas de residuos de Aspartato y Glutamato en proteinas que contienen un
solo residuo ADP-ribosa. 2*®* Se ha encontrado en la mayoria de tejidos, sin
embargo, el transcrito muestra una expresibn aumentada en cerebro, 6rganos

sexuales masculinos y pulmoén 216, ademas también se ha asociado a autismo. 217218

La siguiente variante con mayor valor de significancia fue el rs12518621, localizado
en LINCO01170 (Long intergenic non-protein coding RNA 1170), el cual no se ha
asociado a ninguna patologia respiratoria; sin embargo, en pacientes con carcinoma
endometrial, se encuentra sobrexpresado. 2*° En la regién cromosémica 16q22.1
resultaron 5 variantes asociadas en 4 distintos genes. Las variantes exm-rs255049
y 16:67977382-T-C en DPEP3 y 16:67993643-T-C en DPEP2 no se han reportado
en patologias respiratorias, no obstante, los genes DPEP (Dipeptidase) presentan
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otras variantes asociadas a distintos fenotipos, como DPEP3 asociado
sobreexpresion en células de carcinoma escamoso 22°, asi como en el aumento de
niveles de HDL-C en conjunto con DPEP2, ??! gen que se ha reportado
subexpresado en células sanguineas en la produccién de IL-6 2?2, asi como
sobrexpresado en la presencia de infecciones virales como miocarditis inducida por
virus Coxsackie B3 ?23; los productos de estos dos genes (DPEP3 y DPEP2)
pertenecen a la familia de dipeptidasas unidas a membrana, enzimas con la funcién
de hidrolizar diversos dipéptidos como leucotrienos, el anillo betalactamico de
algunos antibiéticos, entre otros. 2?4 Dentro de esta region también se asoci6 la
variante 16:67833171-T-C en CENPT (Centromere protein T), factor necesario en
el ensamblado del centrémero en la mitosis, el cual participa en eventos de splicing
alternativo en células de cancer de pulmén metastasico, ??° se encontré expresion
alterada en el desarrollo pulmonar intrauterino, afectado por exposicion a alérgenos,
como ovoalbUmina en modelo murino. 226 Ademas de estos, la variante exm2264618
en RANBP10 (RAN Binding Protein 10) también se encontré asociada en esta
region cromosémica, este gen se ha evidenciado como supresor de tumores 2?7, el
cual se ha reportado como blanco de miR-361, afectando la supervivencia en cancer
de pulmdn. 222 Por (ltimo, la variante rs4711289 cercana a AL445430, no ha tenido
previas asociaciones y se presume que el gen no codifica ningln transcrito. Sin
embargo, permanece la interrogante del papel de las variantes en los genes
encontrados en laregion 16g22.1y su papel en el desarrollo de la EPOC de acuerdo
a su funcion, en la inflamacion, exacerbaciones, desarrollo pulmonar o posiblemente

en la respuesta a farmacos.

Asociaciones por modelo ajustado

Posteriormente, el modelo se ajustd por las variables de edad, sexo, estatus de
tabaquismo, IT y PC1, con base en que fueron las mas empleadas en otros GWAS
en donde la variable dependiente era la EPOC. Estas variables fueron elegidas con
el objetivo de incrementar la validez interna del estudio. ?2° Ademas, existieron
diferencias importantes en estas variables ajustadas en el modelo entre los grupos.
Primeramente, la edad juega un papel determinante en la EPOC, ya que la funcién

pulmonar disminuye naturalmente con la edad, debido a cambios estructurales y
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fisiol6gicos en el pulmén. ® Con base en esto, no incluimos sujetos mayores a 80
afios, ya que por lo general tienden a ser los casos mas graves. 1% Sin embargo, a
pesar de ello, el grupo de casos tuvo una edad mas avanzada que los controles.
Con el objetivo de controlar mejor la edad, y debido a la correlacién positiva que se
obtuvo con el tabaquismo medido en IT, se categorizé en estratos de 10 afios. EI'IT
mide la exposicion acumulativa de tabaquismo, el cual muestra una correlacion
negativa respecto a la obstrucciéon pulmonar 23°, hallazgo encontrado en los
participantes del estudio. Por otro lado, la variable de afios fumando de manera
continua resulté no ser un buen predictor de la disminucion de la funcion pulmonar,

a diferencia de lo propuesto por Bhatt et al., 2018. 23!

El rs4559136 fue el SNP asociado a EPOC con mayor valor de significancia, el cual
también mostro alto desequilibrio de ligamiento (r2 = 0.8) con el rs4320447, ubicados
en laregion 7p21, cerca de AGR3. El gen AGR3 (Anterior gradient protein 3) codifica
para la proteina de igual nombre perteneciente a la familia Anterior gradient, que
incluye a AGR2. Las AGR pertenecen a la superfamilia de proteinas disulfuro
isomerasas, las cuales contienen el dominio del nacleo de tiorredoxina, catalizando
actividades como redox de grupos tiol, intercambio de disulfuro y como chaperonas
en el reticulo endoplasmatico. 222 AGR3 se encuentra expresada en tejidos
pulmonares (pulmén y bronquios) 233 Debido a que el fenotipo evaluado en este
estudio fue la EPOC, el interés de la plausibilidad biolégica para el hallazgo es con
base en la fisiologia respiratoria. Las proteinas AGR se han relacionado
estrechamente con las mucinas, debido a su funcién biolégica de disulfuro
isomerasa en el reticulo endoplasmatico de células productoras de mucina. %3* Las
mucinas (especialmente MUC5AC y MUC5B) son de los principales componentes
del moco en las vias aéreas debido a sus propiedades reoldgicas. *° Se ha
reportado que una de las funciones de AGR3 y AGR2 es contribuir en la regulacién
de las células epiteliales multiciliadas en la via aérea. 2% En la EPOC, la
hipersecrecion de moco es un factor de mal prondstico, asociada a mayor nimero
de hospitalizaciones y exacerbaciones. 237 Respecto a esto, AGR3 se ha encontrado
alterada en muestras de tejido pulmonar en pacientes con EPOC, mas

abundantemente en pacientes con exacerbaciones infrecuentes, que con
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frecuentes, lo que podria sugerir que se encuentra relacionada con un proceso
infeccioso temprano, quiza con menor severidad a la enfermedad. 2*® Las funciones
fisiologicas de estas proteinas también se han evidenciado en la regulacion y
diferenciacion celular, principalmente asociado al desarrollo embrionario y
carcinogénesis. 239240 Respecto al desarrollo embrionario, se ha reportado que la
expresion de AGR3 se encuentra regulada por la via de sefalizacion Wnt, siendo
diferenciada en la etapa pseudoglandular y canalicular del desarrollo embrionario
del pulmén. 24! En relacién a la funcion que desempefia en la carcinogénesis, se
han reportado 231 variantes de AGR3 en el proyecto GTEx 24, identificadas en
cancer en tejidos de muestras de pulmon, piel (expuesta y no expuesta al sol),
tiroides, colon, prostata y pancreas. 2'¢ En relacién a las variantes genéticas en
AGR3, un GWMAS ha validado la asociacion de rs1636744 (B = 0.091, p = 7.1x10
9 a melanoma cutaneo maligno. ?*® Especificamente, la variante asociada
rs4559136, ha sido previamente asociada al fenotipo luddpata en poblacion
alemana, sin embargo, no alcanzg significancia de genoma completo (p = 7.26x10°
5 OR = 0.388, IC95% 0.243-0.619). 2** Con base en la literatura previa, y con el
efecto a proteccibn que muestran las dos variables encontradas, podriamos
proponer que los cambios en AGR3, los cuales no son estructurales sino mas bien
de expresién a la baja, alteran la expresion de MUCS5AC y MUCS5B, que se

manifiesta por una baja produccién de moco en fumadores.

