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Glosario

%: Porcentaje.

°C: Grado centigrado.

: Mas o menos.

Mayor que.

Menor que.

Mayor o igual.

: Menor o igual.

uL Microlitro.

pMM: Micromolar.

#2; Prueba de chi cuadrado.

5" Extremo 5 de la cadena de DNA.

3": Extremo 3" de la cadena de DNA.

Accidente Cerebrovascular: sucede cuando el flujo de sangre a una parte del
cerebro se detiene al no recibir nutrientes ni oxigeno, las células cerebrales pueden
morir, lo que causa dafio permanente.

ADN: Acido Desoxirribonucleico, conocido como el material genético que contiene
las instrucciones necesarias para el desarrollo y funcionalidad de los organismos.
AHA: Asociacidon Americana del Corazon por sus siglas en inglés, es el maximo
referente cientifico en cardiologia de Estados Unidos y el resto del mundo.

Alelo: formas alternativas de un gen que se diferencian en su secuencia.
Apolipoproteina: Es una proteina que contiene y transporta lipidos por el torrente
sanguineo.

Aterosclerosis: Deposito e infiltracion de sustancias lipidicas en las paredes de las
arterias de mediano y grueso calibre, en forma de placas de ateroma, que origina
una reacciéon inflamatoria y la proliferacion de las células musculares lisas de la
pared. Todo ello produce el estrechamiento de la luz arterial y la pérdida de
elasticidad de las arterias.

Ateroma: Lesiones que se inician en la capa mas interna de la arteria, con
acumulacion de lipoproteinas de baja densidad (LDL) y migraciéon de células
inflamatorias.

Claudicacién Intermitente: es el sintoma mas comun de la patologia
aterosclerotica, se caracteriza por dolor en los miembros inferiores.

DANE: Departamento Administrativo Nacional de Estadistica, que tiene como
objetivo la difusion de estadisticas poblacionales, econémicas e industriales en el
territorio Colombiano.

Desnaturalizacién: ruptura por medios quimicos o fisicos de las interacciones no
covalentes, como los enlaces de hidrogeno del ADN.

Diabetes Mellitus tipo 2: La diabetes mellitus tipo 2 es un trastorno metabdlico que
se caracteriza por hiperglucemia (nivel alto de azucar en la sangre).

Dominante: El alelo que se expresa en el heterocigoto.

Enfermedad Arterial Periférica: Obstruccion aterosclerética de arterias
periféricas
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https://es.wikipedia.org/wiki/Cardiolog%C3%ADa
https://es.wikipedia.org/wiki/Estados_Unidos
https://es.wikipedia.org/wiki/Hiperglucemia

Enfermedades Cardiovasculares: Se relaciona con todo tipo de enfermedades
relacionadas con el corazon y los vasos sanguineos cuyo origen puede ser
ateroscleratico.

EC: Enfermedad Coronaria.

EDTA:Acido etilen diamino tetra-acético.

EHW: Prueba de Equilibrio de Hardy Weinberg.
eNOS: Sintetasa de 6xido nitrico endotelial.

EROs: Especies reactivas de oxigeno.

Fst : Medida de diferenciacion genética poblacional.
HDL: Lipoproteinas de alta densidad.

Hg: Mercurio.

HTA: Hipertension.

IL-1: Interleuquina 1.

IL-6: Interleuquina 6.

IAM: Infarto Agudo de Miocardio.

ICAM-1: Molécula de Adhesion celular tipo 1.

ITB: indice Tobillo Brazo.

LDL: Lipoproteinas de baja densidad.

LOX-1: Receptor 1 de LDL oxidada.

MCP-1: Proteina quimiotactica de monocitos.
mg:Miligramo.

MgClz: Cloruro de Magnesio.

mL:Mililitro.

mm: milimetros.

MMP-1: Metaloproteinasa-1.

NF-kB: Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa.
NO: Oxido Nitrico.

NacCl:Cloruro de Sodio.

PCR: Reaccién en Cadena de la Polimerasa.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.
oxLDL:Proteina LDL oxidada

PA:Presion Arterial.

PAD:Presion Arterial Diastdlica.

PAS: Presién Arterial Sistdlica.

PGI: Prostaciclina .

PON-1: Paraoxonasa-1.

SNP:Polimorfismo de un solo nucleétido.
TGF-B:Factor de crecimiento transformante beta.
TNFa: Factor de necrosis tumoral alpha.

VCAM-1: Moleculas de adhesién vascular endotelial.



Resumen

Introduccion: Las Enfermedades Cardiovasculares son la principal causa de
mortalidad en América Latina, mientras que la Enfermedad Arterial Periférica (EAP)
es la tercera causa de morbilidad cardiovascular aterosclerotica. El hallazgo de los
factores de riesgo, la interaccion con polimorfismos y marcadores genéticos de
ancestria, proporcionan informacién acerca de la etiologia de la enfermedad.
Objetivo: Determinar la asociacion entre factores de riesgo, ancestria y
polimorfismos genéticos con EAP, en una poblacion del departamento del Cauca.
Métodos: Se realiz6 un estudio de corte transversal en 10.000 sujetos 240 afos de
36 municipios, a partir de esta poblacién se tamizaron 500 casos y 500 controles
(1:1) mediante el indice tobillo brazo, se tomaron datos epidemiolégicos y una
muestra de sangre periférica previa firma del consentimiento informado,
posteriormente se calculd la razon de momios (Odds Ratio, OR), con intervalos de
confianza del 95%, utilizando tablas de 2x2 y Chi-cuadrado para estimar
significancia, en un modelo de regresion logistica. Se utiliz6 como nivel de
significancia un p<0.05 y las pruebas estadisticas fueron de dos colas. Se utilizo El
programa STRUCTURE v2.3.4 para determinar la mezcla ancestral de la poblacion.
Para los analisis genéticos se utilizaron los programas PLINK (Version 1.07; http://
pngu.mgh.harvard.edu/purcell/plink) y SNPassoc del programa R version 2.6.1.
Resultados: La prevalencia de EAP fue 4.4%; (4.7% en mujeres vs. 4.0% en
hombres), siendo la diabetes el factor de riesgo mas prevalente (23%). La EAP
estuvo asociada con hipertension (OR =4.6), diabetes (OR=4.3), dislipidemia
(OR=3.1), obesidad (OR=1.8) y cigarrillo (OR=1.6). El analisis de interaccion entre
los factores de riesgo mostré que diabetes, dislipidemia y obesidad presentaron 13.2
veces mas riesgo para EAP y cuando se agregd hipertension al modelo, el riesgo
fue el mas alto (OR=17.2). En los casos y los controles, se observd un mayor
porcentaje de mujeres con EAP (53,4%), respecto a los hombres (46,6%), el
namero de individuos con EAP se increment6 en el rango de 70 a 79 afios de edad
(43.25%). La proporcién de pacientes segun la Clasificacién de Fontaine mostré que
el 33% fueron asintomaticos y el sintoma mas frecuente fue claudicacion
intermitente no limitante reportada por el 34,3% de los hombres y el 36% de las
mujeres. Los resultados mostraron una base genética ancestral diversa, la cual fué
48% Nativos Americanos, el 39% Europeos y el 14% Africanos. Los polimorfismos
de los genes MTHFR rs1801133 (OR=1,4), VEGF rs699947 (OR =2.7) y rs2010963
(OR=1,5), NOS3 rs891512 (OR=1,7) e ICAM-1 rs5498 (OR=2,1), fueron asociados
con EAP. La ancestria amerindia se comporté como factor protector, mientras que
la ancestria europea increment6 la asociacion del polimorfismo rs1801133 del gen
MTHFR (OR=1,5) y la ancestria africana se asoci6 con el polimorfismo rs2010963
el gen VEGF (OR=2,4). Conclusiones: La presencia de factores de riesgo cémo,
hipertension, diabetes, dislipidemia y cigarrillo, con variantes polimorficas de
MTHFR, VEGF, NOS3, e ICAM en personas con ancestria africana y europea
incrementaron el riesgo a EAP mientras que la ancestria amerindia se comporté con
efecto protector para la enfermedad en el departamento del Cauca.

Palabras clave: Enfermedad arterial periférica; indice tobillo-brazo; factores de
riesgo; polimorfismos: ancestria.



ABSTRACT

Introduction: Cardiovascular disease are the main cause of mortality in Latin
America, and the Peripheral Artery Disease (PAD) is the third cause of
cardiovascular morbidity. Assessing cardiovascular risk factors and the interaction
between genetic polymorphisms and ancestry genetic markers, provide information
regarding the etiology of the disease. Aim: To identify the association of risk factors,
ancestry and genetic polymorphisms with PAD in a population from Department of
Cauca, Colombia. Methods: We conducted a cross-sectional study including 10.000
subjects aged 40 years and over from 36 municipalities and we identified 500 PAD
cases and 500 controls (1:1) by using ankle-brachial index as a screening method.
We further collected epidemiological data and a blood samples from cases and
controls. We conducted logistic regressions and determined associations based on
Odds Ratios, considering 95% confidence intervals, and a significance threshold of
p<0.05 obtained from Chi-squared test. STRUCTURE v2.3.4 was used to determine
the ancestry admixture of the study population. PLINK V1.07 and SNPassoc,
implemented in R v2.6.1, were used to perform genetic association analyses.
Results: The prevalence of PAD was 4.4% (4.7% in women and 4% in men) and
the most prevalent risk factor was diabetes (23%). PAD was associated with
hypertension (OR=4.6), diabetes (OR=4.3), dyslipidemia (OR=3.1), obesity
(OR=1.8) and smoking (OR=1.6). We found, based on the interaction analyses,
diabetes, dyslipidemia and obesity showed 13.2 higher risk for PAD and the risk
increased when hypertension was added to the model (OR=17.2) . In the case-
control study, we observed a higher prevalence of PAD in women (53.4%) compared
to men (46.6%) and in the age group of 70-79 years (43.25%). According to the
Fontaine Classification, we observed that 33% of the population were asymptomatic;
on the other hand, a mild intermittent claudication was reported for 34.3% of men
and 36% of women. Furthermore, the results showed a diverse admixture of
ancestries composed by 48% of native American, 39% of European and 14% of
African-Americans. In addition, we found significant association between PAD and
genetic polymorphisms rs1801133 (OR=1.4), rs699947 (OR=2.7) and rs2010963
(OR=1.5), rs891512 (OR=1.7) and rs5498 (OR=2.1) located in MTHFR, VEGF,
NOS3 and ICAM-1, respectively. We identified a smaller ORs in the native-american
population compared to Europeans where rs1801133 located in MTHFR showed an
increased OR (OR=1.5) and African-americans where an OR=2.4 was identified for
rs2010963 located in VEGF. Conclusions: risk factors including hypertension,
diabetes dyslipidemia and smoking, as well as the presence of polymorphic genetic
variants in MTHFR, VEGF, NOS3, and ICAM were associated with an increased
PAD risk in African-American and European population from the Department of
Cauca.

Key words: Peripheral artery disease, ankle-brachial index, risk factors, genetic
polymorphisms, ancestry



Introduccién

La enfermedad arterial periférica (EAP), después del infarto agudo miocardio (IAM)
y el accidente cerebrovascular (ACV), es la tercera causa de morbilidad y mortalidad
cardiovascular aterosclerdtica en todo el mundo (1). La EAP en los paises
occidentales es responsable de la discapacidad y el deterioro funcional de quienes
la padecen (2). Se calcula que 202 millones de personas en el mundo se ven
afectadas por la enfermedad, de las cuales se espera que 45 millones mueran por
enfermedad coronaria o cerebrovascular durante un periodo de 10 afios (3). Aunque
el numero de individuos con EAP ha aumentado en la ultima década en un 28,7%
en paises de ingresos medianos o0 bajos, se han realizado pocos estudios
epidemiologicos para establecer estimaciones confiables de prevalencia y
distribucion de factores de riesgo; especialmente en América Latina, donde las
enfermedades cardiovasculares (ECV) se han convertido en la principal causa de
muerte y discapacidad (4).

En sujetos con EAP sin sintomatologia, la incidencia de mortalidad cardiovascular
es del 0,5% en controles y del 2,5% en individuos con EAP, adicionalmente si
llegasen a existir antecedentes de ECV, como lo es la enfermedad coronaria, el
tener EAP incrementaria el riesgo de muerte en un 25% (5). Por todo esto es
importante la tamizacion de la EAP mediante la implementacion de la prueba indice
tobillo brazo (ITB) en pacientes asintomaticos, incluso, para controlar precozmente
los factores de riesgo y reducir la mortalidad (6).En Colombia, las ECV tiene una
tasa de mortalidad de 107.3/100.000 hombres y 50.6/100.000 mujeres, por lo que
la EAP también representa un problema de salud publica (7, 8). Sin embargo en
Colombia y el departamento del Cauca aun no se han establecido datos claros
acerca de la epidemiologia de esta enfermedad, por tanto se hace necesario el
esclarecimiento de los factores de riesgo cardiovascular asociados al desarrollo de
la EAP.

La EAP, es una enfermedad multifactorial, resultado de la interaccion de factores
ambientales y genéticos. Esta enfermedad de base aterdsclerotica se ha convertido
en un interesante blanco de estudios genéticos a nivel mundial, lo cuél ha permitido
identificar las vias moleculares implicadas en cada estadio de la enfermedad y los
diversos genes asociados, e incluso se ha logrado identificar como los factores de
riesgo (potencialmente modificables como: dislipidemia, hipertensién arterial (HTA),
diabetes mellitus tipo 2 (DM2) y tabaquismo asi como los no modificables edad,
género, ancestria y susceptibilidad genética), pueden modular el efecto de estos
genes, contribuyendo o protegiendo con el desarrollo de algunas ECV (9, 10).

En este trabajo de investigacion, se pretenden identificar los factores de riesgo que
disparan el inicio y la progresién de la enfermedad, asi como los polimorfismos de
genes asociados al desarrollo de EAP caracterizandolos a partir de las vias
moleculares patologicas de la enfermedad, con el uso de biomarcadores, los cuéles
se han establecido como parametros bioldgicos que aportan informacion de la
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enfermedad en la poblacion. Por ultimo, se busca reconocer posibles asociaciones
con los marcadores moleculares de ancestria y asi llenar vacios de conocimiento y
brindar perspectivas de investigacion futuras y de esta forma tratar de elucidar la
etilogia de la enfermedad en el departamento del Cauca, para poder establecer
mecanismos de prevencion y diagnostico de la EAP.

Teniendo en cuenta lo anterior, este estudio pretende responder, entre otras, las
siguientes preguntas de investigacion:

1) ¢Existe asociacion entre entre factores de riesgo, ancestria y polimorfismos
genéticos con enfermedad arterial periférica, en una poblacion del
departamento del Cauca, comparados con el grupo control?

2) Cuales factores de riesgo cardiovasculares incrementan el desarrollo de
enfermedad arterial periférica en el departamento del Cauca?

3) La asociacion de factores de riesgo y polimorfismos genéticos, es modulada
por la ancestria de tres poblaciones continentales que hoy conocemos, como
europeos, amerindios y africanos?
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Objetivos

Objetivo general

Determinar la asociacion entre factores de riesgo, ancestria y polimorfismos
genéticos con enfermedad arterial periférica, en una poblacion del departamento del
Cauca.

Objetivos especificos

1

Determinar la prevalencia de la enfermedad arterial periférica en una
poblacion del departamento del Cauca.

Identificar las caracteristicas sociodemograficas y los factores de riesgo
cardiovasculares de un estudio caso-control, en una poblacion del
departamento del Cauca.

Caracterizar la composicion genética ancestral (Europea, Amerindia y
Africana) de una poblacion del departamento del Cauca y establecer su
asociacion con enfermedad arterial periférica.

Determinar la asociacion de la enfermedad arterial periférica con factores de
riesgo, polimorfismos genéticos implicados en estrés oxidativo (MTHFR,
NOS3), metabolismo lipidico (SCARB1, apoAb), respuesta inflamatoria (IL6,
COX-2, ICAM-1), coagulacion (FGB, F5), angiogénesis (VEGF) y la ancestria
en una poblacion del departamento del Cauca.
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Epidemiologia de la Enfermedad Arterial Periférica

A nivel mundial mas de 200 millones de personas se encuentran afectadas por la
EAP, de esta cifra mas de 27 millones de personas en Europa, Norteamérica y
Latinoamérica se han identificado con esta patologia (1). En el departamento del
Cauca no se han realizado estudios contundetes acerca de la prevalencia,
morbilidad y mortalidad de esta enfermedad.

La EAP es un fuerte predictor de la morbilidad y la mortalidad cardiovascular
ocasionada por aterosclerosis (2, 3), alcanzando una mortalidad del 30% en un
periodo de 5 afios y del 50% en 10 afios (4). La aparicion de la EAP se incrementa
con la edad y afecta a un 15-20% de los sujetos mayores de 70 afios (5, 6). A esar
de que a manifestacion mas frecuente de la enfermedad es la cludicacion
intermitente (Cl), del 70 al 80% de los individuos afectados se encuentran
asintomaticos, siendo mas frecuente este signo en el género masculino respecto al
femenino, por otra parte, el porcentaje restante requiere revascularizacion 6
amputacion (7).

Historia Natural de la EAP

La EAP se caracteriza por la presencia de una placa de ateroma compuesta de
lipidos, células inflamatorias y tejido fibroso que ocasiona un estrechamiento
progresivo de las paredes de arterias periféricas, lo cual conlleva a una disminucion
del flujo sanguineo a las extremidades inferiores (8, 9). Los mecanismos implicados
desde el inicio, progresion y complicaciones del proceso aterosclerotico implicado
en la EAP, se encuentran mediados por la accién de factores de riesgo
cardiovasculares. Actualmente, estos factores de riesgo son reconocidos como
factores modificables y no modificables. Los principales factores de riesgo
potencialmente modificables corresponden a: Diabetes mellitus (DM), hipertensién
arterial (HTA), tabaquismo y dislipidemia. Igualmente, se ha reconocido la
participacion de otros factores, conocidos como no modificables, los cuales
corresponden a la edad, antecedentes familiares de la enfermedad y patrones
individuales de susceptibilidad genética (10).

En la dltima década a partir de estudios epidemiolégicos se han determinado
factores de riesgo cardiovasculares para EAP que son concordantes con los
factores de riesgo para enfermedad cerebrovascular y cardiopatia isquémica (11,
12), donde se reconoce que la prevalencia de la EAP, tanto sintomatica como
asintomatica, es levemente mayor en varones que en mujeres, ademas, la
prevalencia en los varones es mayor en los grados de afectacion mas severa
(isquemia critica), lo anterior se da sobre todo en la poblacidbn mas joven, ya que en
edades muy avanzadas practicamente no se alcanzan diferencias entre ambos
grupos (1, 13). Se estima por grupos etarios que la prevalencia del principal sintoma
de la EAP (CI) en sujetos entre 60 a 65 afos es del 35%, mientras que en individuos
de 70 s 75 afios, se incrementa hasta alcanzar un 70% (6).



Por otra parte los consumidores activos de cigarrillo, tienen un mayor riesgo de
desarrollar EAP, llegando incluso hasta la isquemia critica de las extremidades (6),
sin embargo el dejar de fumar produce la reduccién en el riesgo de EAP (14). Si
adicionalmente en la poblacién afectada se desarrolla diabetes, la cuél es
considerada, como uno de los factores de riesgo de mayor peso, esta podria estar
presente hasta en el 41% (15). Es importante conocer que la diabetes mellitus tipo
2, cuando aumenta en un 1% la hemoglobina glucosilada, incrementa el riesgo en
un 25% para EAP (16). En personas con diabetes, la afectacion de las extremidades
periféricas, condicionan un riesgo de amputacién hasta 10 veces superior al de los
pacientes no diabéticos (6). También es considerado que el riesgo de EAP es el
doble en los pacientes hipertensos respecto al de los controles y que el incremeto
del colesterol total y el colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad (cLDL) Vs
el descenso del colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad (cHDL) se asocian
con una mayor mortalidad cardiovascular (6).