La variante JHU 15.94073449 no ha sido asignada, sin embargo, se encuentra
localizada cerca de MCTP2 (Multiple C2 Domains-Containing Transmembrane
Protein 2), gen que se ha relacionado principalmente con patologias cardiacas y
algunas respiratorias. La funcion del producto de MCTP2 se relaciona con la
sefalizaciéon del Ca*? en la membrana celular. ?** En un principio se evidencié que
desempefia un papel importante en el sistema cardiovascular, ya que se asoci6 en
atresia mitral, por lo cual su funcidon estaba relacionada con el desarrollo del flujo de
salida cardiaco. 2*6 Sin embargo, el gen ha mostrado pleiotropia por fenotipos
respiratorios. Se report6 la variante rs12910412 asociada (p = 5.22x10°") a mayor
riesgo (OR = 1.30, IC95%=1.17-1.44) de EPOC en fumadores con el fenotipo clinico
de bronquitis crénica en un GWMAS. 118 Posteriormente, MCTP2 se encontrd
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diferencialmente expresado en células mesenquimales de pulmén y epidermis 247,
y en eosindfilos de esputo y lavado bronquioalveolar 248, asi como hipometilado (fold
change = -1.64) en el epitelio de la via aérea, en fumadores usuarios de pipa de
agua. 2%° Con base en esta informacion y de acuerdo con los resultados obtenidos,
ser podria proponer que la variante JHU 15.94073449, posee un papel regulador
de la expresion de MCTP2, que conlleva a un mayor riesgo (OR = 10.97, 1C95%=
3.94-30.53) de disminuir su expresion debido al dafio causado por la inflamacion

cronica en la via area de fumadores.

Otra variante que resultd significativa (4.67x10°) de fue la variante rs2901070 se
localiza cerca de SERPINI1 (Serine Protease Inhibitor, Clade I, Member 1),
perteneciente a la familia de inhibidores de serin proteasa como A1lAT, el cual
codifica para la enzima neuroserpina, un factor neurotréfico del activador de
plasminégeno del tipo tisular, activador de plasminégeno uroquinasa y plasmina. 2°°
SERPINI1 reporta una alta expresion del transcrito y proteina en el cerebro,
especificamente en la corteza cerebral, hipocampo y nuicleo caudado. 2'¢ Se ha
reportado con expresion diferencial aumentada en cancer de pulmon (media logz
~3.8) %1252 y tabaquismo (1.55 veces mayor) 2%, asi como disminuida en
hipertensiéon pulmonar (2.55 veces menor). 24’ Probablemente su asociacion en este
trabajo, pudo haber sido indirecta, y mas bien se asocie a la exposicion crénica de
tabaquismo, explicada por el mecanismo en el cual los niveles de activador de
plasmindégeno en el cerebro son aumentados por el tabaquismo (reflejado en niveles
aumentados en sangre debido a la nicotina). 25 Por lo que aumentaria la expresion
de SERPINI1 y con ello, la produccidon de neuroserpina, tratando de inhibir el
activador de plasmindégeno. De esta manera, la variante rs2901070, debido a su
cercania fisica (~ 40 Kb) con SERPINI1, y que se asocia al riesgo, podria

encontrarse en una secuencia reguladora que disminuya la expresion del transcrito.

Otro hallazgo de importancia, fueron las variantes rs352523 y rs9363933, que se
encuentran cercanas a ADGRB3 (Adhesion G Protein-Coupled Receptor B3),
también denominado BAI3 (Brain-Specific Angiogenesis Inhibitor 3). Este gen

participa en la regulacion de diversos aspectos del sistema nervioso central, como
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guia de axén, mielinizacién y sinapsis, 2°° por lo que se ha reportado con expresion
aumentada en regiones del sistema nervioso central, como en la corteza cerebral,
glandula pituitaria, hipotalamo, hipocampo, cerebelo y nucleo caudado. %16 Debido
a las funciones que desempernia y las regiones en las que se ha encontrado, se ha
reportado asociado a esquizofrenia 2°¢, trastorno bipolar 2>’ y adiccién a las drogas
258,259 por lo que se sospecha que también su asociacion con EPOC haya sido
indirecta, y més bien se relacione con la adiccion a la nicotina. La superfamilia de
los receptores acoplados a proteina G, contiene otras proteinas codificadas por
genes que se han involucrado directamente en el pulmon como ADGRA2, ADGRC1,
ADGRE5, ADGRF5 y ADGRGS6, 2% en los cuales no identificamos ninguna
asociacion. Sin embargo, distintas variantes en ADGRG6 (rs3817928, rs7776375,
rs6937121, rs11155242, rs148274477, rs262113) han sido asociadas a menor
funcién pulmonar en europeos, africanos e hispanos, 115120.122-124.136 en cambio en
nuestros sujetos solamente se encontr6 el rs3817928 con una frecuencia alélica

menor que los grupos reportados y sin ser significativo.

En la regién cromosomica 1p36.11 se obtuvieron dos variantes asociadas, sin
embargo, esta region es caracteristica por alojar una gran cantidad de genes, por lo
cual se podria confundir con aparentes asociaciones indirectas, que mas bien sean
producto de la corta distancia y podrian no tener una explicacion biologica en la
EPOC. Primeramente, la variante rs17257107 localizada en PDIK1L (PDLIM1-
Interacting Kinase 1-Like) no ha tenido reportes en ningun rasgo particular. Sin
embargo, su producto tiene funcién de proteina con actividad serina/treonina
quinasa, por lo que en GWAS se ha asociado a fenotipos dispersos, como el tamafio
del esqueleto en humanos 2%° y mejor calidad de composiciéon mineral en leche de
vaca 261262 ademas de reportar una expresion alterada en sujetos tras una cirugia
cardiotoracica. 262 Los reportes de este gen no muestran una clara funcién, sin
embargo, esta variante se encontr6 con alto desequilibrio de ligamiento con una
variante en TRIM63 (Tripartite Motif-Containing Protein 63), por lo que se sospecha
de una asociacion indirecta. Este gen, también denominado MURF1 (Muscle-
Specific Ring Finger Protein 1) ha sido ampliamente evidenciado con atrofia del

musculo esquelético %%4, una de las afectaciones clinicas sistémicas de la EPOC. 265
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En sujetos sanos, MURF1 se expresa en tejido muisculo esquelético y cardiaco, 216
sin embargo, se ha reportado que en pacientes con EPOC y atrofia del musculo
esquelético, la expresion de MURF1 se eleva hasta 517% 2 en pacientes estables,
y alin mas cuando presentan exacerbaciones agudas, %%’ ademas de comprobarse
en ensayos in vivo 268, sin embargo, no aumentan los niveles de la proteina. 2%
También, se ha reportado que la hipoxia tiene un efecto similar, aumentando la
expresion de MURF1. 2%° Esto sugiere que la hipertrofia del misculo, ademas de un
ambiente bajo en oxigeno, es regulada por un conjunto de factores de transcripcion
y sefalizaciéon, en la denominada via FoxO-1/Atrogin-1/MuRF1, de la cual
permanece mucha informacion sin explicar. De esta manera se argumentaria que
la variante cercana a TRIM63, por su localizacion cerca del gen tendria un papel
relevante en la expresion y/o regulacion de los factores de transcripcion, aunque no
tuvimos la significancia estadistica para identificarla, quiza por no incorporar al IMC
en el modelo, debido a que es més relacionada con la funcion pulmonar que con la
EPOC en si.

Por ultimo, en el modelo ajustado, la variante con mayor nivel de significancia (p =
9.00x10%), fue 1:26450101-A-G, la cual tiene valores idénticos a rs17257107, lo que
podria sugerir una localizacién fisica muy cercana, sin embargo, al no ser una
variante validada no se pudo graficar en Locus Zoom. Esta variante se encuentra
en DHDDS (Dehydrodolichyl Diphosphate Synthase), cuya proteina codificada
cataliza el alargamiento de la cadena cis-prenil para producir el esqueleto
polipropilenico del dolicol, un lipido portador glucosilico requerido para la biosintesis
de varias clases de glucoproteinas. 2’ En relacién con fenotipos relacionados con
fisiologia respiratoria, recientemente se asociaron en un GWMAS de 400,102
individuos con ancestria europea, a dos variantes en DHDDS, rs9438626 con CVF
(8.06x101%) y rs12096239 con VEF1 (2.08x101?). 21 Sin embargo, parece tratarse
de un gen pleiotrépico, el cual también se ha asociado a otros fenotipos,
principalmente con mutaciones puntuales en exon, las cuales son de baja frecuencia
y alta penetrancia, produciendo fenotipos como desorden congénito de glicosilacion

tipo 1 272 y renitis pigmentosa. 273274
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Los alelos asociados de los rs12518621 y rs9363933 presentan diferencia en la
frecuencia respecto al componente AMI en controles en comparacién con los casos,
sin embargo, como se menciona en la literatura 2’°, se cuantificé esta diferencia
mediante la d de Cohen, para evidenciar una diferencia del efecto, la cual result6
ser pequefia quiza debido al bajo nimero de sujetos con el alelo, ademas del hecho
que todos los sujetos son mexicanos mestizos seleccionados precisamente con
esta caracteristica. En la literatura, se han reportado otras variantes propias de
poblaciones AMI no encontradas en otras poblaciones, como algunos alelos de
HLA-DRB1 276, asi como variantes mas prevalentes en poblaciones mestizadas con
alto componente AMI, como el rs148533712 en RORA y rs11216230 en SIK3
relacionados con mayor dislipidemia; 2’7 rs964184 cercana a los genes BUD13,
ZNF259 y APOAS5 y asociada a altos niveles de triglicéridos; 27 asi como
recientemente se asocié a rs4133185 en AGMO con disminucion del VEF1. 23

Asociaciones por modelo estratificado

Debido al sesgo que podria ocurrir por la diferencia existente en las variables
dicotébmicas de ajuste en el modelo, se decidié estratificar, con el fin de nulificar la
diferencia de variables que se encuentren desiguales y obtener resultados de un
estrato en especifico. Sin embargo, los grupos se redujeron en nimero, por lo que
adicionalmente analizar mdultiples variantes puedo haber generado asociaciones
espurias. Entre los hallazgos en hombres, se asoci6 la variante rs2762924, cercana
a CYP24Al1 (Cytochrome P450, Family 24, Subfamily A, Polypeptide 1),
perteneciente a la gran familia de los catalizadores bioldgicos CYP450, del cual
CYP24A1 en particular, es la enzima encargada del catabolismo de la vitamina D a
su forma activa y posterior degradacién. 27° La deficiencia de vitamina D en suero,
se ha correlacionado con disminucién de la funcién pulmonar. 28° Ademas se ha
reportado que en EPOC, la expresion de CYP24A1 esta incrementada por TGF-31,
estos niveles aumentados disminuyen la expresion de mediadores constitutivos del

hospedero, aumentando el dafio tisular en la via aérea. 28!

En el modelo estratificado en hombres se obtuvieron dos variantes asociadas
(rs10420331 y rs11084307) en CACNGS8 (Calcium Channel, Voltage-Dependent,
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Gamma-8 Subunit), gen que recientemente se ha encontrado con expresion
alterada en leucocitos en asma atépico en adolescentes. 282 Ademas, en el
estratificado en mujeres se asociaron dos variantes fisicamente muy préximas, sin
embargo, ya que una variante no esta validada, no se pudo relacionar si se
encontraba en desequilibrio de ligamiento. La JHU 12.3109691, localizada en
TSPAN9 (Tetraspanin 9), el cual se ha visto expresado en la activacion plaquetas
283 asi como modulador de endosomas en infecciones virales 224, sin embargo,
hasta ahora no existe una clara relacion con EPOC. La otra variante asociada fue
rs3825365 en TEAD4 (Tea Domain Family Member 4), un gen cuyo transcrito
parece tener una participacion en la hipoxia, debido a su rol como estimulador
transcripcional de VEGF (Vascular endothelial growth factor) bajo condiciones de
bajo oxigeno 28 | relacionado con la via de HIF-1, los cuales se han encontrado en
niveles aumentados en tejido pulmonar de pacientes con EPOC. 286 Estratificando
en fumadores actuales, se reporto la variante JHU_19.57835849 en ZNFP587B, la
cual existe poca informacién. Sin embargo, presenta un alto desequilibrio de
ligamiento con otra variante en ZNF154 (Zinc Finger Protein 154), la cual se ha
asociado a la regulacion en procesos de cancer. 28728 Ppor (ltimo, en la
estratificacion por fumadores, se asocié rs7644995 cercano a RTP3 (Receptor-

Transporting Protein 3), el cual ha tenido reportes en un rasgo en especifico.

De las 97 variantes en 20 loci con mas reportes en la literatura encontramos 34 en
17 loci en nuestra muestra (Anexo XX), sin embargo, a pesar de que no alcanzaron
valores de significancia de genoma completo, algunas variantes muestran
significancia menor a 0.05 y frecuencias alélicas similares a las reportadas en la
literatura, por lo que la falta de poder estadistico debido al reducido numero de
participantes incluidos, entre otros factores, podria ser la causa de estos resultados.
Las variantes del gen FAM13A han sido replicadas mayormente en europeos,
posiblemente por ello las variantes rs1903003 [OR = 0.70 (0.51-0.97), p = 0.033],
rs2869967 [OR = 1.44 (1.04-1.99), p = 0.025], rs7671167 [OR = 0.64 (0.47-0.89), p
= 0.007] mostraron frecuencias alélicas similares a las reportadas en estas
poblaciones, asi como valores de riesgo en la misma direccién 108112,115118,125

confirmando el hallazgo en nuestra poblacion; de la misma manera, las variantes
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rs2609255 [OR = 1.47 (1.02-2.12), p = 0.041] y rs2609264 [OR = 1.51 (1.05-2.17),
p =0.028], reportadas previamente en poblacién asiatica 126, muestran una direccién
similar del riesgo, aunque las frecuencias alélicas difieren respecto a los asiaticos,
pero no comparado con europeos. La variante rs2277027 en ADAM19 [OR = 0.66
(0.48-0.90), p = 0.012] presenta una frecuencia alélica menor a la reportada en otras
poblaciones del 1kGP 289, asi como un efecto inverso al reportado en europeos e
hispanos. 115123 |a variante rs615098 en MMP12 mostré asociacién [OR = 0.56
(0.32-0.98), p = 0.043] a EPOC, sin embargo la direccion del efecto es contrario al
reportado en europeos 12 y las frecuencias alélicas reportadas son el doble a las
obtenidas en nuestra muestra. 28° Respecto a las demas variantes reportadas en la
literatura en poblaciones europeas e incluso algunas replicadas en hispanos, no se
obtuvieron diferencias estadisticas menores a p = 0.05, sin embargo, las frecuencias
alélicas oscilan de manera general entre un 10-20% mayor o menor, respecto a las
poblaciones europeas; asi como de manera general de un 3-5% respecto a las
poblaciones americanas de referencia. A pesar de que muchas de estas previas
asociaciones han sido replicadas en poblacion hispana 123, no se tiene conocimiento
de que se hayan reportado solamente en mexicanos. Ademas, la inclusion de otras
poblaciones no mexicanas con mayor componente caucdasico (cubanos) o africano
(puertoriquefios) dentro de los hispanos, el gran nimero de sujetos de estudio, entre

otros factores, podrian ser las causas de no haber replicado en nuestro analisis.

La estratificacion poblacional es un fenébmeno que, de no contemplarse, puede
inducir asociaciones tanto de falsos positivos, como falsos negativos. 2°° Por lo que
se han implementado métodos para poder evaluarla, entre los cuales utilizamos tres
de los mayormente utilizados por su validez y confiabilidad. Primeramente,
utilizamos el método de asociacion estructurada por medio de ADMIXTURE & para
poder determinar la proporcion de componentes ancestrales. Segun la literatura,
existe un gradiente respecto a los componentes ancestrales en las regiones del
Pais: mientras en los estados de la region Centro-Sureste aumenta el AMI,
disminuye el EUR; inversamente a la region Norte, donde aumenta el EUR y
disminuye el AMI. 894 Sin embargo, de acuerdo a esto, se sospecharia que los

pacientes con EPOC del grupo de casos pertenecieran a la region Norte y los

91



fumadores del grupo control mas al Centro-Sureste, lo cual de ser cierto, se

reflejaria en valores elevados de A.