Fisiopatologia de la Enfermedad Arterial Periferica

La EAP es referida por lo general a la isquemia de los vasos de las extremidades
inferiores (17). El Colegio Americano de Cardiologia la clasifica como un trastorno
clinico vascular aterosclerético periférico (18), asociado a factores de riesgo
cardiovascular (19, 20), los cuales facilitan el desarrollo de la aterosclerosis, por
disminuir la biodisponibilidad de 6xido nitrico (ON) en el endotelio vascular (21),
promover la acumulacion de lipidos y sobre-expresion de moléculas
proinflamatorias, dando paso a una cascada inflamatoria en el interior del vaso, una
vez las células inmunes como monocitos y macrofagos, ingresan a la arteria, se
inicia una serie de eventos que incluye la internalizacion de particulas lipidicas en
el macréfago y la formacion de las células espumosas y estrias grasas (22).
Posteriormente, la respuesta inflamatoria se agudiza y continta la formacién del
ndcleo lipidico y el desarrollo de la placa de ateroma, lo cual disminuye la capacidad
de conduccion del flujo, por lo que queda limitada la cantidad de sangre que llega a
los tejidos (23). El proceso inflamatorio modula la sobre-expresién de mecanismos
protrombéticos que actian en respuesta a la ruptura o erosién de la placa
aterosclerotica y desencadena eventos tromboticos o embdlicos (24).

El proceso fisiopatologico principalmente implicado en EAP es la aterosclerosis, la
cual es una condicién inmuno-inflamatoria y fibro-proliferativa de las arterias que
involucra procesos fisiolégicos a nivel celular y molecular; donde las células
endoteliales, lipidos, leucocitos y células musculares lisas de la intima son los
principales actores en el desarrollo de esta enfermedad (25). La aterosclerosis se
describe en diferentes fases que explican los mecanismos de formacion de la placa
de ateroma.



Mecanismos de Formacién de la Placa de Ateroma
Primera fase: Disfuncion endotelial

Se inicia con el paso de la lipoproteina de baja densidad (LDL), a través de las
células endoteliales disfuncionales y su entrada a la intima arterial donde LDL se
oxida (26), dando inicio a la disfuncion del tejido endotelial arterial, en esta etapa el
endotelio no mantiene el equilibrio homeostatico vascular cuando se pierde ON,
ocasionado por estrés oxidativo en las células endoteliales (27). El estrés oxidativo
es promovido por la exposicién a factores de riesgo cardiometabdlicos, mientras
esto ocurre se da la sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno EROs, como
por ejemplo el anion superoéxido, que al interactuar con el ON elimina la accion del
mismo (28). La sobreproduccion de EROs inducen la expresion de moléculas de
adhesion celular para receptores de linfocitos y monocitos, como la molécula de
adhesion intercelular-1 (ICAM-1) y moléculas de adhesion vascular endotelial-1
(VCAM-1), lo que permite el reclutamiento de células inflamatorias y el deposito
constante de lipidos en la capa intima de la arteria (29).

Segunda Fase: Mecanismos inflamatorios y migraciéon de los monocitos

Los fosfolipidos liberados de la oxidacion del LDL activan el endotelio después de
gue se da la disfuncion del tejido endotelial, proceso caracterizado por la expresion
de moléculas inflamatorias que median la atraccién de leucocitos (monocitos,
macrofagos, neutrofilos, y células dendriticas) (30). Los leucocitos circulantes en el
torrente sanguineo deben establecer contacto con la pared vascular y adherirse a
ella soportando fuerzas de cizallamiento para iniciar la respuesta inflamatoria (26).
Una vez adheridos al endotelio, los leucocitos detectan la inflamacion local y migran
a la intima arterial en respuesta a la accion de las quimiocinas MCPL1, las cuales
son proteinas quimio-atrayentes secretadas por plaquetas que favorecen el
proceso de adhesion endotelial (31, 32).

Tercera fase: Formacién de la estria grasa

La estria grasa es caracteristica de la primera lesién aterosclerotica y se ocasiona
por la acumulacion de LDL oxidadas dentro de la intima, se ve favorecida por una
mayor permeabilidad de células endoteliales y por la union de los componentes de
la matriz extracelular conocidos como proteoglicanos y glicosaminoglicanos, lo que
beneficia su retencion, agregacion e internalizacion en las células musculares lisas
(33). Esta acumulacion de LDL oxidadas estimula el ingreso de monocitos al espacio
sub-endotelial de la arteria, lo que promueve la produccion del factor estimulante de
colonias de macréfagos (M-CSF), el cual participa en la conversion de monocitos a
macréfagos (34). Posteriormente los macréfagos fagocitan las LDL oxidadas,
convirtiéndose en células espumosas cargadas de lipidos (lipidéforas), que
aparecen histolégicamente como una estria grasa, cuando las células espumosas
mueren, liberan su contenido en lipidos creando un nucleo lipidico (26, 35).
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Cuarta fase: Lesion fibrograsa

Las células musculares lisas proliferan y forman una capa fibrosa sobre el nucleo
de lipidos (26). La transformacion de las células musculares lisas productoras de la
matriz extracelular, constituye un cambio fenotipico pues dejan de ser contractiles,
no proliferativas y empiezan a producir factores de crecimiento como el factor de
crecimiento transformante beta (TGF-B) y citosinas como la interleuquina-1 (IL-1)
(36). Todos estos cambios unidos a la accidn del factor nuclear potenciador de las
cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NFkB) en las células musculares
lisas, promueven un fenotipo proliferativo y migratorio de la capa media de la arteria
hacia la capa intima, rodeando el nucleo lipidico necrético y ocasionando que la
estria grasa se convierta en una lesion fibrosa o fibroateroma caracteristico de una
lesion aterosclerética (37). NFkB también promueve la expresion de
metaloproteinasa-1 (MMP-1), potente colagenasa implicada en la degradacién de
colageno, componente de la matriz extracelular, haciendo mucho mas susceptible
la formacion de una placa aterosclerética inestable.

Quinta fase: Evolucidon de ateroma

La evolucion del ateroma puede ser atenuada por accion de la lipoproteina de alta
densidad (HDL) en el transporte reverso de colesterol, que unido a la enzima
paraoxonasa (PONL1) eliminan los lipoperéxidos que participan en la formacion de
la placa. Si el anterior mecanismo no es éptimo mas LDL se acumulan, la membrana
elastica externa se expande en un esfuerzo para mantener el flujo de sangre.
Eventualmente, la arteria no es capaz de compensar la placa y sobresale en el
lumen, aumentando asi tanto la resistencia como la rigidez; con el tiempo se da la
ruptura de la placa, seguida por la liberacion del trombo (26). Los productos de la
coagulacion sanguinea y la trombosis contribuyen a la evolucion del ateroma y sus
complicaciones (20). La trombina actla suprimiendo péptidos de bajo peso
molecular del fibrindgeno, dando formacibn a mondémeros de fibrina que se
aglomeran conformando y estabilizando el reticulo del trombo.

Adicionalmente durante el proceso de mantenimiento del trombo se produce la
induccion de moléculas protromboéticas como el factor tisular, citoquinas
proinflamatorias (IL-1 y TNFa) y neutrdfilos activados. La produccion de las
anteriores moléculas, afectan las vias anticoagulantes naturales (antitrombina, el
sistema de proteina C e inhibidores de la via del factor tisular), las cuales son
propias de un proceso hemostatico sin alteraciones (38). Finalmente, si existe rotura
del extremo fibroso de la placa, se produce trombosis originando oclusion arterial
(39) Figura 1.
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Figura 1. Inicio de la aterosclerosis precursora de EAP.

Los monocitos circulantes se activan, como consecuencia de un entorno pro-
oxidativo y pro-inflamatorio, diferenciandose en macroéfagos. Las particulas de LDL
atraviesan la pared. Los macréfagos promueven la oxidacion de LDL mediante la
liberacion de radicales libres. Las LDL oxidadas son fagocitadas por los macréfagos
y contribuyen a su conversion en células espumosas. La acumulacion progresiva de
lipidos y el incremento en la respuesta inflamatoria determinan la formacion y
ruptura de la placa. CCR2: receptor de quimiocina, COX2: ciclo-oxigenasa 2, HDL:
lipoproteina de alta densidad, ICAM-1: molécula de adhesion intercelular-1, ILs:
interleuquinas, LDL.: lipoproteina de baja densidad, MCP1: proteina quimioatrayente
de monocitos 1, PON- 1: paraoxanasa-1, TNF-: factor de necrosis tumoral, VCAM-
1: molécula de adhesion celular vascular-1. Modificado de Camps et al. Critical
Reviews in Clinical Laboratory Science, 2009; 46 (2): 83-106.

Dependiendo del grado de obstruccion del vaso, la sintomatologia de los pacientes
con insuficiencia arterial en las extremidades inferiores se estratifica en etapas
clinicas: EAP asintomatica, claudicacion intermitente (Cl) e isquemia critica (40). En
cuanto a la EAP asintomatica es detectada Uunicamente por exploracion fisica o
pruebas diagnosticas como el ITB, que permite conocer el grado de obstruccion de
la arteria (41).

A nivel de los miembros inferiores la aterosclerosis produce cambios que causan
signos clinicos como la pérdida de pulso, disminucion en el aporte de oxigeno a los
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tejidos, dando como origen la aparicion del sintoma mas reconocido de la EAP, la
Cl (42, 43). La Cl afecta los musculos de la pantorrilla, puede estar presente en solo
el 10% de los pacientes con EAP sintomatica; por otra parte el 50% de los pacientes
son asintomaticos, lo cual conduce a un sub-diagndstico de la enfermedad. EAP se
considera un predictor independiente de mortalidad cardiovascular (44) su
presencia se asocia con una mayor morbilidad y mortalidad por enfermedades
cardiovasculares, independientemente de su género o su forma clinica de
presentacion sintomatica o asintomatica. La Cl se caracteriza por un dolor intenso
en las piernas originado por el insuficiente abastecimiento de sangre y oxigeno a
los masculos tras la actividad fisica, 1o que obliga a parar el ejercicio y cede tras
unos minutos de reposo (45).

La isquemia critica, es una caracteristica mas avanzada de la enfermedad, se
presenta cuando la reduccién del flujo distal es tan grave que el paciente presenta
dolor en reposo, en esta etapa puede darse la muerte celular que se traduce en
necrosis tisular y un elevado riesgo de pérdida de la extremidad (42). Cuando la
enfermedad progresa el paciente quiza sufra dolor en reposo o isquemia critica de
miembros, con una tasa mayor entre sujetos mayores a 70 afios de edad, fumadores
y diabéticos (46). La condicion puede empeorar tras la isquemia cronica con dolor
en reposo, Ulceras 0 gangrena en una o ambas extremidades, atribuibles
objetivamente a la enfermedad arterial oclusiva (47).

En 1954 Rene Fontaine generd una clasificacidon para la Arteriopatia de los
miembros inferiores (48), la cual es relacionada a continuacién en la Tabla 1.

Tabla 1. Clasificacion Fontaine de la EAP

Clasificacion Descripcion

-Grado | Arteriopatia  asintomatica  presente
(ITB<0.9), con obstruccion incompleta
de los vasos sanguineos.

-Grado lla Claudicacién intermitente con dolor en
el miembro inferior, a una distancia
mayor de 200 metros.

-Grado llb Claudicacion intermitente con dolor en
el miembro inferior, a una distancia
menor de 200 metros.

-Grado Il Dolor isquémico en reposo.

-Grado IV Necrosis y gangrena del miembro.
EAP= Enfermedad arterial periférica, ITB= indice Tobillo Brazo

De acuerdo con las directrices actuales de la Asociacion Americana del Corazon
por sus siglas en inglés (AHA) y el Banco Interamericano de Sociedad Consenso
para la Gestion de Enfermedad Arterial Periférica-TASC I, el Indice Tobillo Brazo
(ITB) ha sido considerado un método de tamizaje gold standard para deteccion de
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EAP, por su alta sensibilidad y especificidad, un ITB patolégico tiene una
sensibilidad del 95% y una especificidad del 100% para la deteccion de lesiones con
estenosis mayores a 50% en una o mas arterias de una pierna (44). Para la medicion
se requiere de un Doppler, con una frecuencia de emision entre 5y 10 Mhz y un
manguito de toma de presion manual (44) Figura 2.

ITB se define como confiable y no invasivo para la deteccion de la enfermedad,
resulta de la siguiente division para cada extremidad:

Mayor presion arterial sistolica (PAS) medida de las arterias pedia dorsal y tibial posterior en el miembro inferior

ITB=

Mayor PAS de la arteria braquial del miembro superior

PAS (AB) PAS (AB)
160 mm hg Y 120 mm hg
Presion del Presién del
brazo derecho 4 b \ brazo izquierdo

ITB IZQUIERDO=80/160

T s (47)
PAS (AP)

ITB DERECHO=80/160

pas (") I
PAs (AP) T

Figura 2. Célculo del indice Tobillo Brazo (ITB).

PAS (AB)= presion arterial sistélica de la arteria braquial, PAS (AT)= presion arterial
sistélica de la arteria tibial, PAS (AP)= presién arterial sistélica de la arteria pedia
dorsal, PT= arteria tibial posterior y DP= arteria pedia dorsal, Modificado de Hirsch,
2011.
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Para el conocimiento de la EAP, el analisis de la composicién genética ancestral
presenta aspectos de interés, por su potencial uso en estudios epidemiolégicos de
enfermedades humanas, ademas de tener un gran interés histérico (49).

Existe una gran diversidad de marcadores genéticos, como polimorfismos de un
solo nucleédtido (SNPs), microsatélites (repeticiones cortas de ADN), polimorfismos
de insercion y deleccién (InDels), etc. Esto marcadores cobran gran importancia,
cuando se consideran los estudios de casos y controles donde se detectan
asociaciones no aleatorias entre un alelo y un rasgo, identificando alelos mas
frecuentes entre individuos afectados respecto a individuos no afectados (50). Sin
embargo, es posible encontrar asociaciones del rasgo con alelos no involucrados
en las diversas patologias que aquejan la salud mundial, los cuales pueden diferir
entre casos y controles debido a la ancestria (51).

La EAP y sus posteriores complicaciones, como la isquemia crénica y la
amputacion, involucran un gran niamero de genes que se encuentran relacionados
en el riesgo de la enfermedad pero que interactian con factores ambientales;
existen polimorfismos genéticos implicados en el estrés oxidativo (MTHFR, NOS3),
metabolismo lipidico (SCARBL1, apoAb), respuesta inflamatoria (IL6, COX-2, ICAM-
1), coagulacion (FGB, F5), angiogénesis (VEGF), que se han identificado como
posibles biomarcadores genéticos de la enfermedad (52).

En este trabajo de investigacion se considerara la evidencia actual de los factores
de riesgo, los marcadores moleculares de ancestria (AIMs) y los polimorfismos
genéticos, en este contexto, se buscara identificar la asociacion de la triada
mencionada, propia de la poblacion caucana con la EAP, abriendo de esta manera
nuevas ventanas a los fenbmenos de la enfermedad y permitiendo a futuro un
prondstico eficaz para la prevencion de la EAP en el departamento del Cauca.
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Capitulo Il — Prevalencia de la Enfermedad Arterial Periférica
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Introduccién

La EAP es una manifestacion comun de la aterosclerosis, cuya prevalencia se ha
incrementado en todo el mundo y esta asociada con la mortalidad por ECV (1). La
EAP ha sido considerada una pandemia global, se estima que mas de 200 millones
de personas en el planeta se ven afectados con esta enfermedad (2). La prevalencia
de EAP a nivel mundial se sitia entre el 2,9 % y el 29. En paises asiaticos se ha
estimado una baja prevalencia (5%) en pacientes de edad avanzada, mientras que
en Sudéafrica, un 29,3% de la poblacion estudiada con una edad mayor a 60 afios
presenta EAP. En Suecia la prevalencia de EAP es del 18%, Italia por su parte
presenta una prevalencia de 4,46% y Francia la nacion con los valores mas bajos
(2,09%). En Espafia, la prevalencia de EAP es del 8,5% entre la poblacién de 55 a
84 afos (3). La prevalencia de EAP varia dependiendo de la distribucion de ciertos
factores de riesgo modificables (hipertension arterial, diabetes tipo 2, dislipidemia,
entre otros) y no modificables (edad, sexo y origen étnico), la enfermedad afecta a
un hasta el 20% de los sujetos que superan la séptima década de la vida (2, 4). La
prevalencia se comporta ligeramente mas elevada en hombres que en mujeres,
pero cuando el género femenino alcanza la menopausia la prevalencia es mayor
(5). Estas diferencias son atribuidas a cambios hormonales, por la deficiencia
estrogénica (6)

Segun la AHA, la EAP afecta cerca de 8 millones de estadounidenses y se asocia
de 5 a 6 veces mas con riesgo de morbilidad y mortalidad por enfermedad coronaria
y ACV (7). Se han realizado pocos estudios epidemioldgicos para establecer los
factores de riesgo y las estimaciones fiables de prevalencia en América Latina,
donde las ECV se han convertido en la principal causa de muerte y discapacidad
(8).Los estudios conducidos hasta ahora reportan una prevalencia de 7 al 10% para
EAP (9-11) Figura 3.

En Colombia, la tasa de mortalidad por ECV es de 107.3/100.000 hombres y
50.6/100.000 mujeres, en consecuencia la EAP también representa un problema de
salud publica. En nuestro pais la enfermedad se encuentra sub-diagnosticada dado
que el ITB no es llevado a cabo de forma rutinaria en la atencién primaria en salud,
por lo tanto es indispensable conocer la prevalencia de la enfermedad para lograr
un impacto en la comunidad cientifica y clinica, que ayude a la posterior
identificacion de la EAP en los diferentes estadios logrando de esta manera la
efectiva intervencion de la misma.
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Figura 3. Mapa de la prevalencia mundial de la EAP.
Se observa la distribucion en (%), de la enfermedad.

22



Metodologia
Disefio y coleccion de la poblacién de estudio

Este es un estudio transversal de base poblacional realizado entre junio de 2011 a
mayo de 2013, a partir de un muestreo aleatorio en 36 de los 42 municipios del
departamento de Cauca-Colombia. Se consider6 un promedio de prevalencia
esperado del 20%, un intervalo de confianza (IC) del 99% de dos colas, una
precision del 1% y como resultado se obtuvo un tamafio minimo de la muestra con
9598 sujetos. Teniendo en cuenta una tasa del 4% de no cumplimiento de los
criterios de inclusion o no disposicion a participar en el estudio, se estimé un total
de 9.982 individuos (2, 7).

Los sujetos que aceptaron participar fueron seleccionados y entrevistados hasta
alcanzar el tamafio de muestra propuesto. Los criterios de inclusién que se tuvieron
en cuenta fueron: hombres y mujeres mayores de 40 afos, procedentes del
departamento del Cauca. Figura 4. Todos los cuestionarios, los procedimientos y
los protocolos fueron revisados y aprobados por el Comité de Etica para la
Investigacion Cientifica de la Universidad del Cauca; cuyas directrices utilizadas en
la revision se basaron en los principios bioéticos establecidos en la Declaracion de
Helsinki y los pardmetros sefialados en la Resoluciéon 8430 del Ministerio de Salud
de Colombia en 1993.

Criterio de inclusion: Criterio de exclusion:
Exarv\znes de pc.-(ﬁ i;\ |§co de los Individuos < 40 afios de edad
-
r

w0 VIH positivos
Incie \o\:ors = -0 af‘h::s 6@ edad L Antedias catrﬂxad&s

I

Instrumentos:
Consentimiento Informado y encuesta. Socio demografia. datos dinicos etc

( TB<09 ) ( B 0.9-1.4 ) ( B2 1.4 )

Analisis
oo [ [ I
Sugtos con EAP Su < EAP
_( 340 (2.4%) ] [ ST18 (91.2%) ] [ SUR Gy >® ]
'{ Suptos con EAP/SIn EAP
9558
Crteno 'm
Anélisis
Foctores deo
SPSS

Figura 4. Criterios de Seleccién para el reclutamiento de individuos
se observan los criterios de inclusion y exclusion.