Las diferencias en la funcién pulmonar por el grupo racial o étnico han sido un tema
ampliamente discutido en la neumologia. 2°129?2 Debido a esto se han creado
ecuaciones de referencia que incorporan caracteristicas inherentes de la poblaciéon
estudiada. ° En el caso de las poblaciones mestizadas, ha sido complejo asignar un
grupo racial especifico a la variabilidad inherente de estos sujetos, o que podria
provocar sesgos de informacion y una incorrecta asignacion de valores de
referencia. ® Por lo que en estas poblaciones, especificamente hispanas, se han
creado valores de referencia 2°32%, por lo cual en este estudio consideramos valores
para individuos adultos de México 18, a diferencia de otros estudios que utilizan

referencias estandar, sin considerar el grupo étnico o racial. 164

Entre las poblaciones hispanas, se ha evidenciado que los valores de funcién
pulmonar aumentan en poblaciones con mayor proporciéon de individuos de
ancestria AMI y disminuyen respecto a la ancestria EUR. *° Por lo que el
componente AMI en estas poblaciones podria ser el causante del aumento de
valores de funcién pulmonar, evidenciados en estudios con enfermedades
respiratorias obstructivas como EPOC %7273 y asma. 81.2952% En el presente
estudio, nuestro objetivo se centré demostrar un aumento en el componente AMI en
individuos fumadores sin EPOC en sujetos de una misma poblacién, sin embargo,
nuestra variable de desenlace fue la obstruccion pulmonar dicotomizada, por lo que
posteriormente seria deseable evaluar a la funciébn pulmonar como variable

desenlace respecto al componente AMI en los mismo sujetos.

Al comparar las proporciones de los componentes ancestrales de nuestros sujetos
de estudio con los participantes de origen mexicano de MESA 74y HCHS/SOL17®
(entre los cuales no existe una diferencia tan marcada), sin embargo, presentan
mayor componente AMI (48-49%) que nuestros casos (46.6%) y mayor EUR (47%)
gue nuestros controles (45.5%), asi como un aumento en el AFR (4%), lo cual
tendria diversas posibles explicaciones. Primero, la cantidad de marcadores en

comun con las poblaciones de referencia es variable, en nuestro estudio se
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obtuvieron 147,197 variantes en comun con las poblaciones de referencia, mientras
que en MESA 74y en HCHS/SOL 176 ocuparon respectivamente 144,564 y 431,143
SNP en comun altamente informativos con sus poblaciones de referencia. Segundo,
las poblaciones de referencia utilizadas en este estudio no fueron las mismas a
ellos, ya que en este estudio se utilizaron como referencia, en poblacion europea
solamente a CEU vy africana solamente a YRI del HapMap %, asi como la
combinacion de Zapotecas de Oaxaca, Mayas de Campeche y Tepehuanos de
Durango del Native Mexican Diversity Panel 8 como referencia AMI; en MESA 174
se utilizaron poblaciones del HGDP (Human Genome Diversity Project) 2°7, en el
cual la contribucion AMI fue referida de 5 poblaciones (Karitiana, Surui,
colombianos, Mayas y Pimas), la EUR con 8, (orcadianos, adigués, rusos, vascos,
franceses, italianos, sardos y toscanos) y la AFR con 6 (Bantués, Mandenka,
Yorubas, San, pigmeos Mbuti, pigmeos Biaka). Tercero, los estudios MESA 174y
HCHS/SOL 17¢ incluyen sujetos de origen mexicano en EE. UU. de las regiones con
mayor concentracion de migrantes latinos (MESA 1%0: Los Angeles, CA; Forsythn,
NC; St. Paul, MN; Chicago, IL; New York, NY; Baltimore, MD. HCHS/SOL >*: San
Diego, CA; Miami, FL; Chicago, IL; Bronx, NY), los cuales, en el caso de los
mexicanos, no representan a la generalidad de la poblacion del Pais, ya que segun
cifras de la Secretaria de Gobernacion de México, las entidades de Michoacan,
Guanajuato, Ciudad de México, Jalisco y San Luis Potosi suman mas del 40% del
origen de emigrantes hacia las ciudades mencionadas anteriormente en EE. UU. 2%
Los estudios MESA Lung/ SHARe %%, Costa Rica " y HCHS/SOL'’® han sido los
Unicos estudios que han evaluado variantes genéticas por GWAS en individuos de
origen hispano con EPOC, sin embargo, con excepcion del Costa Rica, los agrupan

como un anico grupo, lo cual no seria homogéneo en sus componentes ancestrales.

Adicionalmente, se utilizé el método de PCA, el cual es el mas utilizado en los
GWAS, ya que minimiza la variabilidad total de los componentes ancestrales de
cada individuo. El PC1 es elegido para minimizar la varianza mayor en los sujetos
de estudio, seguido del PC2 y asi respectivamente, hasta que el PCn explicaria la
menor variacion entre la poblacion. ° En nuestros resultados, el PC1 pudo

determinar el 43.53% de la varianza en la ancestria en la poblacion de estudio, por
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lo cual se tomé una variable de ajuste en el modelo de regresion logistica. Al
graficarse en PC1 y PC2, los fumadores y pacientes con EPOC mostraban un
ordenamiento similar a lo reportado por el Proyecto de Diversidad del Mexicano %4,
lo cual nos indica que los individuos del estudio tienen caracteristicas de la

poblacidén general mexicana.

También se determind por control gendmico el factor de inflacion A, el cual debe ser
<1.05 para considerar que no existe estratificacion poblacional 2°%; en nuestro
estudio, obtuvimos un valor de 1.06 en el modelo sin ajuste, sin embargo después

de ajustar por las demas variables, incluido PC1, este valor se redujo a 1.008.

Por medio del coeficiente de coancestria (6) por IBD fuimos capaces de identificar
a 23 individuos que tenian alguna relacion directa hasta segundo grado con los
participantes, lo cual, de no haberse identificado pudo haber causado un sesgo de

estratificacion poblacional debido a la relacion criptica. 2%°

El presente estudio no estd exento de limitantes, una de las principales fue
tecnologia del microarreglo en si misma, ya que incluye variantes que tienen una
cobertura mayor en poblaciones africanas y americanas en conjunto, por lo cual
alrededor de 500,000 variantes tuvieron una frecuencia menor al 1% o nula en
mexicana, en parte, debido al enriquecimiento del microarreglo con variantes de
poblaciones africanas. Ademas, 6 de las variantes asociadas no tuvieron una
identificacion asignada en bases de consulta internacional, ya que las poblaciones
mestizas han sido de las menos evaluadas en GWAS.

El tamafio de muestra empleado fue reducido, comparado con los estudios
previamente mencionados, ya que diversos métodos empleados, como PCA,
control genémico, ademas de las multiples variantes evaluadas, son dependientes
del tamafio de muestra, y entre mas amplio sea, valores mas validos pueden

resultar. 197

La manera en la que se definio a la EPOC fue mediante lo indicado por GOLD 2017
1, sin embargo, existen otros criterios que pueden definir a la EPOC 3%, como la

indicada por ATS/ERS 2004. 301 Recientemente, se ha reportado que las variantes
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asociadas difieren respecto a la definicion de EPOC utilizadas, incluso en la misma
poblacién. 3 Ademas, dicotomizar una variable como la obstruccion pulmonar,
tiende a disminuir su variabilidad, limitando estadisticamente su andlisis. 302
Ademas, existen algunos participantes con limitacion al flujo de aire, que se
encuentran en valores limitrofes respecto a la obstruccién (relacion VEF1/CVF post
broncodilatador < 0.7), los cuales de continuar fumando se ha reportado que
pudieran desarrollar la enfermedad o disminuir su funcion pulmonar [ = -4.45
(-8.6,-0.36)]. 3°% Por otro lado, también existen pacientes con EPOC GOLD |,
estadio menos severo de la clasificacion de severidad GOLD 1, los cuales se ha
reportado que tras la cesacion al tabaquismo, el VEF:1 puede aumentar
significativamente 2% al afio, pudiendo llegar a niveles normales de acuerdo a la

edad de cesacion. 304

A pesar de ser una técnica relativamente novedosa para el estudio de
enfermedades complejas, los GWAS presentan algunas desventajas. Puede dar
paso a potenciales falsos positivos debido a las multiples pruebas realizadas por
cada variante, lo que conlleva a utilizar pruebas estadisticas mas astringentes como
Bonferroni. 3% Sin embargo, estos niveles rigurosos de significancia estadistica
dejarian atras variantes que pudieran ser relevantes, pero con efectos mas

discretos.