Recopilacion de datos
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Después de firmar un consentimiento informado, cada voluntario fue entrevistado
por un profesional capacitado para llenar un cuestionario estructurado que permitié
establecer las caracteristicas socio-demograficas (edad, sexo, procedencia, nivel
educativo y estado ocupacional), la historia clinica personal (hipertension, diabetes,
dislipidemia, obesidad, infarto agudo de miocardio e isquemia cerebral) y el habito
de fumar (nunca, exfumador, actual). Posteriormente se tomaron medidas
antropomeétricas, como talla, peso y presion arterial, con el fin de identificar la
presencia de factores de riesgo cardiovascular. La hipertension arterial se definié
con una presion arterial sistélica =2 140 mm Hg y/o una presion arterial diastdlica =
90 mm Hg. El indice de masa corporal (IMC) se calculé dividiendo el peso/la altura
al cuadrado (kg/m2), los individuos que tuvieron un IMC <25 fueron definidos con
peso normal, los que tuvieron 25 a 29,99 se identificaron con sobrepeso, y los que
arrojaron un IMC = 30 se consideraron obesos.

Con el fin de corroborar la presencia de factores de riesgo personales, se tuvieron
en cuenta pruebas bioquimicas correspondientes a perfil lipidico y glicemia de los
altimos tres meses las cuales fueron proporcionadas por los pacientes. Se considero
como dislipidémicos a pacientes con alteraciones en los niveles de colesterol en
ayunas 2200 mg/dL, nivel de HDL <40 mg/dL en hombres y <50 mg/dL, triglicéridos
2150 mg/dL (hipertrigliceridemia) o con un diagndstico previo de hipercolesterolemia
o estaban bajo uso de medicamentos. Para los analisis bioquimicos, el colesterol
LDL> 100mg / dL se consider6 alto y un colesterol HDL bajo (<40 mg / dL, para
ambos géneros) fue considerado hipoalfalipoproteinemia. La triada lipidica se
definié como triglicéridos = 150 mg / dL, colesterol HDL <40 mg / dL (hombre) o <50
mg / dL (mujeres) y LDL-colesterol > 100 mg / dL. Se considerd elevada la
proporcién de triglicéridos a HDL-colesterol (TG / HDL-c)> 4. La diabetes se definié
como tener un nivel de glucosa en ayunas 2126 mg / dL, historia clinica de diabetes
o tratamiento de la diabetes.

Mediciéon ITB

Antes de iniciar la medida del ITB, se pidi6 a los pacientes descansar en una
posicion decubito supino con el tobillo al mismo nivel del corazén, durante 10
minutos (Gornik HL, 2008). Después, se midi6 la presién arterial sistélica (PAS) en
la arteria braquial para cada brazo, tras la palpacién de los pulsos, usando un
esfigmomanodmetro (WelchAllyn) y un dispositivo Doppler 8-mHz (Huntleigh 500 D,
Huntleigh Technology) (12). A continuacion el manguito se coloco en la pantorrilla
distal y el doppler se utilizé para determinar la mayor PAS de las arterias tibial
posterior y pedia dorsal de cada miembro inferior. El ITB de cada pierna se calculé
dividiendo la mayor PAS entre las arterias tibial posterior y pedia dorsalis sobre la
mas alta PAS de la arteria braquial del brazo. EAP se definié como tener un ITB<0.9,
cuando los valores se encontraron entre 0,91 y 1,40 se consideraron normales,
cuando un ITB fue >1,4 se clasific6 como sugerente de arterias no compresibles
calcificadas (13). Todos los esfigmomandmetros fueron calibrados para el estudio y
la prueba ABI fue realizada por profesionales capacitados. Se report6 el valor del
ITB obtenido, a partir de la division entre la mayor PAS de las arterias pedias, tibial
y la mayor PAS braquial. (12, 14) Tabla 2.
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Tabla 2. Clasificacion valores ITB

Valores de ITB Interpretacion

< de 0,90 EAP

0,9-1,4 Normal

> 1,40 Vaso no compresible por calcificacion

EAP= Enfermedad Arterial Periférica, ITB= indice Tobillo Brazo
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Analisis Estadistico

Los datos fueron analizados con el programa SPSS version 19.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, EE.UU.). Niveles de significancia estadistica (valores p<0,05)
corresponden a pruebas a dos colas. La prevalencia de la EAP se estimé con el
namero de sujetos que tuvieron un ITB <0,9 sobre el total de los sujetos reclutados
en el estudio. Las variables continuas se expresaron mediante la media y la
desviacion estandar y se utilizé la prueba t student para evaluar las diferencias de
medias entre los grupos de estudio. Las variables discretas se expresaron como
frecuencias y proporciones y se utilizo la prueba de Chi-cuadrado para evaluar las
diferencias de distribucion. Para determinar la asociacion entre el estado de cada
variable y la enfermedad, los sujetos con ITB> 1,4 fueron excluidos.

El analisis de regresion logistica condicional se llevé a cabo para calcular ambas
relaciones odds (OR) crudos con intervalos de confianza del 95% (IC). Para evaluar
el efecto de posibles factores de confusion, los OR se ajustaron inicialmente en el
modelo afiadiendo como covariables la edad (en afios como una variable continua),
el género (hombres Vs. mujeres) y la procedencia (urbana o rural). Para un analisis
mas detallado, los OR se ajustaron plenamente en un modelo multivariado
afadiendo las variables categéricas ocupacion, nivel de educacién, tabaquismo,
obesidad, hipertension, diabetes y dislipidemia. Se evalu6 mediante el test de
interaccion la relacion entre dos o méas factores que muestran el efecto de la
presencia de 2 o mas factores de riesgo en el desarrollo de EAP. El analisis de la
interaccion se llevé a cabo usando las macros del paquete estadistico SPSS versién
19.0 (15).
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Resultados

Se observa la prevalencia de EAP en la poblacion total (10.000 sujetos),
estratificada por variables demograficas y la presencia de factores de riesgo. La
prevalencia global de la EAP fue del 4,4%; 4,0% en varones y 4,7% en mujeres.
EAP se presento tanto en las comunidades urbanas como en las rurales. Ademas,
los sujetos con EAP fueron a menudo diabéticos (23%), hipertensos (10,4%),
dislipidémicos (10,4%), con ninguna escolaridad (8,7%), obesos (7,4%), Yy
fumadores (6,3%). La prevalencia de EAP entre individuos con auto-reporte de
Infarto agudo de miocardio 6 una isquemia cerebral fue 31% y 8,1%,
respectivamente. Tabla 3. Como era de esperar, la edad aumenté drasticamente la
prevalencia de la EAP desde una tasa baja de 0,5% en sujetos de 40-49 afios hasta
13,8% y 16,3% en sujetos con 70-79 y 280 afnos de edad respectivamente. Figura
5.

Con el fin de estimar el riesgo atribuible (OR) para cada uno de los factores de ECV
mencionados, 442 sujetos con ITB>1,4 fueron excluidos. Un total de 3.853 (40,3%)
varones con una edad media de 61,4 afios (DE: 11,26 afios) y 5.705 (59,7%)
mujeres, con una edad media de 60,4 afios (DE: 11,46 afios) se incluyeron en este
analisis.

El nivel de educacion, tabaquismo, obesidad, hipertension, diabetes y dislipidemia,
se asociaron significativamente a un aumento en el riesgo crudo de EAP 6 modelo
sin ajustar. Cuando se ajusto por edad, género y procedencia los ORs disminuyeron
aunque mantuvieron el riesgo de hipertension (OR 7,1; IC95% 5.3 a 9.5), diabetes
(OR 6,5; 1C95% 4.9- 8.7), dislipidemia (OR 4,5; 1C95% 3.7 a 5.6), obesidad (OR
2,5;1C95% 1.9 a 3.1) y consumo de cigarrillo (OR 1,7; 1C95% 1,4-2,1). Después de
ajustar por edad, género, procedencia y factores de riesgo cardiovasculares en el
modelo de regresion logistica, todos los factores de riesgo, excepto para el nivel de
educaciéon, se asociaron significativamente a la EAP, de la siguiente manera:
hipertension (OR 4,6; IC95% 3.4 a 6.2), diabetes (OR 4,3; 1C95% 3.2- 5.7),
dislipidemia (OR 3,1; IC95% 2.5 a 3.9), obesidad (OR 1,8; IC95% 1.4 a 2.3) y
cigarrillo (OR 1,6; 1C95% 1,3-1,9), este ultimo no varié en los modelos de ORs
ajustados. Tabla 4.
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Tabla 3. Prevalencia de EAP

Caracteristicas Célculos de Prevalencia EAP
Prevalencia % (1C95%)
Género
Masculino 163/4075 4.0 (3.40-4.60)
Femenino 277/5925 4.7 (4.16-5.24)
Procedencia
Urbana 304/6976 4.4 (3.92-4.88)
Rural 136/3024 4.5 (3.76-5.24)
Rango de Edad
40-49 9/1790 0.5(0.17-0.83)
50-59 29/2941 1.0 (0.64-1.36)
60-69 92/3145 2.9 (2.31-3.49)
70-79 199/1441 13.8 (12.0215.58)
=80 111/ 683 16.3 (13.53-19.07)
Nivel Educativo
Ninguno 43/494 8.7 (6.21-11.19)
Primaria 25714007 6.4 (5.64-7.16)
Secundaria 89/3403 2.6 (2.07-3.13)
Técnico/Universitario 51/2096 2.4 (1.74-3.06)
Consumo de Cigarrillo
Nunca 212/6381 3.3 (2.86-3.74)
Actual 228/3619 6.3 (5.51-7.09)
Obesidad
No 332/8548 3.9 (3.11-4.37)
Si 108/1452 7.4 (6.05-8.75)
Hipertension
No 59/6346 0.9 (0.67-1.13)
Yes 381/3654 10.4 (9.41-11.39)
Diabetes
No 349/9604 3.6 (3.23-3.97)
Yes 91/396 23.0 (18.86-27.14)
Dislipidemia
No 169/7400 2.3 (1.96-2.64)
Yes 271/2600 10.4 (9.23-11.57)
Auto-reporte de IAM
No 370/9774 3.8 (3.42-4.18)
Yes 70/226 31.0 (24.97-37.03)
Auto-reporte de IC
No 430/9876 4.4 (4.00-4.80)
Yes 10/124 8.1 (3.30-12.90)

ClI: Intervalo de Confianza; EAP: Enfermedad Arterial Periférica, IAM: Infarto Agudo de Miocardio, IC:
Isquemia Cerebral
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Figura 5. Prevalencia de la enfermedad arterial periférica por grupos de edad.

Se observa el incremento de la enfermedad en la poblacion que supera los 70 y 80
afos de edad, tanto en hombres cdmo en mujeres.

Tabla 4. Factores de Riesgo Cardiovascular para EAP

Sin EAP EAP OR Crudo OR® OR®

Factor n (%) n (%) (1IC95%) Ajustado Ajustado
> > > (1C95%) (IC95%)
Nivel Educativo
Universidad 1975 (21.7) 51 (11.6) 1.0 1.0 1.0
Secundaria 3172 (34.8) 89 (20.2) 1.1 (0.8-1.7) 0.8 (0.5-1.1) 0.7 (0.5-0.9)
Primaria 3551 (38.9) 257 (58.4) 2.8(2.1-3.8) 1.4 (0.9-1.9) 0.9 (0.6-1.3)
Ninguno 420 (4.6) 43(9.8) 3.9 (2.6-6.0) 1.2 (0.8-1.9) 0.7 (0.5-1.2)
Cigarrillo
No 5905 (64.8) 212 (48.2) 1.0 1.0 1.0
Si 3213 (35.2) 228 (51.8) 2.0 (1.3-2.5) 1.7 (1.4-2.1) 1.6 (1.3-1.9)
Obesidad
No 7864 (86.2) 332 (75.5) 1.0 1.0 1.0
Si 1254 (13.8) 108 (24.5) 2.0 (1.6-2.5) 2.5(1.9-3.1) 1.8 (1.4-2.3)
Hipertension
No 6057 (66.4) 59 (13.4) 1.0 1.0 1.0
Si 3061 (33.6) 381 (86.6) 12.7 (9.7- 7.1(5.3-9.5) 4.6 (3.4-6.2)
16.9)
Diabetes
No 8846 (97.0) 349 (79.3) 1.0 1.0 1.0
Si 272 (3.0) 91 (20.7) 8.5 (6.5- 6.5 (4.9-8.7) 4.3 (3.2-5.7)
11.00)

Dislipidemia
No 6974 (76.5) 169 (38.4) 1.0 1.0 1.0
Si 2144 (23.5) 271 (61.6) 5.2 (4.3-6.4) 4.5 (3.7-5.6) 3.1 (2.5-3.9)

OR: Odds ratio; EAP: enfermedad arterial periférica. @ Ajustado por edad, género y procedencia. ® Ajustado
por edad, genero, procedencia, nivel educativo, cigarrillo, obesidad, hipertension, diabetes y dislipidemia.
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Por otra parte, la asistencia a la escuela secundaria fue un factor protector para la
EAP, (OR 0,7; IC del 95%: 0,46-0,98). Para el andlisis del perfil lipidico. Tabla 5, la
relacion TG / HDL estuvo fuertemente asociada a la EAP (OR 4,7; IC del 95%: 3,9-
7,9), seguida de la triada lipidica (OR 4,1; IC del 95%: 3,0-15,5),
hipoalfalipoproteinemia (OR 4,0; IC del 95%: 3,0-6,1), HDL-c (OR 3,9; IC del 95%:
3,0-10,5), hipertrigliceridemia (OR 3,4; IC 95%: 1,9-2,2) 1,6-2,8) y colesterol (OR
1,7; 1C del 95%: 1,3-3,1), respectivamente.

Tabla 5. Perfil Lipidico y odds ratio (95% IC) para EAP.

No EAP EAP OR Crudo ORa ORb
Ajustado Ajustado
n (%) n®%)  95%IC 95% IC 95% IC
Colesterol
No 7065 (77.5) 242 (55.0) 1.0 1.0 1.0
Si 2053 (22.5) 198 (45.0) 2.8 1.7 1.7
(2.21-3.38)  (1.51-3.11) (1.33-3.12)
c-HDL
No 8106 (88.9) 177 (40.2) 1.0 1.0 1.0
Si 1012 (11.1) 263 (59.8) 11.9 6.2 3.9
(9.73- (3.12-11.04)  (3.03-10.51)
14.55)
Hypertrigliceridemia
No 6749 (74.0) 249 (56.6) 1.0 1.0 1.0
Si 2369 (26.0) 191 (43.4) 2.8 2.9 3.4
(1.75-2.51)  (1.83-2.31)  (1.92-2.27)
c-LDL
No 3645 (40.0) 80 (18.2) 1.0 1.0 1.0
Si 5473 (60.0) 360 (81.8) 3.0 2.8 2.1

(2.34-3.83) (2.21-3.68)  (1.64-2.81)

Triglicerides/HDL
No 6753 (74.1) 158 (35.9) 1.0 1.0 1.0

Si 2365 (25.9) 282 (64.1) 5.2 5.0 4.7
(3.75-7.63)  (3.97-7.89) (3.98-7.94)

Hipoalphalipoproteinemia

No 8910 (97.7) 371 (84.3) 1.0 1.0 1.0

Si 208 (2.3) 68 (15.5) 5.0 4.5 4.0
(3.85-6.43)  (3.07-6.19) (3.04-6.13)

Triada Lipidica

No 8210 (90) 194 (44,1) 1.0 1.0 1.0

Si 908 (10) 246 (55,9) 115 6.3 41
(7.73- (3.34-15.08)  (3.03-15.52)
14.03)

OR: Odds ratio; EAP: enfermedad arterial periférica.
@ Ajustado por edad, género y procedencia.
b Ajustado por edad, genero, procedencia, nivel educativo, cigarrillo, obesidad, hipertension, diabetes y dislipidemia.

Al considerar la frecuencia de los factores de riesgo en la poblacion estudiada.
Figura 6, el 94,1% de la prevalencia de EAP se explicé por la combinacién de dos
0 mas factores de riesgo. Con el fin de establecer qué combinacién de factores de
riesgo ejercio el mayor aumento en el riesgo de EAP, se llevo a cabo un andlisis de
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interaccién. Tabla 6. Como se muestra para las interacciones de dos factores en el
modelo de OR ajustado, los sujetos tanto diabéticos como dislipidémicos mostraron
el mayor riesgo de EAP (OR 7,5; IC del 95%: 5,1-11,0), seguidos por los diabéticos
y los fumadores (OR 7,3; IC del 95% 10,8), diabéticos y obesos (OR 7,1; IC del
95%: 4,2-11,9). La evaluacién del riesgo para la interaccion de tres o mas factores
mostré que la diabetes, la dislipidemia y la obesidad representaron 13,2 veces el
riesgo de EAP (95% IC 6,9-25,4) y al agregar hipertension al modelo, el efecto de
riesgo fue el més alto (OR 17,2; IC del 95%: 8,4 - 35,1). Por ultimo, cuando se
agrego el habito de fumar cigarrillo como el quinto factor para el modelo, el riesgo

asociado fue disminuido pero siguié siendo significativo (OR 8,2; IC del 95%: 4,3-
12,1).
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Figura 6. Frecuencia de factores de riesgo
(0-5 factores de riesgo) sujetos sin EAP y EAP
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Tabla 6. Interaccién entre factores de riesgo y EAP

Factor OR Crudo OR®
(C195%) Adjustado
(C195%)
Cigarrillo*Obesidad 2.3 (1.6-3.2) 2.3 (1.6-3.3)
Cigarrillo*Hipertension 5.7 (4.7-7.0) 3.5(2.8-4.3)
Cigarrillo *Diabetes 9.2 (6.5-12.9) 7.3 (5.0-10.8)
Cigarrillo *Dislipidemia 4.2 (3.4-5.2) 3.4 (2.7-4.2)
Obesidad *Hipertensién 5.2 (4.0-6.7) 3.2 (2.5-4.2)
Obesidad *Diabetes 7.1(4.5-11.1) 7.1(4.2-11.9)
Obesidad *Dislipidemia 4.5 (3.4-5.9) 4.1 (3.0-5.6)
Hipertension*Diabetes 10.4 (7.9-13.9) 6.3 (4.5-8.7)
Hipertension*Dislipidemia 8.0 (6.5-9.7) 5.2 (4.2-6.4)
Diabetes*Dislipidemia 9.8 (7.1-13.7) 7.5(5.1-11.0)
Hipertensién*Diabetes*Dislipidemia 13.0 (9.0-18.8) 9.1 (6.0-13.7)
Hipertensién *Diabetes*Obesidad 10.1 (6.2-16.4) 10.1 (5.9-17. 1)
Hipertensién *Diabetes*Cigarrillo 11.0 (4.3-16.1) 7.1 (4.6-14.9)
Hipertensién *Dislipidemia* Obesidad 5.8 (4.3-7.8) 5.4 (3.9-7.5)
Hipertensién * Dislipidemia * Cigarrillo 7.0 (5.6-8.9) 4.6 (3.5-5.9)
Hipertensién * Obesidad * Cigarrillo 4.5 (3.2-6.3) 4.0 (2.7-5.7)
Diabetes* Dislipidemia * Obesidad 11.4 (6.4-20.3) 13.2 (6.9-25.4)
Diabetes* Dislipidemia * Cigarrillo 10.5 (6.5-17.0) 9.5 (5.6-16.1)
Dyslipidemia* Obesidad * Cigarrillo 3.6 (2.3-5.5) 3.7 (2.3-5.8)
Hipertension *Diabetes* Dislipidemia * Obesidad 15.2 (8.1-28.5) 17.2 (8.4-35.1)
Hipertension *Diabetes* Dislipidemia * Cigarrillo 11.4 (4.7-18.2) 9.7 (5.7-16.2)

Hipertension *Diabetes* Obesidad * Cigarrillo
Diabetes* Dislipidemia * Obesidad * Cigarrillo
Hipertensién *Diabetes*Dislipidemia*Obesidad* Cigarrillo

10.6 (5.1-22.0)
9.9 (4.2-23.1)
10.2 (3.6-14.3)

11.8 (5.4-25.6)
11.3 (4.5-28.35)
8.2 (4.3-12.1)

Cl: Intervalo de confianza; OR: odds ratio; EAP: enfermedad arterial periférica. 2 ajustado por edad, genero,

procedencia y nivel de educacion
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Discusion

Las ECV son la principal causa de muerte en América Latina con la enfermedad
isquémica del coraz6n como la causa principal de mortalidad en la mayoria de los
paises y la EAP como la tercera causa de morbi-mortalidad cardiovascular
aterosclerotica (2). Respecto a esta ultima enfermedad se han realizado pocos
estudios epidemioldgicos, en especial en los paises de bajos 0 medianos ingresos
(16).

En Colombia las ECV ocupan el primer lugar por mortalidad en enfermedades
cronicas no transmisibles, 205,9/100.000 hombres y 166,7/100.000 mujeres (16).
Las ECV ocupan el segundo lugar por muertes totales después de la violencia,
fenomeno que ha ocasionado las migraciones de las zonas rurales a las zonas
urbanas, el conflicto armado ha logrado desplazar aproximadamente 3.7 millones
de personas, lo que ha afectado el acceso a la educacién, las necesidades basicas
y la atencion de salud (17). Lo anterior al mismo tiempo ha aumentado la exposicion
de la poblacién a factores de riesgo ambientales y de estilo de vida como la mala
alimentacion, el consumo de tabaco, la inactividad fisica, entre otros (18).

La EAP en nuestro pais se encuentra sub-diagnosticada y no se registran datos de
la prevalencia. Este estudio es el primero en reportar una prevalencia estimada de
4,4%, esta cifra es consistente con las encontradas en el estudio de Eraso realizado
en Estados Unidos en sujetos con edades = 40 aios encontrandose una prevalencia
del 4,6% (19) y el estudio de Edinburg que mostré una prevalencia para sujetos
sintométicos del 4,5% (20). La prevalencia de esta investigacion fue menor a las
reportadas en otros estudios llevados a cabo en América Latina: Ecuador (7%),
Brasil (10,5%) y México (10%)(9-11). Las diferencias observadas podrian deberse,
en parte, a los criterios de seleccion, lugar del estudio (rural Vs urbano) y tamafio
de la muestra de los estudios anteriores. Por otra parte, estas diferencias podrian
de hecho reflejar la variacibn de los factores de riesgo como tabaquismo,
hipertension, dislipemia, diabetes y la historia familiar de las ECV (2). Lo anterior
podria analizarse mediante estudios de revisién y meta-analisis.

En el presente estudio asi como en muchos otros, los casos positivos para EAP
aumentaron progresivamente con la edad. Esto es probablemente debido a un
incrementa en la prevalencia de otros factores de riesgo de aterosclerosis durante
el envejecimiento, que también desencadena la progresion de la EAP (21, 22).

Aungue tanto mujeres como hombres se encuentran relacionados a los mismos
factores de riesgo, en este estudio las mujeres mostraron una prevalencia de EAP
levemente mayor en comparacién con los varones independientemente de la edad
(4,7 vs. 4,0%), lo que podria explicarse porque nuestra poblacion de estudio se
encuentra sobre los 40 afios y cuando mas las mujeres se acercan o se encuentran
en la menopausia el riesgo a padecer la enfermedad aumenta y se asocia con
comorbilidades en particular encontradas en el sexo femenino, como la
osteoporosis y el hipotiroidismo (23, 24). Recientemente, un meta-analisis que
incluyé 34 estudios poblacionales con un total de 112.027 individuos mostré que en
los paises de bajos o medianos ingresos la prevalencia de EAP fue
consistentemente mayor en las mujeres que en los hombres hasta 85-89 afos,
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aunque la diferencia se redujo con la edad (2). Cuando las mujeres se encuentran
en edad fértil, se ha observado que las hormonas sexuales, particularmente
estrogeno, tienen propiedades vaso protectoras, finalmente se cree que la
reduccion en la prevalencia de eventos ateroscleroticos esta relacionada con
mujeres jovenes mientras que existe un mayor riesgo entre las mujeres post
menopausicas (25). Por lo tanto, deben llevarse a cabo méas estudios para una
comprension precisa de género con el riesgo de EAP.

Adicionalmente, nuestro estudio muestra que los sujetos con EAP presentaron nivel
educativo bajo, fueron fumadores, obesos, hipertensos, diabéticos y dislipidémicos,
resultados que son consistentes con los principales factores de riesgo de ECV (26,
27). Entre los factores de riesgo asociados con EAP, hipertension y diabetes mellitus
tienen la correlacion mas con la enfermedad (28). La hipertension fue el predictor
mas fuerte de riesgo para EAP en nuestro estudio con una OR ajustado de 4,9.
Estudios revelan que el riesgo de desarrollar EAP en los fumadores es de 2-3 veces
mayor que en los no fumadores (2, 14). En este estudio el aumento en el riesgo
para el consumo de cigarrillo no fue tan fuerte como con otros factores de riesgo,
pero también se asocié a EAP (OR = 1,6). En patrticular, este estudio muestra que
la relacion TG/HDL fue el factor mas importante en la dislipidemia, aumentando el
riesgo de PAD en 4,7 veces después de ser ajustado, lo que también es consistente
con estudios previos que indican que la relacién TG/HDL es un poderoso indicador
independiente de enfermedad coronaria, insuficiencia cardiaca y aterosclerosis (29-
31).

Ademas de establecer la prevalencia de factores de riesgo de ECV entre los sujetos
EAP, también se investigaron la combinacion de factores de riesgo y el efecto de
esta interaccion en el riesgo de EAP, en consecuencia, se observo que el 65% de
los sujetos con EAP presentan una combinacién de al menos tres o cuatro factores
de riesgo tradicionales. Ademas, el andlisis de la interacciébn mostré que de todos
los factores de riesgo la diabetes ejercio el efecto mas fuerte en combinacion con
cualquier otro factor de riesgo, aumentando el riesgo de 7,5 veces cuando se
combina con dislipidemia, hasta 13,2 veces cuando se da la interaccién con tres
factores de riesgo diabetes, dislipidemia y obesidad, donde se observé mayor riesgo
17,2 fue cuando se combinaron la hipertension, la diabetes, la dislipidemia y la
obesidad investigados en el modelo ajustado. Por otra parte, sujetos con EAP
reportaron una mayor probabilidad de padecer 1AM (31%) y ACV (8,1%).
Consistentemente en un estudio prospectivo, se establecié previamente que los
pacientes de EAP presentan 3,1 veces riesgo de muerte por todas las causas, 5,9
por ECV y 6,6 por enfermedad coronaria (2).

Ademas de establecer la distribucién de los tradicionales factores de riesgo de ECV
y su efecto sobre el riesgo de EAP, se investigo la distribucion de frecuencias de la
combinacion de factores de riesgo de ECV en sujetos con EAP. En consecuencia,
la mayoria de los sujetos con EAP tiene la presencia de tres (35,2%) o cuatro (30%)
factores de riesgo de ECV y un porcentaje menor presentd cinco (11,6%). Esta
observacion puede explicarse en parte por el hecho de que la muestra para sujetos
gue tienen tres o cuatro factores de riesgo de ECV tuvo un mayor nimero de
individuos, lo que permitid una mayor identificacion de casos de EAP dentro de
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estas categorias. También podria estar relacionado con una reduccion de la
esperanza de vida entre los sujetos con cinco factores de riesgo de ECV en
comparacion con los otros en las tres o cuatro categorias de factores de riesgo de
ECV (edad media 71,94 £ 8,37 vs 74,51 + 8,98, respectivamente, p = 0,058 ), Lo
que podria conducir a la subestimacion de la prevalencia de EAP dado el menor
namero de sujetos en este grupo.

Los resultados de este estudio, suministraran evidencia cientifica atil para las
entidades de salud Colombianas y del departamento del Cauca para que a futuro
centren esfuerzos en la reduccibn de EAP mediante programas de promo-
prevencion. Los resultados de este estudio en el ambito clinico podrian motivar el
uso de ITB como una herramienta de tamizaje de atencion primaria en salud para
la identificacion temprana de poblaciones en situacion de riesgo (32).
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Introduccién

Este esquema analitico se inicia a partir de un grupo, denominado "casos",
constituido por el grupo de sujetos que presentan el desenlace, enfermedad o
variable dependiente denominada EAP. Este analisis busca determinar la
frecuencia de exposicion a las variables independientes entre individuos afectados,
la que se comparard con la frecuencia entre un grupo de individuos libres de la
presencia de enfermedad, grupo "control" (1). Normalmente un control que se
encuentre bajo las mismas condiciones de exposicion que un caso sera
seleccionado, definiendo una relacion 1:1 (2). Se estimara el riesgo (OR) de
diferentes factores de exposicién involucrados con la patologia de interés (2).

A nivel mundial los factores de riesgo mas importantes para el desarrollo de la EAP
e incluso que se presentan como una comorbilidad, son correspondientes a la
HTA , la diabetes mellitus tipo 2 DM2, el tabaquismo y la dislipidemia, estos actlan
conjuntamente e incrementan el riesgo a EAP (3-5) unidos a estos factores también
se encuentran el incremento en la edad y la raza (4). Por otra parte La AHA mostro
gue la edad, se encuentra correlaccionada con la disminucion de flujo sanguineo y
de los valores del indice tobillo brazo, siendo esta disminucion de 4 a 5 veces mayor
en personas de 70 afios de edad (6). Debido a la facilidad, uso y estimacion del
auto-reporte de la raza, este se utiliza comiunmente en epidemiologia, el auto-
reporte de la raza afroamericana presenta una mayor prevalencia de la EAP en
comparacion con otros grupos étnicos (7). En el mundo mas del 40 % de pacientes
son asintomaticos (8).

Segun la literatura, fumar es el factor de riesgo mas importante en pacientes con
EAP (9). El consumo de tabaco se encuentra directamente asociada con la
progresion de EAP (10) y predispone a la formacidn, la progresion y la inestabilidad
de las placas ateroscleréticas (11). El fumar aumenta hasta 7 veces el riesgo de la
progresion de la EAP (12), existe una fuerte evidencia donde se ha encontrado que
el riesgo de muerte, infarto de miocardio y amputacion es mayor en aquellos sujetos
qgue continlan fumando en comparacion con aquellos que no lo hacen (13). El
consumo de tabaco, también se han visto involucrado, ademés de la EAP, con otras
patologias como la enfermedad arterial coronaria, angina de pecho, sindrome
coronario agudo, muerte subita, ictus, insuficiencia cardiaca congestiva y
aneurismas de la aorta (14).

El desarrollo de la EAP, ha sido relacionada con la absorcion de gran cantidad de
radicales libres a partir del consumo del tabaco, lo que genera una relacion estrecha
con mecanismos protrombdéticos y aterogénicos (15). El consumo del tabaco
aumenta la coagulacion de la sangre, la agregacion plaquetaria y la formacion de
trombos, disminuye el aporte de oxigeno e induce a la disfuncion endotelial, eleva
los niveles de estrés oxidativo y la inflamacion vascular (16). Se ha encontrado que
los hidrocarburos aromaticos producidos durante la combustién del tabaco
incrementan el riesgo a EAP (17) (Xu X, 2013). Un meta-analisis realizado en 55
estudios, report6 una asociaciéon (OR= 1,54) de EAP para consumo de tabaco (18).
Un estudio demuestra que las personas mestizas son mas propensas a fumar
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cigarrillo y tener EAP (37%), seguido de personas de piel negra no hispanos (26%)
y blancos no hispanos (19%) (19).

En cuanto a los pacientes con DM2 presentan una predisposicion genética al dafio
oxidativo, probablemente asociado a una marcada disfuncion de las HDL, mediante
la disminucion de la capacidad para activar la enzima lecitin colesterol
aciltranferasa, responsable de la conversion de HDL nacientes a HDL maduras,
disminuyendo las propiedades anti-aterogénicas de las HDL (20). Se ha estimado
que en los adultos con diabetes, la EAP se incrementa en mas del 20% (21). La
Asociacion Americana de Diabetes (ADA), recomienda el tamizaje de la EAP en
pacientes diabéticos mayores a 50 afios de edad, incluso el tamizaje puede ser
realizado en personas menores de 50 afios, con al menos otro factor de riesgo
implicado en el desarrollo de EAP (22). El impacto de la diabetes como una
comorbilidad asociada a EAP es significativo ya que la union de estas dos
enfermedades, conlleva a infecciones en el area del flujo sanguineo obstruido,
ocasionando la amputacién de los miembros inferiores (23). La ADA pone de
manifiesto que los hispanos en un (23%) y los afroamericanos en un (24%) son los
grupos étnicos que presentan mas casos combinados del binomio EAP y DM2 (19).

Por otra parte, la disminucion en la biodisponibilidad de ON en la vasculatura
reduce la capacidad para producir vasodilatacion, lo cual contribuye a la aparicion
de presion alta (24). HTA es un factor de riesgo importante para la ECV, el dafio
renal y la EAP, se asocia a todos los trastornos vasculares y presenta un riesgo de
2 a 3 veces para EAP (25). Una revision sistematica mostro que la hipertension se
encuentra asociada con la enfermedad (OR = 1,5) (26). Por otra parte un estudio
revel6 que las personas afrodescendientes son mas propensas a desarrollar HTA
y tener EAP (30%) en comparacién con los blancos no hispanos (24%) (19).

También el metabolismo de los lipidos puede ser alterado dando lugar a cambios
en la funcién y niveles de lipoproteinas en el plasma contribuyendo al desarrollo de
EAP (27). El colesterol juega un papel importante en la aterogénesis, donde el éster
de colesterol transportado por las particulas de lipoproteinas LDL se acumulan en
la placa aterosclerética (28), contrariamente se considera que las HDL juegan un
papel fundamental en el tratamiento de enfermedades aterotromboticas mediante
el transporte reverso de colesterol (29). Una revision sistemética mostro que la
dislipidemia se encuentra asociada con la enfermedad (OR = 1,1) (26). La
prevalencia de dislipidemia en cuanto a niveles bajos de HDL es del 41% en Latinos
respecto del 25% en negros no hispanos, por otra parte, la prevalencia de colesterol
LDL varia del 12% en Latinos al 31% para negros no hispanos (19).

En cuanto a los factores de riesgo no modificables, encontramos que la prevalencia
de EAP en la poblacion general aumenta con la edad, en las personas mayores de
55 afios se ha estimado del 3% al 29% y se ha encontrado que aproximadamente
el 20% de personas mayores de 70 afios la padecen (26). Por otra parte algunos
datos sugieren que en mujeres jovenes EAP es menor gracias al factor protector
aterogénico de los estrogenos, pero después de la menopausia la frecuencia de
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EAP es igual en hombres y en mujeres (30). Existen diferencias bien reconocidas
en la fisiopatologia subyacente de la enfermedad arterial con diferentes grupos
étnicos, demostrando una mayor prevalencia de la enfermedad en afroamericanos
y africanos no hispanos en comparacion con individuos de ascendencia europea
donde se presenta la enfermedad con menor frecuencia que en los
afrodescendientes (27). En Africa Sub-sahariana se encuentran casos de EAP en
personas desde los 55 afios de edad en un 29% (31).

En este capitulo se pretenden caracterizar los factores de riesgo de pacientes
Caucanos con EAP y determinar su asociacion frente a personas sanas, para asi
determinar el riesgo de esta enfermedad en nuestra poblacion.
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Metodologia
Disefio del estudio y seleccion de la poblacién

Este es un estudio observacional, descriptivo, de corte transversal, tipo caso-control
1:1, realizado entre 2011-2013, que incluy6 500 casos (sujetos EAP) y 500 controles
(sujetos sin EAP), sin ninguna distincién de género o raza. Los grupos de estudio
fueron seleccionados al azar a partir de un tamizaje de 10.000 personas mayores
de 40 afnos pertenecientes a 36 de los 42 municipios del departamento del Cauca
procedentes de la poblacion general. Los controles fueron pareados a los casos
teniendo en cuenta la edad, sexo y procedencia. Tanto los casos como los controles
fueron tamizados mediante el ITB y para este estudio el total de la poblacion acepto
participar.

Recoleccion de datos

La recoleccién de datos es descrita en la seccion métodos del capitulo 1 de este
trabajo.

ITB

El test de tamizaje del indice tobillo indice tobillo brazo (ITB) fue descrito en la
seccion métodos del capitulo 1 de esta tesis (Prevalencia de la EAP). Los valores
de ITB obtenidos se utilizaron para la identificacion de la EAP. Como pacientes
fueron incluidos sujetos con un ITB < 0.90, como controles se determinaron
personas con valores normales de ITB entre 0.91-1.4, cuando el valor prondstico de
ITB se presentd > 1.4, se excluyeron estos individuos, porque este valor esta
limitado a la calcificacién arterial conocida como la arterioesclerosis (32-34).

Analisis estadisticos

El analisis de datos se realizd en el paquete estadistico SPSS version 19 (SPSS
Inc., Chicago, IL, EUA). Las variables numéricas fueron descritas mediante la media
+ desviacidn estandar y las variables categoricas se expresaron en frecuencias y
proporciones. Siguiendo criterios de normalidad, se utilizaran pruebas paramétricas
para comparar grupos acorde con el tipo de variable, principalmente la prueba de t
para medias independientes y la prueba de Chi-cuadrado para proporciones. Al ser
este un estudio caso-control, se calculd la raz6n de momios (Odds Ratio, OR) como
un estimado del riesgo relativo en la poblacion. Los OR permitieron evaluar la
hipétesis de asociacion de riesgo entre un factor determinante (ej. hipertension) y el
desenlace (caso vs. control). Para ello, los OR se calcularan con sus respectivos
intervalos de confianza al 95%, utilizando tablas de 2x2 y la estadistica de Chi-
cuadrado para estimar significancia, en un modelo de regresion logistica.
Adicionalmente, los OR fueron ajustados en el modelo agregando como covariables
la edad (variable continua), sexo (femenino, masculino) y procedencia (urbano,
rural). Finalmente, se utilizé como nivel de significancia un p < 0.05 y las pruebas
estadisticas fueron de dos colas.
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Resultados

En el presente estudio, fueron seleccionados al azar un total de 1000 sujetos (500
casos y 500 controles) a partir de una poblacién tamizada mediante ITB de 10000
habitantes de 36 de los 42 municipios del departamento del Cauca. En la tabla 6 se
muestran las caracteristicas sociodemogréficas de la poblacion. Se observo un
mayor porcentaje de mujeres con EAP (53,4%), respecto a los hombres (46,6%) y
el 63,8% fueron de procedencia urbana. El numero de individuos con EAP se
incrementd notablemente con la edad, encontrandose el mayor porcentaje de
pacientes con EAP en el rango de 70 a 79 afos (43.25%). Debido a que se observo
una diferencia estadisticamente significativa entre casos y controles, dentro de la
proporcién de individuos de cada rango de edad en que fue estratificada la
poblacion, esta variable fue ajustada en los analisis de regresion logistica.

Por otro lado, 75.4% de pacientes con EAP auto-reportaron pertenecer al grupo
poblacional mestizo. En el grupo poblacional de raza afroamericana se presenté la
mayor diferencia entre individuos con y sin EAP (8,2% vs 1.6%, p < 0.001). En
cuanto al nivel educativo, no se observo diferencia significativa en las distintas
categorias entre casos y controles (p=0.36). El 50% en ambos grupos, reporté haber
alcanzado formacién basica primaria y tan solo alrededor del 10% tuvieron
formacidén a nivel técnico, universitario o de posgrado. Tabla 7

Tabla 7. Caracteristicas Sociodemogréficas de la Poblacion de Estudio.