Algunos de los genes en que se localizaban las variantes asociadas se han
relacionado con cancer. Ademéas de la EPOC, el tabaquismo crénico produce
diferentes tipos de cancer, principalmente cancer de pulmén, laringe, rifién, vejiga,
estbmago, colon, cavidad oral, es6fago y leucemia, 4 De hecho, la EPOC
secundaria a tabaquismo es un factor de riesgo a cancer de pulmén [HR =5.0 (1.5-

17.1)] 2%, sin embargo, este desenlace no fue evaluado.

Ademas de esta estrategia, estratificamos por sexo y estatus de tabaquismo, sin
embargo, se redujo el numero de individuos por grupo, posiblemente al ajustar por
estas variables se pudo haber sobreajustado los resultados, creando posiblemente

asociaciones espurias o bien dejando fuera asociaciones verdaderas. 3%/
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Permanecen todavia las variantes asociadas sujetas a una replicacion en una
poblacion de estudio independiente, ya que los resultados de los GWAS no finalizan
con las variantes asociadas a nivel de significancia propuesto, se necesita una
robusta replicacion de las variantes en otra poblacién de estudio para validar el
hallazgo, ademas de la existencia de plausibilidad bioldgica del efecto de la variante

en el rasgo. 107308

10 Conclusiones

Empleando la estrategia de andlisis de genoma completo empleando un
microarreglo enriquecido con variantes americanas, se identificaron variantes
genéticas asociadas a EPOC en fumadores mexicanos mestizos, que sugieren
plausibilidad biologica en la enfermedad. Existen diferencias en el componente
amerindio entre fumadores con EPOC, respecto a los que no la presentan. El
componente amerindio parece tener un efecto ambivalente en la enfermedad,
debido a que toméndolo en consideracion tiene un efecto de proteccion, sin
embargo, algunas variantes asociadas al mayor riesgo se encuentran relacionadas
en individuos con mayor componente amerindio. Existen variantes previamente
reportadas en la literatura, las cuales se asociaron a EPOC en nuestra muestra,
presentando tendencia al riesgo en el mismo sentido del reportado, sin presentar
significancia debido al reducido tamafio de muestra. Los resultados obtenidos estan
sujetos a validacion poblacional, para confirmar o descartar factores genéticos de

riesgo en la EPOC.
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Salud Titulo Cuarto Capitulo I. La disposicion final de los RPBI y CRETIS procedentes de las
tecnicas utilizadas en el proyecto debera realizarse de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana
NOM-087-ECOL- SSA-1-2002, Proteccién Ambiental, Salud Ambiental, Residuos Peligrosos
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Q . INSTITUTO NACIONAL
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"Afio del Centenario de la Promulgacién de la Constitucion Politica de los Estados Unidos Mexicanos"”

México D. F. a de 201

Consentimiento Informado
Protocolo: Participacion de la contribucion ancestral amerindia en la adaptacién a hipoxemia por
grandes altitudes y sus implicaciones en las enfermedades respiratorias obstructivas en Mexicanos
mestizos e indigenas

Descripcion del protocolo
El objetivo de este estudio es identificar variantes genéticas que participen en la adaptacién a hlpoxemla por vivir a
grandes altitudes y su participacion en la disminucion de oxigeno provocada por enfermedades respiratorias obstructivas
en mexicanos mestizos e indigenas. Adicionalmente, se busca que la informacién generada por el presente protocolo,
en un futuro, nos ayude a comprender la fisiopatologia de estas enfermedades, asi como identificar grupos de riesgo,
que podrian ayudar en la prevencidn y tratamiento de enfermedades relacionadas a la hipoxemia.

Procedimiento de participacion en el protocolo

Consiste en tres partes:

Primera: Toma de medidas clinicas no invasivas: IMC, presién arterial, oximetria de pulso, dxido nitrico exhalado y
espirometria.

Segunda: Toma de una muestra de 21 ml. de sangre obtenida por puncién en la vena del antebrazo. La cual sera utilizada
para la extraccién del material genético (ADN y ARN) presente en/las células nucleadas de la sangre, el cual, a su vez,
se convierte en el material de trabajo de los procesos necesarios en la identificacion de variantes genéticas que
constituyen riesgo o proteccion a la aparicion, desarrollo a hipoxemia. Las muestras de material genético procedentes
de su sangre se manejan con claves de identificacion, con la finalidad de resguardar la informacion relacionada a su
persona.

Tercera: Recoleccion de datos en un formato escrito, en donde le solicitamos responder a un cuestionario con
informacion acerca de sus antecedentes médicos, estado de salud, residencia actual y previa de hasta 2 generaciones
anteriores a usted.

Riesgos probables

En la toma de muestra sanguinea (venopuncion) puede sentir molestia a la puncién con la aguja, un ligero sangrado, y
equimosis (aparicion de un moreton). La muestra de sangre es tomada por personal capacitado para tal fin, lo que
disminuye estos riesgos probables. Adicionalmente existe disponibilidad de tratamiento médico para el procedimiento
de toma de muestra e indemnizacion a que legalmente tendria derecho, por parte de la institucion, en el caso de dafios
que la ameriten, directamente causados por la venopuncion y que, si existen gastos adicionales, éstos serdn absorbidos
por el presupuesto de la investigacion.

Aceptacion de participacién en el protocolo

Al aceptar participar en el presente protocolo, después de haber leido y pensado su decision, usted esta confirmando las
siguientes aseveraciones:

Acepto de manera voluntaria donar esta muestra de sangre para todos los estudios genéticos que corresponden a
este protocolo y recibiré una copia de este formato de mi consentimiento informado para mi registro personal.
Entiendo que de la muestra de sangre extraeran el material genético para realizar estudios sobre diferentes genes que
pueden ocasionar hipoxemia; ademds se me ha explicado que las muestras obtenidas serdn almacenadas de manera
segura y en condiciones optimas para su preservacion en un area especial dentro del laboratorio de HLA del INER.

Se me ha explicado a cerca de las complicaciones que puedo llegar a presentar como consecuencia de la puncion.
Estoy satisfecho con la informacion que se me ha proporcmnado y mis preguntas han sido contestadas
satisfactoriamente.

He leido y me han explicado claramente en que consiste esta forma de consentimiento informado con respecto al uso
de mi muestra de sangre en el presente protocolo de investigacion.
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Entiendo mis derechos y requerimientos y sé que por lo tanto si decido no participar lo puedo hacer sin necesidad de
justificar mi decisién y sin que por este motivo se vea alterado mi trato como paciente.
Entiendo que estos estudios son realizados con fines de investigacion y no ofrecen mejoria en el tratamiento.
Estoy de acuerdo que mi identidad permanecerd anénima en caso de que mi historial médico sea revisado por personas
ajenas a estos estudios de investigacion.
Entiendo que al firmar esta forma de consentimiento no estoy cediendo ninguno de mis derechos legales, también
entiendo que nada en este consentimiento intenta cambiar ninguna ley aplicable en relacion a los consentimientos
informados.
De igual manera, al donar mi muestra de sangre esta puede ser usada para otros estudios relacionados a enfermedades
respiratorias y/o como control de referencia (creacion de un banco de muestras). Dichas muestras pueden ser
almacenadas hasta por 15 afios. Si [] No[]

Nombre del participante Firma Fecha (Dia/Mes/Afio)
Nombre del Testigo 1/Relacion o Parentesco Firma Fecha (Dia/Mes/Afio)
Nombre del Testigo 2/Relacion o Parentesco Firma Fecha (Dia/Mes/Afio)

Compromiso del Investigador:

Certifico que, de acuerdo a lo mejor de mis conocimientos, el paciente (0 su representante legal) que firmé este
consentimiento recibié una explicacién clara, completa y detallada de las investigaciones que se realizaran con su
muestra de sangre y ha tenido oportunidad de preguntar libremente cualquier duda respecto a la naturaleza, riesgos y
beneficios de su participacion en este protocolo de investigacion, asi como una copia del presente consentimiento
informado.

Este formato de consentimiento informado cumple con los lineamientos establecidos en el reglamento de la Ley General
de Salud en materia de Investigacion para la salud. Todos los conceptos plasmados en la declaracion de Helsinki se han
cumplido.

Investigador responsable: Dr. Rameés Falfian-Valencia Sello de autOl'lZZ.iCIOI:l'ComltC de Etica en
Contacto: Laboratorio de HLA, 5487 1700 ext. 5152; Para Investigacion, INER:
preguntas, dudas y problemas relacionados a su participacion
con la Dra. Rocio Chapela M. Presidenta del Comité de
Ciencia y Bioética en Investigacion del INER: 5487 1700
exts. 5254 y 5110.

Fecha:

Dia Mes Afio

Firma del
Investigador
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Anexo VI Cuestionario, parte 1/2
INER P

Ismael Cosio Villegas

DE SALUD

Protocolo: Participacion de la contribucion ancestral amerindia en la adaptacién a hipoxemia
por grandes altitudes y sus implicaciones en las enfermedades respiratorias obstructivas en
Mexicanos mestizos e indigenas. Codigo Comité de Etica en Investigacion: B14-17

CUESTIONARIO

1 Exp. /Hist.:
Fecha de toma de muestras: i
DD/MM/AAAA :
I Dx:
Lugar de toma de muestra: I
I .
Datos generales: ; GOLD:
Nombre: |
Nombre(s) Apellido Paterno Apellidéo Matémo™= "~ "~ "= "= "7~

Lugar de Nacimiento:

Localidad, estado

Edad: Género: Fecha de Nac.

ARos Masculino o Femenino DD/MM/AAAA
Peso: Estatura: Grupo Sanguineo y Rh:

Kgs Metros y cms. Si lo conoce, indiguelo
Domicilio:
Calle NUm. Ext. / Int.

Colonia C.P. Deleg./Mun. Estado
Tel: ( ) Religion: Estado Civil:

(Lada) Particular y/o de Oficina

Acerca de sus padres v abuelos:

Vive(S/N)

Lugar de nacimiento

Causa de muerte, sea el
caso

Padre

Madre

Abuelo paterno

Abuela paterna

Abuelo materno

Abuela materna




% Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias i
Ismael Cosio Villegas

INER Anexo VIl Cuestionario, parte 2/2 o saLUD
Antecedentes heredopatoldgicos:

Enfermedad Usted | Familiar Parentesco
EPOC, Asma, CA de pulmén, fibrosis:

Hipertension arterial (HTA)

Diabetes mellitus tipo I

Enfermedades autoinmunes (LES, AR, DM)

Cardiopatias (Enf. del corazén):

Alergias (alimentarias, medicamentosas, ambientales).

En caso de padecer EPOC, ¢ hace cuanto tiempo lo diagnosticaron?: y ¢, Cuanto tiempo antes
inicio con sintomas relacionados (dificultad para respirar, tos crénica, etc.)?

Tratamiento médico (S/N): Ventolin (Salbutamol) (__ ) Foradil (Formoterol) (__ ) Onbrize (Indacaterol) (__ )
Seretide (Fluticasona/Salmeterol) () Atrovent (Bromuro de Ipratropio) (__ ) Combivent (Salbutamol/Bromuro
de Ipratropio) (__) Miflonide (Budesonida) (___) Spiriva (Bromuro de Tiotropio) (__) Otro:

Actualmente ¢ es usted fumador? (S/N) o ¢exfumador? (>1 afio) (S/N)?
¢A qué edad empez6 a fumar? y si dejo de fumar ¢a qué edad lo hizo?
¢ Cuantos afios ha fumado de manera continua? ¢ Cuantos cigarrillos por dia?

Calcule el indice tabaquico [(Cigarros al dia) x (afios fumando)]/20:

Las personas que lo rodean ¢fuman? , ¢,Con qué frecuencia?

En el lugar donde vive ¢ utilizan lefia para cocinar u otros usos?

¢, Con que frecuencia? (hrs. /dia, afios) ¢, Se expone directamente?

Calcule el indice de exposicion al humo de lefia [(Horas dia) x (afios exposicion)]:

¢A qué se dedica usted? ¢Es una actividad al aire libre?

¢, Se expone a humos (quema de pastos, sembradios, cafia, etc.), vapores, gases y/o solventes (industria textil,
pinturas, calzado, etc.), polvos (asbesto, cemento, productos de construccién en general)?
Sia ¢ Cual?

En caso afirmativo, ¢ utiliza usted equipo de seguridad (mascarilla, cubrebocas, etc.)?

¢, Convive con animales domeésticos o de granja? ¢, Cudles y cuantos?

Entrevistador: Firma:




Cata Sheat: Ganctyping

Anexo VIII Hoja 1/2 de caracteristicas de Infinium® Multi-Ethnic AMR/AFR BeadChip.
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Infinium® Multi-Ethnic AMR/AFR BeadChip

A cost-effective array for understanding complex diseass in Hispanic and African American

populations.

Introduction

The Infinium Multi-Ethnic AMRMAFA BeadChip harneesse content
from Phaee 3 of the 1000 Genomes Project (1kGP]', Coneortium on
Asthma emong African-ancastry Populations in the Americaa (CAAPA),
Population Architecturs uaing Genomics and Epidemiclogy (PAGE),
T20-3Eanea Coneortium, OMIM, Clinvar, ACMEG, cariar acresning
pensle, ard other rescurces to create a mulipurpoes, mukisthnic
arrey. 'With = 1.4 milion expertly selected markars, the Infinum
Multi-Ethnic AMA'AFR BeedChip enables identification of genetic
g&a0citions with common and rere traits, providing irmight acroes
Hiapanic and Afiican American populations to epidemiclogits, heakh
cars ressanchera, population geneticiets, and genomic researchers
[Tebla 1-E).

Maximized Imputation Accuracy

Corsortium pariners developed content for the Infinium Multi-Ethnic
AMP/AFR BeadChip using teaging strategies with the powar o
perform mone effective esaociation studies in Hispenic and Afiican
American populationa. The nowel dgorithm salecta population-apecific
end traneathnic tag SNPs thet maximize imputation accurecy, &3
mputetion hes become e standerd prectics in the intarpretetion of
genotyping data and alows for more accurate stetistical infersnce of
genotypes not directly genctyped.

Expert-Selected Content

The Infinium Multi-Ethnic AMRAFA BeadChip combines expartly

salected merkera ard comant from the most populer llumine

commercial arraye with the moet curment genomic imformiation.

Pessarchars can detect both common end mare vanente acroas

Hiapanic and Afiican American populationa and impute veriants ina

west numbser of subpopuletions.

The Infirium Multi-Ethnic AMPYAFH BeadChip comtains the

ficllowing content:

» Highly informative Hispenic and Afican American genome-wids 18g
SMPe from the Infinium HumenCore-24 BeadChip

* Afiican Diaspora Coreortium Power Chip content identified
through sequencing of B32 ndividusle by CAAPA

* Gernome-wide coverage for diverse populstione selected by PAGE
using & new croes-population tagging strategy

* Totel exonic content of > 380,000 merkers including the Infinium
Exome-24 BeedChip content and Mulisthnic exome comtent
designed by PAGE

»  Owver 17,000 veriants choean to be rdevant to clinical and
pharmecogenstic studies and 23,000 hand-curated varants
picked for functional, immunclogical, oncological, ancestry, and
forensic applicatiors

For Research Uss Onlyg Not Tor uss in diagnostio procsdurnes.