. No EAP EAP
Variables n (%) n (%) P valor2
Género 1.000
Masculino 233 (46.6) 233 (46.6)
Femenino 267 (53.4) 267 (53.4)
Procedencia 0.508
Urbana 329 (65.8) 319 (63.8)
Rural 171 (34.2) 181 (36.2)
Categoria de Edad
40-49 afios 5(1.0) 11 (2.2) <0.001
50-59 afios 8 (1.6) 33 (6.6)
60-69 afios 205 (41) 109 (21.8)
70-79 afios 277 (55.4) 216 (43.2)
= 80 afios 5(1.0) 131 (26.2)
Raza Auto-asignada <0.001
Mestiza 383 (76.6) 377 (75.4)
Blanca 55 (11.0) 49 (9.8)
Negra 8 (1.6) 41 (8.2)
Mulata 54 (10.8) 33 (6.6)
Nivel Educativo 0.367
Ninguno 45 (9.0) 44 (8.8)
Primaria 270 (54.0) 291 (58.2)
Secundaria 137 (27.4) 111 (22.2)
Técnico 15 (3.0) 20 (4.0)
Universitario/posgrado 33 (6.6) 34 (6.8)

P valor? para prueba chi-cuadrado

La proporcién de pacientes por género segun los sintomas de EAP basados en la
Clasificacion de Fontaine se muestran en la Tabla 8. El 33% de hombres y mujeres
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con EAP fueron asintomaticos y el sindrome mas frecuente fue claudicacion
intermitente no limitante reportada por el 34,3% de los hombres y el 36% de las
mujeres. Se presentd un mayor porcentaje de pacientes hombres 8,6% con la
caracteristica Fontaine Ill, dolor isquémico comparado con mujeres 4,8%, quienes
a su vez presentaron mayor porcentaje 6,7% de Fontaine IV correspondiente a
ulceraciébn o gangrena comparado con hombres 4,4%. En cuanto a la historia
familiar de ECV fue mas frecuente IAM en hombres 44,2% respecto a mujeres
39,7%. En cuanto a los antecedentes de EAP, en hombres fueron del 14,6%
mientras que en las mujeres 11,2%. La isquemia cerebral se presentdé mas en casos
mujeres 14,2% y en los hombres fue de 13,3%.

Tabla 8. Caracteristicas Clinicas de Pacientes con EAP

Variable Pacientes Hombres Pacientes Mujeres
n (%) n (%)

Clasificacion Fontaine

I-Asintomético 77 (33,0) 88 (33,0)

lla- Claudicacién Intermitente no 80 (34,3) 96 (36,0)

Limitante

lIb- Claudicacién Intermitente 46 (19,7) 52 (19,5)

Limitante

[1I- Dolor Isquémico 20 (8,6) 13 (4,8)

IV- Ulceracion o gangrena 10 (4,4) 18 (6,7)

Historia Familiar ECV
Enfermedad Arterial Periférica

No 199 (85,4) 237 (88,8)
Si 34 (14,6) 30 (11,2)
Infarto Agudo de Miocardio

No 130 (55,8) 161 (60,3)
Si 103 (44,2) 106 (39,7)
Isquemia Cerebral

No 202 (86,7) 229 (85,8)
Si 31(13,3) 38 (14,2)

La Tabla 9 muestra la frecuencia de los factores de riesgo cardiovascular en la
poblacién de estudio. El 55,6% de personas con EAP fueron fumadores, con un
consumo promedio de 270 £13.52 paquetes/afo, 1.5 veces mas que los controles
(p<0.001). La obesidad no estuvo relacionada con la presencia de EAP, mientras
que individuos con hipertension, diabetes y dislipidemia fueron significativamente
mas frecuentes en el grupo de casos (p<0.001).

Tabla 9. Factores de Riesgo Cardiovascular de la Poblacién de Estudio

Variables No EAP EAP P valor?
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n (%) n (%)
Consumo de Cigarrillo <0.001
No 320 (64,0) 222 (44,4)
Si 180 (36,0) 278 (55.6)
Paguetes/afio 180 £ 5.09 270 £13.52 <0.001
Obesidad 0.936
No 403 (80,6) 402 (80,4)
S 97 (19,4) 98 (19,6)
Hipertension <0.001
No 164 (32,8) 61 (12,2)
Si 336 (67,2) 439 (87,8)
PAS 130,62 £+ 22,73 138,44 + 23,62 <0.001
PAD 74,84 + 10,85 76,86 + 12,09
Diabetes <0.001
No 453 (90,6) 360 (72,0)
Si 47 (9,4) 140 (28,0)
Glicemia 95,21 + 21,67 112,28 + 44,87 <0.001
Dislipidemia <0.001
No 204 (40,8) 100 (20,0)
Si 296 (59,2) 400 (80,0)
Total-colesterol 194.43 + 38,39 214,39 £55.0 <0.001
HDL- colesterol 50.36 + 13,59 45,32 + 18,71

LDL- colesterol
Triglicéridos

114.12 + 36,83
147.59 £ 51,76

135,26 + 56,16
166,13 + 60,46

EAP= Enfermedad Arterial Periférica. Los datos son presentados como medias + SD 6 frecuencias. PAS=
Presion Arterial Sistdlica, PAD= Presion arterial Diastolica. P valor? para prueba chi-cuadrado y prueba t.

Los ORs, crudos y ajustados por edad y raza, atribuibles a cada factor de riesgo
para ECV se muestran en la Tabla 10. La obesidad no fue incluida en el modelo
debido a que este factor no se presenté con mayor frecuencia en el grupo de
individuos con EAP. Todos los factores de riesgo incrementaron significativamente
el riesgo de EAP en la poblacién estudiada. La raza afroamericana mostro el mayor
incremento de riesgo (OR crudo=5.2; OR ajustado por edad=6.6). El riesgo
atribuible a diabetes (OR = 3.8) y dislipidemia (OR = 2.8) no fueron modificados
por las covariables raza y edad, mientras que hipertension (OR crudo = 3.5; OR
ajustado = 3) y cigarrillo disminuyeron levemente (OR crudo = 2.2; OR ajustado =

2.0).

Tabla 10. Odss Radio (95% CI) Factores de Riesgo Asociados con EAP

Variables

No EAP

n (%)

EAP
n (%)

Crude OR
(95% CI)

Adjuste OR @b

(95% Cl)
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Raza Auto-asighada?

Mestiza 383 (76.6) 377 (75.4) 1.0 1.0
Blanca 55 (11.0) 49 (9.8) 0,9 (1,60-1,36) 0,9 (0,61-1,41)
Negra 8 (1.6) 41 (8.2) 52 (2,41-11,25) 6,6 (3,00-14,78)
Mulata 54 (10.8) 33 (6.6) 0,6 (0,39-0,98) 0,7 (0,41-1,04)
Consumo de Cigarrillo®

No 320 (64,0) 222 (44,4) 1.0 1.0

Si 180 (36,0) 278 (55.6) 2,2 (1,73-2,87) 2,0 (1,53-2,60)
Hipertensién®

No 164 (32,8) 61 (12,2) 1.0 1.0

Si 336 (67,2) 439 (87,8)  3,5(2,53-4,87) 3,0 (2,16-4,27)
Diabetes ®

No 453 (90,6) 360 (72,0) 1.0 1.0

Si 47 (9,4) 140 (28,0) 3,8 (2,62-4,36) 3,8 (2,60-5,46)
DislipidemiaP®

No 204 (40,8) 100 (20,0) 1.0 1.0

Si 296 (59,2) 400 (80,0) 2,8 (2,08-3,65) 2,8 (2,11-3,81)

EAP= Enfermedad Arterial Periférica, IAM= Infarto agudo de Miocardio, Cl= Intervalo de confianza, OR=0dss
ratio. a Ajustado por edad b Ajustado por edad y raza

La Figura 7 muestra el porcentaje de la poblacion con ausencia o presencia de 1 a
5 de los factores de riesgo de ECV evaluados. Alrededor del 30% de los individuos
tanto sanos y con EAP presentaron al menos dos de los factores de riesgo CV
evaluados, sin embargo el 40,6% de los individuos con EAP presentaron al menos
tres factores comparado con el 23,6% de los controles. Asi mismo el 19,2 de los
casos presentaron 4 y 5 de los factores riesgo comparado con solo el 6,2 % de los
controles.

La Tabla 11, muestra el analisis de interaccién que se realizd con el propoésito de
determinar las combinaciones de los factores de riesgo mas importantes para EAP.
El analisis de dos factores mostr6 que la diabetes y el consumo de cigarrillo
constituyen la combinacién de mayor riesgo para el desarrollo de EAP (OR=5.6),
seguida de hipertensién*diabetes (OR=4.3) y diabetes*dislipidemia (OR=3.7). En el
modelo de tres factores se observd que los individuos fumadores*diabéticos*
hipertensos tienen 6.6 veces mayor riesgo a EAP siendo la mas alta de las
interacciones analizadas. Los ORs ajustados por edad y raza mostraron
consistentemente el efecto de las interacciones en el mismo orden de importancia.
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Figura 7. Frecuencia de factores de riesgo de ECV en casos y controles

(0-5 factores de riesgo) para los sujetos sin EAP (barras grises) y con EAP (barras

negras)

Tabla 11. Interaccién entre factores de Riesgo y odds ratio (95% CIs) en pacientes

con EAP
Caracteristicas OR Crudo OR Ajustado?
(95% CI) (95% CI)

Cigarrillo *Hipertension 3,1 (2,4-4,0) 2.7 (2,1-3,6)
Cigarrillo *Diabetes 5,6 (3,2-9,7) 5,2 (2,9-9,2)
Cigarrillo *Dislipidemia 2,5(1,9-3,2) 2,3 (1,7-3,0)
Hipertension *Diabetes 4,3 (2,9-6,4) 4,3 (2,9-6,5)
Hipertension * Dislipidemia 3,5 (2,7-4,6) 3,2 (2,4-4,2)
Diabetes* Dislipidemia 3,7 (2,5-5,5) 3,8 (2,5-5,5)
Diabetes*Dislipidemia*Hipertension 4,5 (2,9-7,0) 4,5 (2,9-7,0)
Cigarrillo* Hipertension *Diabetes 6,6 (3,5-12,4) 6,4 (3,4-12,2)
Cigarrillo* Diabetes *Dislipidemia 5,0 (2,8-9,0) 4,6 (2,5-8,6)
Cigarrillo* Hipertension *Dislipidemia 3,3(2,4-4,4) 2,9 (2,1-4,0)
Cigarrillo * Dilipidemia * Hipertension *Diabetes 6,3 (3,2-12,5) 6,0 (3,0-12,1)

aAjustado por edad y genero.

Discusioén

La EAP unida a diferentes factores de riesgo, se presenta como predictora de

mortalidad cardiovascular (26).

Este estudio caso control

reporta para el
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departamento del Cauca, los factores de riesgo mas importantes para el desarrollo
de EAP, correspondientes a hipertension, diabetes, tabaquismo y dislipidemia,
estos actuan conjuntamente para el desarrollo de esta patologia, lo anterior es
consecuente con lo reportado en otras publicaciones, donde estos factores de
riesgo son los mas conocidos (5), unidos a estos factores también se encuentran el
incremento en la edad y la raza (4).

La Asociacion Americana del Corazon mostro que la edad se encuentra
correlacionada con la disminucién de flujo sanguineo y de los valores del indice
tobillo brazo, siendo esta disminucion de 4 a 5 veces mayor en personas de 70 afios
de edad (6) en nuestro estudio la frecuencia de aparicion de la EAP aumenta en
cada década de la vida a partir de los 40 afios de edad y se incrementa entre los 70
a 79 afnos de edad (43.2%) con respecto a otras edades lo que es acorde con lo
reportado en la Asociacion Americana del Corazoén.

Debido a la facilidad, uso y estimacién del auto-reporte de la raza, este se utiliza
comunmente en epidemiologia, el auto-reporte de la raza afroamericana presenta
una mayor prevalencia de la EAP en comparacion con otros grupos étnicos (35).
Estudios demuestran que las influencias raciales, en particular los afro-
descendientes tienden a tener lesiones periféricas vasculares de una manera
frecuente (36) este factor de riesgo es tratado en los proximos capitulos de esta
tesis. Acorde con la literatura, en nuestro estudio se ve un aumento significativo de
la raza negra auto-reportada.

En el mundo cerca del 40 al 75% de pacientes son asintoméaticos (8), en nuestra
poblacién aproximadamente la mitad de esa cifra no presentan sintomas 33%. La
claudicacion intermitente es el sintoma clasico de la EAP el 10% de los pacientes
con EAP presentan claudicacion intermitente (37), en nuestro estudio esta condicidon
se presenta de una forma no limitante para el paciente 19,7% en hombresy 17,5%
en mujeres. En cuanto a la claudicacion intermitente limitante para la vida del
paciente 34,3% en hombres y 36% en mujeres. Los resultados acerca de los
sintomas de la enfermedad que obtuvimos para este estudio fueron basados en la
clasificacion propuesta por Fontaine en 1954 (8).

Segun la literatura, fumar es el factor de riesgo mas importante en pacientes con
EAP; el consumo de tabaco se encuentra directamente asociado con la progresion
de EAP (18) y predispone a la formacion, la progresion y la inestabilidad de las
placas ateroscleroéticas (11). El fumar aumenta hasta 7 veces el riesgo de tener EAP
(12), en nuestro estudio fumar mostro 2 veces mas riesgo a padecer la enfermedad.
Existe una fuerte evidencia donde se ha encontrado que el riesgo de muerte, IAM y
amputacibn son mayores en aquellos sujetos que continlan fumando en
comparacion con aquellos que no lo hacen (13).

La obesidad ha alcanzado proporciones epidémicas a nivel mundial y se asocia a
numerosas comorbilidades, incluyendo hipertension arterial, diabetes mellitus tipo
II, dislipidemia, la apnea obstructiva del suefio, ciertos tipos de céancer, y las
principales enfermedades cardiovasculares. La obesidad tiene un impacto
importante en las enfermedades cardiovasculares, como la insuficiencia cardiaca,
enfermedad coronaria, muerte subita cardiaca y fibrilacion auricular, se asocia con
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una reduccion de la supervivencia global, la obesidad aumenta el volumen de
sangre en total y el gasto cardiaco, con un nivel mas bajo de la resistencia periférica
total. A pesar de esta asociacion, numerosos estudios han documentado una
paradoja de la obesidad, en el que las personas con sobrepeso y obesos con
enfermedad cardiovascular establecida, incluyendo hipertension, cardiopatia
coronaria y EAP, tienen un mejor prondstico en comparacién con pacientes no
obesos (38). Galal et al, (39) han evaluado recientemente la mortalidad en 2392
pacientes con PAD que habian sido sometidos a cirugia vascular mayor y tenian
alto riesgo de mortalidad y se encontré una poderosa paradoja de la obesidad, con
reduccion progresiva de la mortalidad en IMC normal, sobrepeso y grupos de
obesos en comparacion con los pacientes con bajo peso. En esta investigacion se
presenta dicha paradoja y se puede observar claramente que no existe asociacion
de la enfermedad con dicha condicion.

La hipertension se asocia positivamente con la EAP, como se observa en la
encuesta Nacional de Nutricion en Salud (NHANES), muestra riesgo de 1,75 veces
para la patologia (40). En nuestro estudio la hipertension presenta un riesgo
ajustado de 3,0 veces mas por tanto comparado con la escala mundial el riesgo de
la hipertension para EAP, es el casi el doble que en el resto del planeta.

La incidencia de las enfermedades cardiovasculares, mortalidad y morbilidad,
debido a la aterosclerosis, es mayor entre los pacientes con diabetes que en
aguellos sin diabetes (41). El control intensivo de la diabetes, incluyendo el control
de la glicemia, el tratamiento de hipertension y dislipidemia, asi como las
intervenciones no farmacoldgicas, disminuye tanto las complicaciones micro y
macrovasculares (42). La diabetes es uno de los predictores mas fuertes de EAP,
incluyendo una mayor mortalidad y amputacion de miembros inferiores; este ultimo
se predice por la presencia de neuropatia, retinopatia, ITB bajo, y el sexo masculino
(43). En este estudio se observa un riesgo de (OR = 3.8) para la enfermedad,
constituyéndose la diabetes en la comorbilidad mas fuertemente asociada al
desarrollo de EAP en nuestra poblacion.

La relacion entre el colesterol y la aterosclerosis se caracteriza principalmente por
un aumento en la concentracién plasmatica de ésteres de colesterol en la capa
intima de las arterias, que produce una lesiébn conocida como una estria grasa,
como este proceso continla con el tiempo, conduce a lesiones mas avanzadas
como la placa aterosclerética. El transporte de colesterol-LDL en plasma y su
depdsito en la capa intima de las arterias puede iniciar el proceso ateroscleroético.
En este estudio los valores de LDL fueron limitrofe ato 135,26 mg/dL en pacientes,
mientras que en los controles fue de 114, 12 mg/dL conocido en los laboratorios
como cerca de un nivel optimo. HDL puede eliminar el exceso de colesterol de las
células, incluyendo macrofagos cargados de colesterol en las lesiones
ateroscleroticas. En nuestro estudio los controles presentan un mejor indice de HDL
50,36 mg/dL , respecto a los casos 45,32 mg/dL , sin embargo se encuentran dentro
del rango optimo (40-60 mg/dL ). El desequilibrio de ambas lipoproteinas determina
el inicio, progresion y complicaciones de la placa aterosclerética y por lo tanto la
enfermedad. Joostem MM et al reportd para el afio 2012 una asociacion de la
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dislipidemia en hombres con EAP con un riesgo atribuible de 17 veces (44). En
nuestro estudio se observa un riesgo de 2.8 veces mas en pacientes dislipidémicos
para la enfermedad.

Adicionalmente en este estudio las interacciones entre cigarrillo*diabetes muestran
un riesgo ajustado por edad y raza (OR = 5.2). Por otra parte al unir
cigarrillo*diabetes* hipertension se muestra el riesgo mas fuerte para la enfermedad
(OR =6.4).

Esta investigacion persigue en una proxima fase, no solo la inclusion de factores de
riesgo, clinicos y sociodemograficos, sino también el analisis de polimorfismos
genéticos y ancestria que soporten la fisiopatologia de la enfermedad, donde se
espera que la corriente de esta investigacion arroje resultados para la modificacion
de factores de riesgo responsables de EAP que logren a futuro minimizar la
prevalencia de la enfermedad.
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Capitulo IV — Ancestria y su asociacion con la Enfermedad Arterial Periférica
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Introduccién

A nivel mundial el estudio de las poblaciones genéticamente mezcladas, ha logrado
determinar la ancestria relacionada con enfermedades complejas, como las
enfermedades cardiovasculares y diferentes tipos de cancer, entre otras patologias
multifactoriales (1, 2). El escenario de la mezcla genética continua de tres
poblaciones continentales (nativos americanos, los colonos europeos y los
africanos) ha sido Norte América (3). En este sitio los Hispanos tienen una
estructura poblacional compleja que varia con los factores ambientales y culturales
vinculados al pais de origen, donde las enfermedades complejas tienen
ascendencia principalmente caucésica y africana (4, 5).

Por otra parte los Latinos, tienen diferentes proporciones de ascendencia genética
de nativos americanos, africanos y europeos, en parte por las interacciones locales
con los inmigrantes traidos por la trata de esclavos y la colonizacion europea de las
poblaciones indigenas (6, 7). En Sur América y el Caribe existen diferentes perfiles
genéticos, acordes con la historia de cada poblacion (8-10). En base a los perfiles
genéticos se han disefiado paneles de marcadores informativos de ancestria (AIMs)
para estudios caso-control, donde se ha probado la asociacion estadistica entre
variantes genéticas y rasgos biomédicos (11).

Actualmente Colombia cuenta con poblaciones mestizas producto de la mezcla de
grupos ancestrales nativos americanos, africanos y europeos (12-14). Al igual que
la poblacion Colombiana en general, la poblacion Caucana es mestiza como
resultado de la mezcla de las tres poblaciones parentales (15, 16). Estudios de
ascendencia genética de las poblaciones humanas y enfermedades complejas de
las regiones altamente mezcladas como Cauca se considera lugares ideales para
determinar patrones de mezcla (17).

El mestizaje ocasiona que en estudios de casos y controles, se pueda presentar
estratificacion entre los grupos, lo que puede generar resultados erréneos de
asociacion; por lo tanto, para los estudios de asociacién en genes candidatos en
poblaciones mezcladas, es necesario el uso de marcadores genéticos informativos
de ancestria (AIMs) que permitan calcular la composicion ancestral individual, y
hacer uso de esta en la correccidn de los analisis de asociacion (18).

La genética que conduce a la susceptibilidad de EAP adn no se han elucidado
totalmente (19). La aparicion de la EAP se diferencia por grupo étnico, en concreto,
los afroamericanos tienen la mas alta prevalencia de EAP, seguida por los nativos
americanos, americanos caucasicos e hispanos estadounidenses, estas diferencias
raciales / étnicas especificas en la EAP persisten después del ajuste para los
factores de riesgo cardiovasculares(20).

Los andlisis de ancestria con EAP en afroamericanos, estudian a menudo una
combinacion de africanos y europeos, mientras que en los hispanos se analiza una
ascendencia africana, americana y europea (21). Los analisis con AIMs se asocian
con una mayor prevalencia de la enfermedad en los afroamericanos en comparacion
con los caucasicos(22). Las diferencias étnicas relacionadas se han documentado
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con una mayor asociacion de factores de riesgo cardiovascular, conocidos por estar
vinculados a enfermedades de origen aterosclerética como EAP (23). Por otra parte
los sintomas de claudicacion intermitente existen en un 42% de afroamericanos en
comparaciéon con el 22% y el 28% de pacientes caucasicos Yy latinos,
respectivamente (24). Se ha demostrado que las diferencias étnicas persisten en
los problemas vasculares periféricos, experimentando una mayor probabilidad de
amputacion en pacientes afroamericanos (25).

Se ha demostrado que el aumento de los niveles de la ascendencia nativo
americana entre los hispanoamericanos presenta una menor probabilidad de EAP
(21). Para Latino América y Colombia esta es la primera investigacion que logra
caracterizar la ancestria de la EAP.
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Metodologia
Declaracion de ética

Los cuestionarios, procedimientos y protocolos utilizados fueron revisados y
aprobados por el Comité de Etica para la Investigacion Cientifica de la Universidad
del Cauca, teniendo en cuenta las directrices y principios bioéticos establecidos en
la Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial y los parametros
sefialados en la Resolucion 8430 de 1993 del Ministerio de Salud de Colombia.

Coleccion de muestras y extraccion de ADN

En un primer andlisis de ancestria todas las muestras de ADN utilizadas se
obtuvieron de 500 individuos no relacionados para caracterizar la poblacion
Caucana de la regiébn central norte, sur y occidente del departamento;
posteriormente en un segundo analisis de ancestria, los individuos antes
mencionados fueron utilizados como controles frente a 500 casos con EAP, sin
distincion de género, que accedieron a participar mediante un consentimiento
informado escrito.

Las muestras obtenidas a partir de sangre periférica, se almacenaron en tubos que
contienen &cido etil diamino tetra acético (EDTA) y se codificaron para proteger la
identidad de cada participante. A continuacion, el ADN se extrajo utilizando el
procedimiento de Salting Out (26). A una concentracion de ADN de 30 ng/dL,
cuantificado con un espectrofotometro NanoDrop 2000c.

Genotipificacion de marcadores genéticos de ancestria

La informacion de los marcadores genéticos empleados se obtuvo de la base de
datos Marshfield (http://www.marshfieldclinic .org / mgs/) (27). Se utiliz6 un conjunto
de 46 AlMs-InDels, previamente reportados y validados para las poblaciones
humanas Africanas, Europeas y Nativo Americanas (28) Tabla 12. La amplificacion
y genotipado de los 46 AlMs-InDels se realizé usando el kit PCR multiplex de la
compafiia QIAGEN (Turnberry Ln, Valencia, CA 91355, EE. UU.) (29).
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Tabla 12. Descripcion de primers especificos para InDels

INDE RS CROMOSOM  POSICION ALELOS
L NUMERO A BP

MID rs2307666 11 64729920 -GTTAC
1470

MID- rs1610863 16 6551830 -IGAA
7

MID- rsl6635 6 99789775 -ICAT
196

MID- rs1610965 5 79746093 -IACTT
881

MID- rs3545135 18 45110983 -IATCT
3122 9

MID- rs140837 6 3708909 -ICT
548

MID- rs1160893 2 22479457 -ICT
659 7

MID- rs2308203 2 10940129 -ICTAGA
2011 1

MID- rs3397416 8 87813725 -ITA
2929 7

MID- rs1160852 6 13734585 -ITT
593 7

MID- rs1610884 5 56122323 -IGGGAAA
798

MID- rs2067280 5 89818959 -IAT
1193

MID- rs2308067 7 12729154 -ITT
1871 1

MID- rs4183 3 3192524 -ITAAC
17

MID- rs3054057 15 86010538 -IAACA
2538

MID- rs2307840 1 36099090 -IGT
1644

MID- rs6061242 6 84017514 -ITCTA
3854 4

MID- rs3033053 14 42554496 -I[TCAGCAG
2275

MID- rs16384 22 42045009 -/AAC
94

MID- rs3461187 18 67623917 -/GCCCCCA
3072 5

MID- rs1610859 5 12831727 -ITAG
772 5

MID- rs3045215 1 23474091 -IATTATAACT
2313 7

MID- rs25621 6 13985815 -[TTCT
397 8
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MID-
1636
MID-
51
MID-
2431
MID-
2264
MID-
2256
MID-
128
MID-
15
MID-
2241
MID-
419
MID-
943
MID-
159
MID-
2005
MID-
250
MID-
1802
MID-
1607
MID-
1734
MID-
406
MID-
1386
MID-
1726

MID-
3626
MID-
360

MID-
1603
MID-
2719

rs2307832
rs16343
rs3031979
rs3412282
7
rs133052
rs6490
rs4181
rs3030826
rs140708
rs1611026
rs16438
rs2308161
rs16687
rs2307998
rs2307803
rs2307930
rs25630
rs2307582
rs2307922
rs1126792
6
rs25584

rs2307799

rs3454139
3

13

22

12

20

10

15

12

20

55590789
17635560
73501951
63778778
41042364
10812716
425;2803
67176774
17072001
825:%545
25278470
69800909
83887882
7814345
10898103
844;%378
14734341
24776877
398;%964
45526069
11214521
7085;427

30701405

-IAA
-[TTTAT
-IATTG
-IAAGT
-ICAT
-[ATT
-/AAATACACAC
-IGTCCAATA
-/[AATGGCA
-ITGAT
-/CCCCA
-IAACAAT
-ICA
-IGGA
-ITG
-ICCAT
-IAG
-[AAACTATTCATTTTTCACCCT
/CAAGAACTATAAWCACTATCT
JAATATAxiTTCTCCA
-IAA
-ITTGT

-/[AACT
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Preparacion de primers parareaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

A partir de 46 pares de primer Forward (F) y Reverse (R), se realiza la preparacion
de los primers de un multiplex que se fracciona en un panel de Multiplex M1 con (16
InDels marcados con verde fluorescencia y 8 InDels marcados con rojo rodamina)
y un panel de Multiplex M2 con (11 InDels marcados con verde fluorescencia y 11
InDels marcados con rojo rodamina), el motivo de esta division fué para que no se
traslapen los marcadores durante la electroforesis, se tuvo en cuenta que las
inserciones por cada marcador varian entre 2 a 10 pb.

Posteriormente, se realizo la preparacion de soluciones stock de 50 pM:

Inicialmente se reconstituyeron los primers, que una vez centrifugados se
disolvieron en agua estéril, a un volumen 10 veces la constitucidbn en nanomoles
reportada por el fabricante, de esta manera se obtuvo un primer a una concentracion
de 100 pM.

Se tomaron 100 pL de los primers F y R a una concentracion de 100 uM, quedando
un volumen de 200 pL de primers a una concentracion de 50 UM .

Para realizar la multiplex de cada Indel se tomaron 2 microlitros de volumen.

C1V1=c2v2

V1= 2um*250uL/50uM

v1=10ul

De cada marcador se adicion6 10mL, a saber, se emplearon 5 marcadores de cada

uno se tomo 10ulL por tanto sumaron 50 uL, se les adiciondé 200uL de agua y se
completé hasta un volumen final de 250uL. Posteriormente se realizé la PCR.
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Reaccion en Cadena de la Polimerasa

Se realizaron los célculos para la mezcla de la reaccion de PCR (Tabla 13 y 14),
multiplicando el volumen (uL) por muestra, por el numero total de individuos,
preparando un exceso del 10 al 15% de la mezcla. Posteriormente se prepararon
las mezclas de la reaccion de la bateria de 46 marcadores InDels, segun protocolo
del laboratorio Genes Ltda (datos no publicados), el volumen final por muestra fue
de 6 pL; para cada montaje se tuvo un control negativo bajo las mismas condiciones.

Tabla 13. Mezcla de reactivos para PCR

Reactivos puL / muestra
Agua 1.9
Mix Quiagen Multiplex PCR 3.0
Primers 0.6
ADN 0.5
Volumen Final 6

Tabla 14. Perfil térmico para PCR multiplex

Pre-incubacion/ Annealig Annealig Extension Almacenamiento
Desnaturalizaci 10 ciclos 20 ciclos Final
95°C 15 minutos 94°C 30 94°C 30 60°C 10 15°C 10 Infinito

Segundos Segundos  Minutos
60°C 1.5 58°C 1.5

Minutos Minutos
70°C 1 72°C 1
Minutos Minutos
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Electroforesis en gel de poliacrilamida
Preparacion del gel

Con previo lavado de los vidrios, posteriormente se prepard un gel de poliacrilamida
al 5%, con las siguientes cantidades:

1. 40 mL de acrilamida
2. 50 mL de temed
3. 300uL de persulfato de amonio

Una vez preparada la poliacrilamida, se adicion6 la solucion al 5% a través del
espacio entre los vidrios de forma uniforme evitando la formacion de burbujas,
finalmente se coloco la peineta por el lado plano para hacer el borde donde se
elaboraron los pozos y se dej6 polimerizar durante una hora.

Siembra de la muestra

Las muestras amplificadas se desnaturalizaron durante tres minutos en el
termociclador a 95°C y se les adicion6 10 uL Buffer de carga, después de esto se
pusieron las muestras en hielo, simultaneamente se prepar6 el marcador de peso
molecular depositando 1 pL de este y 4 uL de buffer de carga.

Se pre-calentaron los geles por 40 minutos a una temperatura de 45 °C, luego se
sembraron las muestras, cuidando de que el buffer de corrido TBE 1.0X cubra los
geles en ambos tanques. Una vez terminada la siembra, se reanudd el suministro
de corriente al sistema (1hora/30 min).

Migracion de las muestras mediante la camara de electroforesis vertical

En la cAmara de electroforesis se colocaron los vidrios centrados evitando que la
tapa superior de la cAmara chocara con estos. Se unieron los vidrios en la cAmara
con la barra sujetadoray con las pinzas laterales. Se Llenaron los tanques con buffer
de corrido TBE 1.0X de modo que el buffer del tanque superior este siempre por
encima del borde del vidrio con muescas. Se conectaron los cables de las tapas de
la camara de electroforesis a la fuente de poder a (2000V, 60W y 30mA).

Captura de imagen

Se realiz6 una limpieza exhaustiva de ambos vidrios con toallas de papel
humedecidas mediante agua desionizada, posteriormente se visualizaron los geles
en el analizador FMBIO lle, con posterior lectura mediante un computador.
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Analisis estadistico

A partir de los datos de alelos y genotipos en los marcadores autosémicos se realizo
una prueba de equilibrio Hardy-Weinberg (EHW) bajo la hipotesis nula de una
distribucion aleatoria de genotipos en un loci, que depende de las probabilidades
dadas por sus frecuencias alélicas k (P? +2pq +g? = 1; p + g = 1). Con la prueba se
determina la probabilidad de encontrar combinaciones de Kkk genotipos
heterocigotos u homocigotos menor o igual que los observados. La significancia de
esta desviacion se determiné obteniendo estimativos de probabilidades a través de
una cadena de Markov con una longitud de 10000 iteraciones, en la cual la cadena
explora todas las posibles generadas en una combinacion aleatoria de los k alelos.
Los genotipos que se presenten con una mayor probabilidad que la de una
distribucion aleatoria se encuentran en desequilibrio HW. Debido a que la fase
gamética es desconocida, la prueba soélo puede realizarse en cada locus
individualmente (30). Para obtener la significancia de la prueba controlando los
diferentes tamafos entre las muestras, se realiz6 adicionalmente una prueba de
Bonferroni (31).

Se realizaron las comparaciones en la estructura genética de la poblacion mediante
las distancias genéticas pareadas (FST) utilizando Arlequin v 3.5 (30). Para una
visualizacion mas facil de las distancias genéticas observadas se realiz6 un
escalamiento multidimensional (MDS), utilizando STATISTICA v 7.0. El andlisis
MDS, fue realizado entre las muestras caucanas, utilizandose como control
muestras brasileras proporcionadas por la doctora Leonor Gusméao de la
Universidad de Rio de Janeiro en Brasil (32).

El software STRUCTURE v 2.3.4, se utilizo para determinar la mezcla ancestral de
la poblacion de estudio y para inferir la asociacién de la ancestria con la
enfermedad, este consisti6 en un método de agrupamiento usando datos
genotipicos, el andlisis asumié un modelo en el cual existen K poblaciones
ancestrales. Los individuos que representaron las poblaciones mestizas fueron
probabilisticamente asignados a una de las K poblaciones o0 a dos o mas K
poblaciones si su genotipo indic6 que corresponde a un individuo mestizado. Se
asumié una contribucion triple hibrida de los nativos americanos, europeos Yy
africanos (K = 3) a la composicién genética de la poblacion actual del Cauca. El
software se corri6 con 100.000 iteraciones de Markov Chain Monte Carlo,
empleando la opcion "Usar la poblacién de informacién para la prueba de migrantes”
con el modelo de mezcla; adicionalmente las frecuencias alélicas fueron
correlacionadas y actualizadas utilizando sélo los individuos con POPFLAG =1 (en
este caso, las muestras usadas como referencia) (32).
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Resultados

Se muestrearon aleatoriamente sujetos en el departamento del Cauca,
encontrdndose 67,2% individuos en la regién central, 1,2% en el norte, 26,6% en el
sury 5,0% en el oeste Figura. 8.

B Native American
B African
B European

Figura 8. Mapa de la distribucion ancestral del Departamento del Cauca:

(Nativos Americanos, africanos y Europeos).

Lectura de geles

Se realizé la lectura de geles, la banda superior corresponde al homocigoto
denominado (2), la banda inferior corresponde al homocigoto denominado (1), las
dos bandas corresponden al individuo heterocigoto denominado (1 2), los paneles
de los marcadores AlMs fueron divididos inicialmente en m1y m2. Figuras 9, 10, 11
y 12.
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Figura 9. Marcadores InDels M1 marcados con verde fluorescencia GFP
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Figura 10. Marcadores InDels M1 marcados con fluorescencia Rojo Rodamina.
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Figura 11. Marcadores InDels M2 marcados con verde fluorescencia.
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Figura 12. Marcadores InDels M2 marcados con fluorescencia Rojo Rodamina.

Frecuencias alélicas
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Se realizo el equilibrio Hardy Weinberg para los 46 marcadores AIMs y se ajustaron
los niveles de significancia mediante la correccion por Bonferroni. Posteriormente la
distribucion de frecuencias de los AIM-InDels no mostré desviaciones
estadisticamente significativas dentro de la poblacion del Cauca Tabla 15.

Tabla 15. Equilibrio HWE

Locus #Genot Obs.Het. Exp.Het. ap-valor s.d.
1 1000 0.35800 0.37718 0.11508 0.00029
2 1000 0.51000 0.50020 0.57266 0.00047
3 1000 0.37300 0.41326 0.07198 0.00004
4 1000 0.15000 0.17365 0.07120 0.00001
5 1000 0.07900 0.08143 0.41717 0.00048
6 1000 0.34000 0.32136 0.07616 0.00023
7 1000 0.31500 0.31835 0.76502 0.00044
8 1000 0.28800 0.30546 0.07535 0.00026
9 1000 0.32700 0.31227 0.15642 0.00032

10 1000 0.12200 0.20826 0.07890 0.00765
11 1000 0.43500 0.44610 0.43754 0.00050
12 1000 0.21400 0.20978 0.65048 0.00046
13 1000 0.37300 0.37166 0.93230 0.00026
14 1000 0.42900 0.44544 0.25593 0.00038
15 1000 0.32700 0.33943 0.26024 0.00041
16 1000 0.50800 0.49879 0.57090 0.00052
17 1000 0.15500 0.16470 0.08178 0.00028
18 1000 0.47500 0.44478 0.03294 0.00018
19 1000 0.60400 0.46485 0.08399 0.00013
20 1000 0.11900 0.14306 0.09809 0.00012
21 1000 0.24000 0.23658 0.78749 0.00043
22 1000 0.49500 0.49646 0.94908 0.00022
23 1000 0.47400 0.48712 0.40208 0.00042
24 1000 0.18500 0.21207 0.0923 0.00002
25 1000 0.39600 0.42494 0.04041 0.00019
26 1000 0.29400 0.30546 0.25352 0.00042
27 1000 0.45500 0.44998 0.77997 0.00045
28 1000 0.47500 0.49452 0.21591 0.00033
29 1000 0.35200 0.35546 0.78931 0.00044
30 1000 0.47200 0.47379 0.94734 0.00022
31 1000 0.30800 0.33080 0.03611 0.00018
32 1000 0.43300 0.40732 0.05140 0.00019
33 1000 0.49600 0.49857 0.89847 0.00028
34 1000 0.41400 0.43102 0.20838 0.00032
35 1000 0.46500 0.49814 0.03723 0.00016
36 1000 0.48700 0.49452 0.65418 0.00043
37 1000 0.07900 0.08143 0.41573 0.00050
38 1000 0.44100 0.46187 0.17547 0.00033
39 1000 0.44600 0.46948 0.12249 0.00027
40 1000 0.44100 0.45962 0.21244 0.00033
41 1000 0.49300 0.49293 1.00000 0.00000
42 1000 0.43600 0.45583 0.19646 0.00033
43 1000 0.43000 0.43102 0.94221 0.00024
44 1000 0.43800 0.43324 0.76705 0.00046
45 1000 0.45700 0.49030 0.03187 0.00016
46 1000 0.51600 0.49375 0.15283 0.00042

a correccion por bonferroni

La Tablal6é muestra, las frecuencias genéticas ancestrales de tres poblaciones
continentales del departamento del Cauca, la frecuencia de Nativos Americanos se
presentd en mayor proporcion en el sur del departamento del Cauca (0,52), es decir
mas del 50% de la poblacion asentada en el sur tiene una mayor ascendencia
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Amerindia, en cuento a la ancestria Africana se encuentra proporcionalmente mas
acentuada en la zona norte del departamento (0,35), la mayor frecuencia de
Europeos se observa en la zona centro y occidente del departamento (0,41), para
ambas.

Tabla 16. Frecuencia InDels en individuos del departamento del Cauca

Muestras n (%) Frec_NA Frec_AF Frec_EU
Poblacionales

Norte 39 (3,9) 0,31 0,35 0,34
Sur 206 (20,6) 0,52 0,12 0,36
Centro 710 (71,0) 0,46 0,13 0,41
Occidente 45 (4,5) 0,49 0,10 0,41

Las distancias genéticas por parejas fueron estimadas entre las poblaciones,
mediante un andlisis de dos dimensiones (MDS) para mejorar la visualizacién de las
distancias genéticas (Figura. 13). Los resultados de la distancia genética entre las
poblaciones muestran que el departamento del Cauca junto a la poblacién control
de Manaus-Brasil son vecinos y que estas dos poblaciones se encuentran entre los
Nativos Americanos y los Europeos como otras poblaciones brasilefias, lo que
indica que el cauca tiene mayores proporciones de poblacién Mestiza.
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Final Configuration, dimension 1 vs. dimension 2
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Figura 13. Escala Multidimensional de distancias genéticas

pareadas Fst calculados entre las muestras de los nativos americanos, Europa, Africa y la
poblacién del Cauca, incluyendo muestras del Brasil; SI: Santa Isabel do Rio Negro; MA:
Manaus; PE: Pernambuco; AL: Alagoas; MT: Mato Grosso do Sul; TE: Terena; Ml: Minas
Gerais; ES: Espirito Santo; RJ: Rio de Janeiro; SP: Sdo Paulo; PR: Parana; SC: Santa
Catarina; RG: Rio Grande do Sul).