Table 1: Multi-Ethnic AMRYAFR BeadChip Product Information

Featuirs Dmsaription
Totd Ma. of Markers 1430141
Capadity for Custom Bead 245,000

Types
Mo, Zamples por BeadChip B
DA Input Reguirement 20 ng

Ay Chemistry Infiium® LCG

Instrument Support iScar® or HiScan® Sysiem

Sarnpla Thoughpuss ~ 1087 samplesweck

Sioan Time per Sampl m"ﬂm :E“:‘HE’“"‘

[ e — Value® Pt Bymoeification
Call Faabe 0BT e ey—"
Reproduckiity 09.90% »000%

Log A Diviation 040 <040
Spaaing Mear Madian B0 %
Spacig k) 2.06 QED 517

& Estmated sampieth based on uss:of 1 HEDan System, 1 MrsLoader 2, 1
Tacan miood, and & 5- day work wesk
b. ¥al s ara darived from genolyping TD Hapkiap migsroa

s,
. el Gpected ko bypcal using standard |umina preto. Tk sampas
s by methods otfer 1han siandarnd | kimina prinook M st

Table 2: Imputation Accuracy for Hiepanic and African
Populations from 1kGP at Different MAF Thresholds

Minor Allele Frequency (MAF) Threshold

Populatior® 05-1% 1-5% = 5%
AFR AL 20.0% 0E.T%
AMR B1.3% 201% 06 5%

& AFA: African; AWMP: &3-mied Amankoan.”

Table 3: LD Mean r2 for Hiepanic and African Populations from

1kGP at Different MAF Threeholde

Minor Mllsle Frequency (MAF Threshold
Population® 05-1% 1-5% = 5%
AFR 0.1e2 D408 0B84
AME 0414 [k 0UE30

& AFA: African; AWMF: &3-mied Amankoan.”



Anexo IX Hoja 2/2 de caracteristicas de Infinium® Multi-Ethnic AMR/AFR BeadChip.

Cata Sheet: Genctyping

Table 4: Multi-Ethnic AMR/AFR BeadChip Markar Information

Marker Category No. of Markers

Exoric Markosrs 381,196

Introric: Markers A0 952

Monserse Markers 10,687

Misserss Markers B3

Synamymous Markens 18,183

Minchondrial Markers 646

Indsls 11,74

S Chromosomes 3!:.1{35 2;, AL a7Ea G
Ordering Information

Irfinium Multi-Ethric AMR/AFR-8 1.0 Kit Cartalog Mo

16 samplss 20001000

45 samples 20001091

05 sampies 20001002

254 samples 20001003

Irfiniurm Multi-Ethric AMR/AFR-B4 w10 Kit*  Catalog Mo,

16 samplas 200010404

45 samplos 20001005

B samples 20001006

234 samples 20001007

8. Erabked foraddional pustom ooimient.

Leamn More

To leam maore about the Infinium hMulti-Ethnic AMRAFA vi1.0
BeadChip ard other llumine gencotypirg products and servcse, visk
werailumine.comdtechniquea/popular-spplicationa’gancty ping. hirnl
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Table &: Multi-Ethnic AMPYAFR BeadChip High-Value Content

Content

ADME Core and
Extended Gerse"

ADME Ciore and
Extended Gensa®
+- 10k

APCE

Blocd Phenotypa

COSMIC Ganes
G0 CVE Genes*

Detebasa of
Genomic Variants

edTLs
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HLA Genea
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KRB~

Neanderthal SMPs

NHGR GWAS
Catalog®

Rs=fSeq 3" LMTH:
R=fSeq &' LMTH=
RsfSeq All TR
R=fSeq

R=fSeq +~10 kb
RefSeq Promotars

RsfSeq Splica
Regions

Mo, of
Markers
14,981

18114

75

754,833
200,973

1.120,149

474

18,050

17
1708
10,053
34,284
23848

SELTD
230,320
933,435

33,500

4947

Aemearch Application f Mobe
Drug rmetabolzm and excretion

DOrug metabolzm and excretion
{+ regulatory ragiors]

Cardicveaoular diseasa,
Alzheimer's dissese,
mmunoreguletion, end cogrition

Blood phenotypes

Somatic mutetione in cancer
Cardicveacular corditions
Genomic atructural veriation

Genomic koci regulating mBMA
expression kevals
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Dissersa defares, frareplant
rajection, and eutoimmune
deomdsre

Dissersa defares, frareplant
rajection, and eutoimmune
deomdsre

Autcimmune diecrders and
desess defarss

Neandarthal ancestry and
human population migration
Markers from publshed genome-
wids gzaociafion studes

3" untrenslated regiora of known
genss

&' unirenelated regiora of nown
QenEs

All untrarskted regions of
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All kreown genes
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Anexo X Histogramas de variables demogréficas y de tabaquismo.
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Anexo Xl Histogramas de variables de funcion pulmonar.
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Anexo Xll. Histogramas de componentes ancestrales.
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Anexo XllI Variables demogréficas y de antecedentes de los grupos de estudio.

Edad de todos los participantes Sexo de todos los participantes IMC de todos los participantes
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2 100-
3
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.
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Caso Con\rol Con\rol Caso Control
Grupo Grupo Grupo

A. Edad en anos, B. Sexo, C. IMC.

Algln abuelo espafiol de todos los participantes  Antecedentes con EPOC de todos los participantes

300~ 300~
200~ 200 -
100~ 100 -

COntrol COntroI
Grupo Grupo

Numero de participantes

>

A. Participantes con algun abuelo espafiol, B. Participantes con antecedentes de EPOC



Anexo XIV Variables de tabaquismo en los grupos de estudio.

Consumo de cigarros por dia de todos los participantes Tiempo fumando de todos los participantes
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Anexo XV Variables espirométricas de los grupos de estudio.

VEF1 (L) de todos los participantes VEF1 (%) de todos los participantes
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Anexo XVI Variables de ancestria en los grupos de estudio.

Porporcién de ancestria por grupo de estudio
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Proporcién de los componentes ancestrales promedio de grupo de estudio. MXM-CA: Casos
mexicano mestizos, MXM-CO: Controles mexicanos mestizos



Anexo XVII Variables clinicas en los pacientes con EPOC

Casos por severidad GOLD
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A. Edad de diagndstico en afios, B. Proporcion de pacientes con EPOC segun estadio GOLD.



Anexo XVIII Andlisis de componentes principales entre PC1-PC2 y PC3 en los grupos de estudio
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Anexo XIX Frecuencias alélicas de las variantes asociadas de acuerdo al modelo resultante.

Alelo Frecuencia en estudio Frecuencia en 1kGP

SNF asociado | Global | Casos | Controles | Global | Europeos | Americanos
Modelo sin ajustar (modelo 0)
rs6110505 C 0.48 0.57 0.42 0.45 0.63 0.49
rs12518621 A 0.44 0.35 0.5 0.34 0.26 0.43
16:67993643-T-C | C 0.21 0.14 0.26 ND ND ND
exm-rs255049 C 0.21 0.14 0.26 0.34 0.19 0.26
rs4711289 A 0.25 0.33 0.21 0.29 0.22 0.25
16:67977382-T-C | C 0.20 0.13 0.25 ND ND ND
16:67833171-T-C | C 0.19 0.12 0.23 ND ND ND
exm2264618 C 0.19 0.12 0.23 ND ND ND
Modelo ajustado
rs4559136 A 0.12 0.07 0.015 0.19 0.06 0.10
JHU_15.94073449 | G 0.03 0.06 0.01 ND ND ND
rs2901070 T 0.08 0.12 0.06 0.04 0.02 0.08
rs352523 T 0.23 0.30 0.19 0.33 0.17 0.22
rs4320447 C 0.12 0.08 0.15 0.21 0.06 0.10
rs9363933 T 0.21 0.27 0.16 0.25 0.12 0.19
rs17257107 G 0.11 0.16 0.08 0.12 0.18 0.11
1:26450101-A-G G 0.11 0.16 0.08 ND ND ND
Estratificado por sexo
rs2762924 A 0.3 0.26 0.32 0.37 0.32 0.28
rs10420331 A 0.37 0.43 0.33 0.53 0.46 0.41
rs11084307 C 0.27 0.32 0.23 0.3 0.36 0.24
Estratificado por estatus de tabaquismo
rs3825365 C 0.43 0.38 0.47 0.35 0.13 0.37
rs7644995 C 0.13 0.11 0.14 0.09 0.23 0.12




Anexo XX Comparacion de variantes asociadas a EPOC y funcién pulmonar previamente en la literatura y nuestro estudio.