Andlisis de ancestria

Se observan resultados en el panel donde cada color representa una poblacion en
particular, azul= nativo americano, verde= europeo, rojo= africano, amarillo= cauca.
Para cada sujeto, los valores de los tres coeficientes de ascendencia se indican por
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la distancia a los bordes del triangulo. Cada sujeto se representa por un punto de
color y una distribucion homogénea de la poblacién de Cauca en ambos grupos de
poblacién americana europea e indigena se muestra una distribucién similar, lo cual
indica un mestizaje. Por otra parte, se observa una menor proporcion de sujetos de
Cauca en el cluster de la poblacion africana. (Figura. 14 y 15).

AFR EUR NAM CAUCA

1 2 3 4

Figura 14. Estimaciones de ascendencia individuales

El grafico de barras muestra las obtenidos de Cauca y poblaciones parentales, con
destruccion (AFR: Africa; EUR: Europa; NAM: Nativo de América). Los paneles 1, 2
y 3 presentan la distribucién de las poblaciones nativo americanas, europeas y
africanas, respectivamente, por otro lado, el panel 4 muestra la distribucion
ancestral del departamento del Cauca que muestra una contribucibn homogénea
tanto de los nativos americanos como de la poblacion europea; por lo tanto, la mayor
proporcion de los sujetos fué mestizo. El aporte africano estuvo presente es una
proporcion baja

AFR EUR

Figura 15. Tridngulo de la ancestria individual
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Representa a los sujetos pertenecientes al departamento del Cauca los cuales estan
en color amarillo. Con base en los resultados de STRUCTURE, en la parte superior
de color verde observamos a los nativos americanos, a la derecha en azul a los
europeos y a la izquierda en rojo africanos.

En la Tabla 17, se observa por filas la proporcion de mezcla Africana, Europea y
Nativo Americana que existe en los casos y controles caucanos. El 15% de los casos
corresponde a africano, el 45% a europeo y el 40% a amerindio, mientras que el
porcentaje de africanos es menor en los controles 13%, mayor en europeos 49% vy
menor en nativos americanos 38%. De lo anterior podemos decir que existio una
mayor proporcion de casos africanos (0,15) y amerindios (0,40) en los casos,
respecto a los controles que tuvieron una mayor proporcion de europeos (0,49).

Tabla 17. Frecuencias de poblaciones ancestrales en casos y controles Caucanos

Poblacion Africa Europa Ameérica Individuos
Africa 0.84 0.08 0.08 105
Europa 0.08 0.13 0.79 158
América 0.05 0.84 0.11 64
Casos 0.15 0.45 0.40 500
Controles 0.13 0.49 0.38 500

En la Figura 16, se observa un triangulo que en su interior tiene distribuida la
ascendencia media estimada de cada individuo de las poblaciones: 1.africana (rojo);
2. Europea (verde); 3. Amerindia (azul) 4. Caso (fucsia) y 5. Controles (amarillo).
Para un individuo dado, los valores de los tres coeficientes en la ascendencia, estan
dadas por las distancias a cada uno de los tres lados del triangulo equilatero, es
decir se observa una distribucion homogénea de mezcla de casos y controles hacia
la ancestria europea y amerindia pero en cuanto al cluster de coloracién roja
correspondiente a la etnia africana se observa que hay una mayor distribucion de
los casos que de los controles, por tanto los casos con EAP, presentaron una mayor
ascendencia africana respecto de los controles. En la figura 17, se observa la
distribucién de tres origenes continentales en casos y controles.
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Figura 16. Distribucién Ancestral

de casos fucsia, controles amarillos, en los extremos poblaciones, en rojo africa, en
verde europeos, en azul amerindios.

|

Figura 17. Distribucion de casos y controles segun la ancestria

En el panel 1 se observa en color rojo la distribucion africana, en el panel 2 se
observa la ancestria amerindia en azul y en el panel 3 en verde la ancestria europea,
en el panel 4 se observa la distribucién de los casos, si se visualiza detenidamente
podemos ver que a pesar de que aparentemente hay una mezcla de los tres
origenes continentales, existen algunos individuos que a lo largo del panel son de
ancestria africana en una mayor proporcion respecto al panel 5 que contiene a los
controles.

Discusién

La estimacion de la composicién genética de las poblaciones resultantes de mezclas
ha sido importante en los analisis genéticos de muchas poblaciones humanas (33-
38). Se utiliz6 un conjunto de 46 AlMs-InDels reportados por Pereira para
caracterizar la composicion de proporciones de ascendencia genética de una
muestra de poblacién de 500 sujetos de 23 de los 42 municipios que representan a

las regiones del centro, norte, sur y este del departamento de Cauca (28). Las
personas de los municipios del occidente no fueron incluidos en este estudio debido
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a las barreras selvaticas y maritimas que limitaban el acceso a esta parte o del
departamento. Por lo tanto, se llevd a cabo una evaluacion aleatoria de la
composicidén genética de la mayoria de las regiones representativas del Cauca.

El andlisis de las distancias genéticas por pares de la poblacion estudiada mostro
un mayor numero de individuos mas cerca de las poblaciones de américa y europa
y una menor frecuencia méas cerca de la poblacién africana. La frecuencia méas baja
de la poblacion africana, podria explicarse por la existencia de barreras culturales y
geograficas que han dado como resultado el aislamiento de este grupo étnico. Estos
resultados son consistentes con el analisis de la composicién de mezcla realizada
por STRUCTURE v 2.3.4, lo que indica que la composicion genética de la poblacion
de ascendencia Caucana es predominantemente mestiza, lo cual indica un
resultado de las contribuciones genéticas de ambas poblaciones nativas
americanas y europeas y en menor medida, la poblacion africana.

Nuestros resultados son consistentes con estudios de composicidn genética
anteriores en personas de varios municipios del Cauca con diferentes objetivos al
nuestro. El estudio de Acosta et al. (39) mostrd un alto porcentaje de la contribucion
europea en el mestizaje de la poblacion Caucana. Ademas, Cérdoba et al. y Rojas
et al. (16, 40) Indicaron que las poblaciones nativas americanas y europeas han
contribuido a una mayor proporcion de la reserva genética actual de la poblacion
del Cauca.

El departamento del Cauca se caracteriza por albergar el mayor porcentaje de
poblacion indigena en Colombia. Alrededor del 20% de la poblacion del Cauca
pertenece a este grupo étnico, e incluye ocho grupos indigenas oficialmente
reconocidos que se establecen en 26 de los 42 municipios de Cauca (41). El anélisis
de la mezcla en nuestro estudio mostr6 una mayor proporcion de nativos
americanos en ambas regiones Este y Sur del Cauca. Estas distribuciones se
explican por el hecho de que numerosas tribus indigenas americanos han habitado
predominantemente en los municipios de la region oriental del Cauca (Caldono,
Puracé, Totord) desde el periodo precolombino. Por otra parte, varias tribus Nativo
Americanas se encuentran predominantemente en el sur del Departamento. Por
otro lado, las proporciones de mezcla de Africanos fueron significativamente
mayores en la region Norte consecuentemente este lugar del Cauca esta habitado
principalmente por afrocolombianos que se agrupan entre si por su etnicidad y
actividades laborales propias de estas comunidades como la mineria y la agricultura
(42).

En cuanto a la asociacion de la enfermedad con la ancestria, se pudo observar en
este estudio que los casos son predominantemente afro-descendientes respecto de
los controles. Las diferencias étnicas en EAP histéricamente han complementan los
estudios de asociaciébn, mostrando que los afroamericanos presentan esta
enfermedad con mayor frecuencia respecto a los blancos no hispanos (43). Por otra
parte la raza se sugiere como un factor de riesgo fuerte e independiente para la EAP
en los Estados Unidos, donde se conoce que las personas de origen africano
presentan de 2 a 3 veces mayor riesgo de EAP, valor incluso ajustado por otros
factores de riesgo para ECV (44). Los datos sobre estudios en africanos nativos han
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demostrado que la prevalencia de la enfermedad es > 25% para aquellos individuos
> 60 afios de edad (45). Analisis con AIMs han demostrado que la prevalencia de la
enfermedad Es mucho menor en las poblaciones caucasicas con respecto a las
africanas (22). Por su parte los controles de este estudié no tienen una tendencia
africana, si no que por el contrario presentan una distribucion mestiza entre nativo
americanos y europeos.

En sintesis se observd que el 15% de los casos correspondio a africano, el 45% a
europeo y el 40% a nativos americanos, mientras que el porcentaje de africanos fué
menor en los controles 13%, mayor en europeos 49% y menor en nativos
americanos 38%. De lo anterior podemos decir que existiéo una mayor proporcion de
casos africanos (0,15) y amerindios (0,40) en los casos, respecto a los controles
que tuvieron una mayor proporcion de europeos (0,49). Los anteriores hallazgos
representan para Sur América, Colombia y el departamento del Cauca la primera
investigacion que logra caracterizar la ancestria de la EAP, poniendo de manifiesto
que los esfuerzos hacia la deteccién y prevencién oportuna de la enfermedad,
prioritariamente deben realizarse sobre los nucleos de las comunidades
afrodescendientes que aun se conservan en el departamento del cauca, asi como
en los sujetos pertenecientes a la mayoria de la poblacién reconocida como mestiza,
gue genéticamente demuestren un componente genético ancestral africano.
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Capitulo V — Ancestria, polimorfismos genéticos y su asociacion con la
Enfermedad Arterial Periférica.
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Introduccién

La EAP es una enfermedad aterosclerotica, producto de la interaccion de factores
ambientales, genéticos y de ancestria, en base a esto es importante dilucidar los
polimorfismos de genes implicados en las diversas etapas de la enfermedad que
pueden estar asociados y modulados por la raza. La deteccion de la asociacion de
polimorfismos mediante técnicas de asociacion genética, ha generado valiosa
informacion durante décadas. De estos estudios se resaltan: La evaluacion de los
genes candidatos, estudios de asociacion del genoma completo (GWAS), gendmica
comparativa (empleo de modelos animales para la extrapolacién de resultados a
humanos) y analisis de asociacion de los estudios caso-control (1-4).

En estos ultimos (estudios caso-control), se sugiere que mas del 50% de la EAP es
atribuible a factores de riesgo clasicos, como el tabaquismo, diabetes, hipertension
y dislipidemia, mientras que el porcentaje restante es explicado por la genética (5).
Por otra parte en estos mismos estudios, existe una preocupacion para evitar falsos
positivos que pueden darse como resultado, cuando no se tiene en cuenta el grado
de diferenciacion de la raza para EAP, pues es conocido que los grupos raciales
aportan diferentes frecuencias de alelos en la enfermedad (6).

En este capitulo se busco establecer la asociacion de factores de riesgo con 14
polimorfismos genéticos en 10 genes que se encuentran involucrados en el estrés
oxidativo (MTHFR, NOS3), el metabolismo lipidico (SCARB1, apoAb), la respuesta
inflamatoria (IL6, COX-2, ICAM-1), la via de coagulacién (FGB, F5), la angiogénesis
(VEGF) y el efecto de la ancestria con el desarrollo de la enfermedad. Cabe anotar
gue este analisis es de gran importancia porque los esfuerzos para determinar
algunos factores genéticos que subyacen a la susceptibilidad de la EAP se han
estudiado con un éxito limitado.

83



Genes involucrados en el estrés oxidativo
Gen MTHFR

El gen MTHFR es un gen asociado con el estrés oxidativo y la disfuncién endotelial,
codifica para la enzima metiltentetrahidrofolato reductasa, se ubica en el brazo corto
del cromosoma 1, en la region p36.22 (1p36.22). Figura 18 (7). MTHFR actia como
una enzima clave en la via que cataliza la conversion del aminoacido homocisteina,
un aminod&cido azufrado que desempefa un papel importante en la transferencia de
grupos metilos en el metabolismo celular. La homocisteina es sintetizada como
producto intermedio del metabolismo de la metionina, por accion de la enzima
metionina adenosin transferasa, su catabolismo puede tener lugar por dos vias; la
transulfuracion y la remetilacion. En la via de la transulfuracion la homocisteina es
transformada en cistationina gracias a la enzima cistationina B sintetasa
dependiente de vitamina B6, en la via de la remetilacion la homocisteina se recicla
a metionina por accion de la 5-metiltetrahidrofolato-homocisteina-S-metiltransferasa
(8, 9).
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Figura 18. Gen MTHFR.

Se observa la  region cromosOmica  del gen. Tomado de
http://omim.org/entry/607093. Consultado 2016.

Deficiencias de MTHFR desencadenan el aumento de la homocisteina, en donde la
oxidacion de este aminoacido, genera especies reactivas de oxigeno (EROs) como
el anion superoxido, el peréxido de hidrégeno y el anion hidroxilo (10), provocando
alteraciones en la funcibn normal del endotelio vascular, que traen como
consecuencia el dafo arterial, peroxidacion de los lipidos y agregacion plaquetaria
(11).

Hiperhomocisteinemia 'y EAP

Las enfermedades vasculares son comunmente asociadas con factores de riesgo
tradicionales como por ejemplo la hipertension arterial sistémica, diabetes mellitus
y el tabaquismo, pero en la tltima década se han identificado otros marcadores de
riesgo, siendo uno de ellos la homocisteina (8), su aumento total en el plasma
representa un factor de riesgo para la EAP (12). Un meta-analisis realizado en 2008,
encontré evidencia de una fuerte asociacién entre la homocisteina elevada y el
genotipo TT en EAP incluso desde la edad de 12 afios en hijos de familias con
aterosclerosis (13).
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Gen NOS3

El gen 6xido nitrico sintasa endotelial (NOS3), se localiza en el locus cromosémico
7036.1, contiene 26 exones y codifica para la enzima eNOS. Figura 19 (14). La
enzima en mencion es mas abundante en el endotelio vascular, pero también se ha
encontrado en las neuronas, células epiteliales o cardiomiocitos (15); eNOS se
encuentra encargada de la catélisis del sustrato L-arginina en L-citrulina para la
formacién de Oxido nitrico (ON), potente vasodilatador y sustancia clave en el
mantenimiento de la homeostasis arterial (16). El papel pleiotrépico de ON incluye
la agregacion plaquetaria, interacciones leucocito-endotelio, angiogénesis vy
arteriogénesis (17). ON elimina los radicales superoxido y limita la oxidacion de
lipoproteinas de baja densidad, lo que resulta en un efecto vasoprotector general
(18).
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Figura 19. Gen NOS3.

Se observa la  region cromosOmica  del gen. Tomado de
http://omim.org/entry/163729. Consultado 2016

La enzima disfuncional debido a polimorfismos en el gen codificante, provoca baja
disponibilidad de ON, lo cual se traduce en deficiencias para la funcion normal del
endotelio, contribuyendo a la formacién de la placa aterosclerotica (18). Los
polimorfismos del gen NOS3 mas relevantes son; G/T (rs 1799983) G/A (rs891512)
y T/G (rs1808593) (18-20).

Bajas concentraciones de NO y EAP

NO es una molécula anti-aterogénica endégena importante, las variaciones en el
gen NOS3 pueden influir en la biodisponibilidad de esta molécula, predisponiendo
asi al desarrollo de enfermedades vasculares ateroscleréticas incluyendo EAP (21),
la variacion polimérfica de NOS3 se ha visto involucrada en la reduccién del flujo
sanguineo y la dilatacion de la arteria braquial (22).

Genes involucrados en metabolismo lipidico
Gen SCARB1

El gen SCARBL1 llamado también CLA-1 codifica para el tipo de receptor scavenger
clase Bl (SR-BI), se encuentra situado en el cromosoma 12g24.31 abarcando 86,3
kb. Figura 20 (23). El alelo C del SNP rs10846744 se ha visto asociado con
aterosclerosis (24) y se ha encontrado que el SNP rs 4765615 impide la reduccién
de colesterol e incluso la accion de estatinas (25).
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Figura 20. Gen SCARBLI.

Se observa la  region cromosomica  del gen. Tomado de
http://omim.org/entry/601040. Consultado 2016

SR-BI, es un receptor multiligando implicado en la regulacion del HDL (26). SR-BI
facilita el flujo bidireccional de colesterol libre, fosfolipidos entre HDL y las células,
influyendo asi en el contenido de colesterol de la membrana plasmética (27). Se ha
demostrado que la expresion SR-BI en las células derivadas de médula 6sea es
protectora contra la aterosclerosis (27). Hay varios mecanismos por los cuales las
HDL ejercen efectos anti-aterogénicos, el primer lugar lo ocupa el transporte reverso
de colesterol, mecanismo por el cual las HDL captan el exceso de colesterol
procedente de tejidos extrahepaticos, el segundo lugar deriva de su actividad
antioxidante, ya que las HDL son capaces de captar esteres de colesterol oxidados
desde las LDL, siendo posteriormente eliminados en el transporte reverso como
hidréxidos de ésteres de colesterol (28).

SCARB1ly EAP

Las variaciones genéticas del receptor SR-BI se han encontrado asociadas con
altos niveles plasmaticos de colesterol total y de lipoproteinas de baja densidad, en
individuos con EAP sin distincién de género (26).

Gen ApoA5

El gen ApoAS5 se localiza en el brazo largo del cromosoma 11 (11923.3). Figura 21.
Variantes polimérficas presentes en el gen, afectan el metabolismo lipidico de las
concentraciones plasmaticas de triglicéridos produciendo su aumento (29). La
enzima ApoA5 en la circulacidn esta asociada con las lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL) y de alta densidad (HDL), asi como con los quilomicrones (30).
Aungue el mecanismo de accion ApoA5 todavia se discute, en términos generales,
hay dos teorias que describen como ApoA5 modula los triglicéridos y han sido
descritas dentro de “la paradoja de la modulacién de triglicéridos por ApoA5”: (1)
ApoA5 mejora el catabolismo de las lipoproteinas ricas en triglicéridos por actividad
de la lipoproteina lipasa 6 (2) inhibe la tasa de produccion de VLDL (31).
Alteraciones de polimorfismos en el gen ApoAb5, principalmente -1131T>C han sido
reportadas con una asociacion significativa para niveles elevados de triglicéridos
(32).
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Figura 21. Gen ApoAb.

Se observa la region cromosoémica del gen. Tomado de
http://omim.org/entry/606368.Consultado 2016
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ApoA5y EAP

Un meta-analisis realizado en el afio 2013 acerca de las variantes genéticas en
APOA5, encontr6 que bajo un modelo de herencia dominante -1131CT>C ha
demostrado ser un factor de riesgo de cardiopatia coronaria (p = 0,030, OR, 1,422;
IC del 95%, 1,036-1,952) (33). También dicha variante ha sido asociada con un
inicio temprano de IAM y aterosclerosis carotidea en pacientes obesos (34, 35).
Siendo APOAS la apolipopoteina mas recientemente descubierta en referencia a las
demas apolipoproteinas (29), el inadecuado funcionamiento de APOA5, se ha
asociado con un modelo pro-aterogénico en ECV pero nunca antes se ha reportado
en la literatura mundial la asociacion de APOAS para EAP, esta tesis muestra por
primera vez en la literatura cientifica un estudio de -1131CT> C (rs662799) con la
enfermedad de interés.

Genes involucrados en la Inflamacion
Gen IL6

La interleucina-6 (IL-6) es una glucoproteina asociada con varios marcadores de
disfuncion endotelial, desempefia un papel en la patogénesis de la enfermedad
vascular aterosclerética, mediante la activacion endotelial a través de orquestar la
estimulacién de la proteina C reactiva y la sintesis de fibrinégeno (36).