Alelo Estudio Reporte previo :

Locus/loci SNP de OR IC 95% D MAF ORI Re' Rasgo Frecuencia en 1kGP
efecto global asociado EUR AMR AFR EAS
rs13147758 G 0.96 0.69-1.34 | 0.845 | 0.278 0.251145§ VEF1/CVF 0.420 0.320 | 0.042 | 0.313
rs1828591 G 1.07 0.77-1.49 | 0.662 | 0.335 0.72 1088 EPOC 0.426 0.330 | 0.482 | 0.313
rs13118928 A 0.97+ | 0.69-1.35* | 0.831 | 0.676 0.72 1088 EPOC 0.578 0.700 | 0.915 | 0.686
HHIP rs12504628 C 0.98 0.70-1.37 | 0.936 | 0.334 -0.07 109§ VEF1/CVF 0.421 0.320 | 0.092 | 0.315
rs1980057 T 1.00 0.71-1.40 | 0.982 | 0.321 0.37 13 ¢ VEF1/CVF 0.422 0.300 | 0.042 | 0.314
rs13141641 T 1.07* ]0.77-1.51* | 0.673 | 0.680 1.321228 EPOC 0.575 0.710 | 0.951 | 0.674
rs13118083 A 1.00 0.72-1.39 | 0.967 | 0.431 1.231138 EPOC 0.494 0.500 | 0.896 | 0.514
rs1051730 A 1.08 0.73-1.58 | 0.687 | 0.234 1.17 1278 EPOC 0.369 0.220 | 0.087 | 0.027
CHRNAZ3/5 rs12914385 T 1.05 0.72-1.53 | 0.777 | 0.261 1.39 1178 EPOC 0.405 0.230 | 0.165 | 0.289
rs17486278 A 0.90* | 0.62-1.31* | 0.569 | 0.747 1.431228 EPOC 0.634 0.780 | 0.703 | 0.711
rs1903003 C 0.70 0.51-0.97 | 0.033 | 0.465 0.76 1258 EPOC 0.446 0.530 | 0.370 | 0.429
rs2869967 C 1.44 1.04-1.99 | 0.025 | 0.468 1.29125 8 EPOC 0.400 0.420 | 0.670 | 0.542
EAML3A rs6830970 A 0.89 0.64-1.23 | 0.510 | 0.478 0.30 1158 VEF1/CVF 0.659 0.530 | 0.575 | 0.489
rs7671167 C 0.64 0.47-0.89 | 0.007 | 0.486 0.73 1168 EPOC 0.506 0.550 | 0.419 | 0.447
rs2609255 T 1.47+ ]1.02-2.12* | 0.041 | 0.742 0.51 126 = VEF1/CVF 0.759 0.700 | 0.695 | 0.583
rs2609264 T 1.51* |1.05-2.17* | 0.028 | 0.748 0.51 126 * VEF1/CVF 0.764 0.700 | 0.722 | 0.579
GSTCD-INTS12- rs10516526 G 1.23 0.61-2.48 | 0.556 | 0.044 0.09 123 1 VEF1 0.064 0.060 | 0.027 | 0.000
NPNT rs17331332 A 1.08 0.52-2.22 | 0.820 | 0.043 56.79 115§ VEF 0.065 0.060 | 0.005 | 0.000
rs34712979 A 1.28 0.77-2.12 | 0.326 | 0.099 1.261298 EPOC 0.231 0.130 | 0.013 | 0.000
rs7733088 A 0.96* | 0.68-1.35* | 0.809 | 0.636 0.81 1278 EPOC 0.367 0.550 | 0.289 | 0.636
HTR4 rs3995090 C 0.96* | 0.68-1.35* | 0.787 | 0.645 0.03 123 1 VEF1 0.381 0.550 | 0.247 | 0.719
rs11168048 T 1.10 0.78-1.53 | 0.572 | 0.352 -0.40 115 8 VEF1/CVF 0.612 0.450 | 0.807 | 0.282
TGFB2 rs993925 T 0.87 0.63-1.21 | 0.418 | 0.298 0.04 123 ¢ VEF1/CVF 0.309 0.290 | 0.337 | 0.464
ADGRG6 rs3817928 A 1.09* | 0.96-1.69* | 0.682 | 0.834 -0.57 18 ¥ VEF1/CVF 0.767 0.800 | 0.792 | 0.910
ADAM19 rs2277027 A 0.66* | 0.48-0.90* | 0.012 | 0.539 0.33123H VEF1/CVF 0.642 0.660 | 0.359 | 0.874
MMP12 rs615098 A 0.56 0.32-0.98 | 0.043 | 0.094 0.01 1128 VEF1/CVF 0.190 0.140 | 0.368 | 0.150
THSD4 rs12899618 G 0.77+ | 0.40-1.47* | 0.427 | 0.933 0.08 123 ¢ VEF1/CVF 0.857 0.910 | 0.884 | 0.898
ARMC2 rs2798641 T 1.00 0.72-1.39 | 0.977 | 0.315 -0.04 23 ¢ VEF1/CVF 0.183 0.270 | 0.039 | 0.285
PTCH1 rs16909898 A 0.60* | 0.32-1.11* | 0.100 | 0.949 0.38 123 ¥ VEF1/CVF 0.903 0.930 | 0.869 | 0.916
MECOM/EVI1 rs1344555 T 1.15 0.82-1.61 | 0.390 | 0.362 -0.03 123 1 VEF1/CVF 0.201 0.310 | 0.202 | 0.683
HDAC4 rs12477314 T 0.68 0.40-1.14 | 0.150 | 0.106 0.05123 ¢ VEF1/CVF 0.198 0.150 | 0.011 | 0.288
RARB rs1529672 C 0.90* | 0.63-1.28* | 0.546 | 0.718 -0.05 13 ¢ VEF1/CVF 0.853 0.730 | 0.784 | 0.606
MMP15 rs12447804 T 0.91 0.66-1.25 | 0.570 | 0.430 -0.04 13 ¢ VEF1/CVF 0.183 0.390 | 0.031 | 0.354
KCNE2 rs9978142 T 0.84 0.46-4.53 | 0.576 | 0.073 -0.05 13 ¢ VEF1/CVF 0.138 0.060 | 0.168 | 0.002

+: Valores inversos a los encontrados, 8: Europeos, *: Asiaticos, u: Hispanos.




Anexo XXI Variantes asociadas en el modelo ajustado estratificado por sexo y estatus de tabaquismo y su relacion respecto al componente AMI en
casos y controles.

Hombres

rs2762924 A 0.446 0.486/0.520 0.163 0.197
rs10420331 A 0.163 0.474/0.518 0.146 0.253
rs11084307 C 0.710 0.462/0.506 0.090 0.249
Mujeres

JHU_12.3109691 C 0.482 0.458/0.531 0.139 0.392
rs3825365 C 0.482 0.458/0.531 0.139 0.392
Fumadores actuales

JHU_19.57835849 C 0.233 0.407/0.424 0.555 0.092
Exfumadores

rs7644995 C 0.069 0.423/0.433 0.859 0.003

*: Prueba de Shapiro-Wilk, 8: T-Student para muestras independientes



Anexo XXII Distribucién de los alelos asociados en el modelo ajustado estratificado por sexo y estatus de
tabaquismo respecto a la ancestria amerindia.

Alelo A de rs10420331 Alelo C de rs11084307

Alelo A de rs2762924
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Alelo C de JHU_12.3109691 Alelo C de rs3825365
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Variantes asociadas en hombres A. rs10420331, B. rs11084307, C. rs2762924. Variantes asociadas
en mujeres D. JHU_12.3109691, E. rs3825365

Alelo C de JHU_19.57835849 Alelo C de rs7644995
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2 22
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Variantes asociadas en fumadores actuales A. JHU_19.57835849. Variantes asociadas en
exfumadores B. rs7644995.



	Portada 

	Contenido 

	Resumen 

	1. Introducción 
	2. Antecedentes 
	3. Planteamiento del Problema  
	4.Justificación  
	5. Hipótesis 
	6. Objetivos 
	7. Material y Métodos
	8. Resultados 
	9. Discusión  
	10. Conclusiones 
	11. Bibliografía
	Anexos