IL-6 es una citosina con actividad anti-inflamatoria y pro-inflamatoria, se encuentra
localizada en la regién cromosomica 7pl15.3. Figura 22. IL-6 cuenta con un
polimorfismo en la region promotora -174G>C (rs1800795), el cual esta asociado
con la aterosclerosis subclinica y la ECV (37, 38). Andlisis han demostrado que los
sujetos portadores de la IL-6 -174CC tienen riesgo a desarrollar enfermedad arterial
coronaria (39).
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Figura 22. Gen IL6

Se observa la  region cromosomica  del gen. Tomado  de
http://omim.org/entry/147620.Consultado 2016.

IL6 y EAP

IL6 se asocia de manera independiente con EAP en africanos americanos (40).
Entre las citoquinas, IL-6 es una de los mas estudiadas en EAP, es reconocida por
su papel en la respuesta inflamatoria de fase aguda, se ha demostrado que el
aumento de concentraciones en el suero tiene un doble riesgo para la enfermedad
(41) .
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Gen COX-2

La ciclooxigenasa-2 (COX-2), conocida como prostaglandina-endoperdéxido sintasa
2 (PTGS2), es una enzima capaz de catalizar la sintesis de prostaglandinas a través
de la oxidacion de acido araquidonico, las prostaglandinas pueden agudizar la
respuesta inflamatoria en la placa aterosclerotica (42). COX2, tiene un gen de menor
tamafio localizado en la regiobn cromosomicalp 31.1, mide aproximadamente 8,3 Kb
y contiene 10 exones. Figura 23.
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Figura 23. Gen COX-2.

Se observa la  region cromosomica  del gen. Tomado de
http://omim.org/entry/600262.Consultado 2015.

Se han identificado polimorfismos en COX-2, de los cuales ha sido estudiado el
rs20417 con una transicion de G/C en la posicion -765 pb de la region promotora.
Un meta-andlisis realizado por Li et al, sugiriere evidencia existente acerca de la
asociacion del polimorfismo y la aparicion de ECV, mostrando un papel protector
del polimorfismo frente al desarrollo de enfermedad arterial coronaria con un OR:
0,80 (95%IC: 0,65-0,08) (43). Pese a los anteriores resultados se debe tener en
cuenta que se ha demostrado la presencia de COX-2 en arterias ateromatosas, pero
no en vasos sanos, lo que indica un papel de esta enzima en la formacién o
mantenimiento de las placas de ateroma (44).

COX-2 y EAP

Un primer estudio investigo el efecto de los inhibidores selectivos de la COX-2 en
pacientes con EAP, los resultados obtuvieron una mejora en la dilatacion del
endotelio en pacientes que tomaron inhibidores de la COX-2 y concluyeron que
existid6 una disminucion de la inflamacion con la disfunciébn endotelial en la
patogenia de la aterosclerosis, mediante el uso de un farmaco antiinflamatorio en
pacientes con EAP (45).

Gen ICAM-1

La molécula de adhesion intracelular-1 (ICAM-1) es miembro de la superfamilia de
inmunoglobulinas, esta presente de forma constitutiva en células endoteliales.
ICAM-1 contribuye directamente a la respuesta inflamatoria dentro de la pared del
vaso sanguineo, se encuentra implicada en la disfuncién de la activacion de células
endoteliales, adhesion de leucocitos y migracion transendotelial, lo cual contribuye
a la formacion de placa aterosclerética (46, 47). Se ha observado un incremento en
niveles plasmaticos de la forma soluble (sSICAM-1) de ICAM-1 en personas con ECV
47).

88


http://omim.org/entry/600262

El gen de ICAM-1 se encuentra ubicado en la regién cromosémica 19p13.2. Figura
24. ICAM-1 tiene un SNP (rs5498) asociado con un incremento de sICAM-1 (48,
49).
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Figura 24. Gen ICAM-1.

Se observa la  region cromosOmica  del gen. Tomado de
http://omim.org/entry/147840.Consultado 2015.

ICAM-1y EAP

ICAM-1 ha mostrado ser predictor independiente de la aterosclerosis periférica (50).
Niveles elevados de sICAM-1 han sido asociados con EAP (51). La actividad fisica
gue actua como factor protector en ECV, se ha asociado independientemente con
menores niveles sICAM-1 en pacientes con EAP (52).

Genes involucrados en coagulacién

Gen FGB

La triada de Virchow, corresponde a tres factores que contribuyen a la formacion de
un trombo: la lesién endotelial, la estasis conocida como turbulencia o lentitud del
flujo sanguineo y la hipercoagulabilidad de la sangre (53). El fibrindgeno es el
precursor de plasma de fibrina, que actia generalmente en los estados de
hipercoagubilidad, el fibrinbgeno es la matriz de base de cualquier coagulo, es una
glicoproteina del plasma sanguineo que participa en la cascada de coagulacién y
estd compuesta por dos conjuntos de tres cadenas polipeptidicas conocidas como
a, By, codificados por el fibrindgeno alfa (FGA), beta (FGB) y gamma (FGG) genes
gue respectivamente se agrupan en el cromosoma 4q31.3. Figura 25 (53, 54). De
los anteriores, el gen FGB tiene polimorfismos asociados como el rs1800787 vy
rs2066861 al riesgo atero-trombotico (55). FGB es un factor importante del sistema
de coagulaciébn que participa en el proceso de la hemostasia y proporciona
estabilidad al trombo recién formado (56).
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Figura 25. Gen FGB

Se observa la region cromosoémica del gen. Tomado de
http://omim.org/entry/134830.Consultado 2016.
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FGB y EAP

Aparte de su papel en las reacciones de coagulacion; FGB participa en el desarrollo
de la aterosclerosis mediante la promocion de la adhesion de plaquetas y leucocitos
a la superficie endotelial (57). Niveles altos de fibrin6geno han sido asociados con
EAP, incluso después de ajustar por factores de riesgo de ECV tradicionales (58).

Gen F5

El gen que codifica al factor V se encuentra en la region cromosémica 1g24.2 Figura
26. Las mutaciones de este gen predisponen a trombosis (59).
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Figura 26. Gen F5

Se observa la  region cromosomica  del gen. Tomado de
http://omim.org/entry/612309.Consultado 2016

Gen F5y EAP

F5 codifica para el factor de coagulacion V, cuenta con un SNP 1691 G/A (rs6025).
Un estudio muestra a F5 como candidato de incremento a EAP (60), dicha
asociacion ha sido controversial mediante un estudio que demostrd que F5 no esta
asociado a EAP (61)

Gen implicado en la Angiogénesis

Gen VEGF

El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) es un factor angiogénico
potente, induce la liberacién de ON a partir de células endoteliales, cuya produccién
se amplifica durante la angiogénesis (62, 63). El gen VEGF esta localizado en el
cromosoma 6 (6p21.1). Figura 27 (64). Se ha encontrado una relacién significativa
de VEGF entre los polimorfismos rs699947 y rs2010963 con transtornos en la
vasculatura (65-67).
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Figura 27. Gen VEGF

Se observa la  region cromosomica  del gen. Tomado de
http://omim.org/entry/192240.Consultado 2015.
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Gen VEGF y EAP

VEGF tiene un papel en la aterogénesis y la inestabilidad de la placa a través de
mecanismos proinflamatorios y angiogénicos (68), se ha observado que en
pacientes con EAP esta citoquina pro-angiogénica se encuentra elevada (69).
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Metodologia
Identificacion de Genes

Para la identificacion de los genes asociados con la enfermedad, se realizé una
busqueda electronica mediante revision sistematica en la base de datos del NCBI-
PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed), teniendo en cuenta articulos
publicados entre el 1 de diciembre de 2010 hasta el 1 de diciembre del 2013, en los
idiomas inglés y espafol. Se emplearon articulos de (meta-analisis, revision y
estudios de asociacion), la busqueda estuvo limitada por idiomas diferentes al inglés
y espafiol. La combinacion de palabras claves usadas en la terminologia MeSH
fueron las siguientes: oxidative stress and peripheral arterial disease, inflammation
and peripheral arterial disease, blood coagulation and peripheral arterial disease,
angiogenesis and peripheral arterial disease, genetics and peripheral arterial
disease, polymorphis and arterial disease. Por su parte el gen APOAD5, se considero
por su fuerte asociacion con la aterosclerosis y demas enfermedades
cardiovasculares a pesar de que no existen a la fecha meta-andlisis, revisiones ni
estudios de asociacion con EAP. Figura 28.
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Figura 28. Esquematizacion de la busqueda electrdnica.

Un total de 3000 articulos se encontraron en PUBMED mediante la busqueda
controlada y sistematizada. Luego del proceso de tamizaje de acuerdo a criterios de
seleccion un total de 59 articulos se incluyeron.

Posterior a la busqueda sistematica, se seleccionaron SNP a partir del alelo de
menor frecuencia MAF>0,1 en la base de datos del NCBI-PubMed db-SNP
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/). Lo anterior teniendo en cuenta que este valor de
MAF, se encontrara en al menos 2 de cualquiera de los 3 grupos étnicos europeos,
africanos y nativos americanos. Tabla 18.

Tabla 18. Clasificacion de Genes y SNPs asociados con a ECV y EAP

GEN SNP rs CROMOSOMA  MAF MAF MAF
CEU AFR CAU

MTHFR Cer7T 1801133 1 0,31 0,14 0,28
NOS3 A/IC 891512 7 0,17 0,10 0,13
GIT 1808593 7 0,18 0,25 NR

G894T 1799983 7 0,34 0,13 0,33

SCARB1 C/IT 4765615 12 0,48 0,48 0,43
G/IC 10846744 12 0,15 0,23 0,26

APOA5 -T1131C 662799 11 0,17 0,13 NR
IL-6 -174G>C 1800795 7 0,46 0,12 0,16
COX-2 -G765C 20417 1 0,18 0,40 0,16
ICAM-1 G1548A 5498 19 0,39 0,16 0,38
FGB C148T 1800787 4 0,23 0,05 0,17
F5 G1691A 6025 1 0,22 0,03 0,20
VEGF A2578C 699947 6 0,47 0,11 0,43
C405G 2010963 6 0,40 0,27 0,42

SNP= polimorfismo de nucle6tido simple, MAF= Frecuencia del menor alelo,
CEU=Europeos, AFR=Africanos, CAU=Caucésicos.
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Extraccion de ADN

El ADN se extrajo utilizando el procedimiento de Salting Out descrito por Miller et al
(70), a una concentracion de ADN por 30 ng / dL, cuantificado con un
espectrofotometro NanoDrop 2000c.

Genotipificacion de SNP’s

La genotipificacion se realiz6 mediante la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), la cual fue llevada a cabo en el Laboratorio Genetics Core de la Universidad
de Arizona utilizando el ensayo TagMan SNP genotypingv (Applied Biosystems,
Foster City, California, USA).

Ensayo TagMan SNP genotyping

Se realiz6 un proceso de discriminacion alélica, mediante el cual se detecté en una
muestra dos variantes de la secuencia de un Unico nucleétido, con el uso de las
sondas TagMan marcadas con dos fluorocromos, las cuales permitieron medir la
produccién de amplicones de PCR.

Las reacciones de PCR de los experimentos de genotipado incluyeron los siguientes
componentes:

1. Muestra: la muestra en la que el genotipo es desconocido.
2. Controles negativos: muestras que contienen agua o solucion tampon en lugar
de ADN molde.

3. Controles positivos: muestras que contienen genotipos conocidos (homocigotos
para el alelo 1, homocigotos para el alelo 2, heterocigotos para los alelos 1y 2).

4. Agua para molecular.

5. Master Mix: AmpliTaqGold® DNA polimerase, cloruro de magnesio (MgCl2),
Buffer, dNTPs (A,T,C,G).

6. Assay Mix: Cada TagMan ® SNP genotyping assay consta de un solo tubo que
contiene (a) dos cebadores especificos de la secuencia para amplificar el
polimorfismo de interés y (b) dos sondas MGB TagMan ® especificas de alelo, para
detectar cada uno de los alelos del polimorfismo de interés. Tabla 19.

Cada sonda MGB TagMan ® MGB especifica de alelo tiene:
1. Un fluorocromo notificador en el extremo de 5.

2. Un fluorocromo VIC ® unido al extremo de 5° ple la sonda del alelo 1.
3. Un fluorocromo FAM™ unido al extremo de 5 de la sonda del alelo 2.
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Tabla 19. Mix para TagManSNP genotyping assay

Componente Volumen (UL) para 1 reaccion
Master Mix 10
Assay Mix 1
Muestra 2
Agua 7
Volumen Total 20

Reaccion en Cadena de la Polimerasa
La PCR se dio en cuatro pasos:

1. Se construy6 una sonda oligonucledétida con un fluorocromo notificador unido al
extremo 5' y un apantallador 6 «quencher» en el extremo 3'. Mientras la sonda
estuvo intacta, la proximidad del apantallador redujo enormemente la fluorescencia
que emitié el fluorocromo notificador por medio de la transferencia de energia de
resonancia de fluorescencia.

2. Cuando la diana estuvo presente, la sonda anillé entre las localizaciones de los
cebadores y se rompio por la actividad de la 5' nucleasa de la Taq Polimerasa,
durante la extension.

3. Esta ruptura de la sonda, separé el fluorocromo notificador del apantallador, lo
gue aumenté la sefal del fluorocromo notificador.

4. En cada ciclo (Tabla 20), se separaron mas moléculas de fluorocromo notificador
de sus respectivas sondas, lo que produjo un aumento de la intensidad de la
fluorescencia que fué proporcional a la cantidad de amplicén producido. Figura 29.

Tabla 20. Fase de Amplificacién de la PCR

Amplificacion
Ciclos (50) Lectura pos
Paso Desnaturalizacién | Hibridacion Extension | PCR
Temperatura 92°C 60°C 60-72°C | 60-72°C
Tiempo 00:00:15 00:01:00 00:01:00 | 00:00:30
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POLIMERIZACION DESPLAZAMIENTO DE CADERA PANTICIC POLIMERIZACICH COMPLETADA
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Figura 29. Pasos PCR.

Se observa la accion del notificador (R) y el apantallador (Q) cuando se realiza la
union a la sonda TagMan y se inhibe o emite la fluorescencia. Tomado de:
http://tools.lifetechnologies.com/content/sfs/manuals/cms_053175.pdf

Para una mejor comprensién de lo anteriormente descrito, se ejemplificara el
mecanismo de la PCR. Por ejemplo: Durante la PCR la sonda MGB TagMan®
hibridé de manera especifica con su secuencia complementaria. Posteriormente la
enzima AmpliTaqGold® DNA polimerasa rompi6 las sondas que fueron hibridadas
con su secuencia diana, esta accion separ6 fisicamente los fluorocromos del
apantallador y del notificador, lo que aumento la fluorescencia de éste, indicando
qué alelos hay en la muestra. La sonda marcada con el fluorocromo FAM™ para el
alelo 2 corresponde con el segundo nucleétido entre corchetes de la siguiente
secuencia: ATCGATT[G/T]JATCC, es decir la sonda marcada con el fluorocromo
VIC® se unira al alelo G y la sonda marcada con el fluorocromo FAM™ se unira al
alelo T. Figura 30.
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Figura 30. Sonda TagMan

Corresponde a una ilustracién esquematica del ejemplo planteado. Tomado de:
http://tools.lifetechnologies.com/content/sfs/manuals/cms _053175.pdf

La utilidad de las sondas radic6 gracias a que poseen un fluoréforo en su extremo
5' y una molécula en el extremo 3' que bloquea su emision de fluorescencia
(denominada en inglés «quencher»); esta sonda marcada hibridé especificamente
en la parte central del producto de PCR de interés de cada uno de los 14 SNPs
pertenecientes a los 10 genes. De este modo, cuando se efectio la PCR (con la
sonda mas el par de cebadores especificos), la sonda hibridé en el amplicén, pero
debido a la cercania del fluor6foro al quencher, no se emiti6 fluorescencia,
posteriormente cuando la polimerasa se encontré con la sonda la hidrolizé mediante
su actividad exonucleasa 5'-3', lo cual provocé la separacion del quencher del
fluorocromo y por tanto, la emisién de fluorescencia exitosa que fue detectada
ultilizando el PCR en tiempo real ABI PRISM® 7900 (Applied Biosystems). Tabla
21. Esta técnica resulté 6ptima para nuestro estudio pues este requirié analisis para
el genotipo de 1000 muestras con unos pocos SNPs.
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Tabla 21. Indicador de lectura para las sefales de fluorescencia

Presencia Indicador

Solo fluorescencia de la sonda Homocigosidad del alelo 1.
marcada con VIC®

Solo fluorescencia de la sonda Homocigosidad del alelo 2.
marcada con FAM™

Fluorescencia de ambas sondas Heterocigosidad de alelo 1 y alelo 2.
marcadas respectivamente con VIC® y

FAM™

Analisis de asociacion genetica

Se evalué la asociacion de EAP con los polimorfismos estudiados a través de
pruebas de chi cuadrado de independencia, éstas se realizaron para evaluar la
asociacion alélica y genotipica. Se calcularon ORs con sus respectivos intervalos
de confianza del 95%. Estos andlisis se realizaron utilizando el programa PLINK
v1.07 (71). Debido a que otras variables pueden ser de confusion se construyeron
modelos multivariados de regresion logistica binaria, para realizar los ajustes
debidos, incluyendo en el modelo las covariables, edad, género e indice de
ancestria. Adicionalmente se realizaron analisis de asociacion genotipica en la
aplicacion SNPassoc del programa R version 2.6.1, con el fin de tener una mejor
claridad en la interpretacién de las asociaciones al poder evaluarlas bajo diferentes
modelos genéticos. De esta manera, se evalud la asociacion entre los polimorfismos
y EAP bajo los modelos codominante, dominante, recesivo y sobredominante
ajustando y sin ajustar por edad y género. Teniendo en cuenta que en algunos casos
no es posible diferenciar entre varios modelos, se eligié aquel que tuviera el menor
valor del criterio de informacion de Akaike (AIC) empleado desde 1973; como el
modelo que mejor ajusta, segun la ecuacion:

AIC= -2(log maxima verosimilitud) + 2 (nUmero de parametros)

Este criterio pondera el ajuste del modelo (-2logL), donde L es la verosimilitud del
modelo con la complejidad (nUmero de pardmetros). Cuando se comparan dos
modelos, aquel con el AIC mas bajo fué considerado el mejor (72).

98



Resultados

En este estudio se establecié la asociacion de la EAP con factores de riesgo
epidemioldgico, 14 polimorfismos genéticos en los genes MTHFR, SCARB1, IL-6,
COX-2, ICAM-1, FGB, F5, NOS3, APOA5 y VEGF con la mezcla ancestral.

Frecuencias alélicas, genotipicas y equilibrio de Hardy— Weinberg

Se estimaron las frecuencias alélicas, genotipicas y el equilibrio Hardy-Weinberg
para casos y controles, utilizando el programa PLINK (Version 1.07; http://
pngu.mgh.harvard.edu/purcell/plink), encontrandose después de la correccion por
Bonferroni, todas en equilibrio tanto para individuos afectados con EAP como no
afectados. Tabla 22.

Andlisis de asociacion alélica simple con EAP sin ajuste

Se determiné la asociacion entre los casos y controles con la presencia de EAP con
polimorfismos, mediante una prueba de chi cuadrado tanto para las frecuencias
alélicas como genotipicas. Se determind la asociacion entre la EAP con 14
polimorfismos estudiados, se calculé el Odss Ratio (OR) con intervalos de confianza
del 95%. El nivel de significacion estadistica se fij6é en el 5% y el ajuste para multiples
pruebas fue realizado con permutaciones (n = 1000). Para los anteriores analisis se
utilizé el programa PLINK v 1.07. En el analisis de asociacion alélica de cada SNP
con EAP, se encontr6 asociacion entre tres genes (MTHFR, VEGF e ICAML1). En el
gen MTHFR rs1801133 para en alelo C, se logré determinar un OR de 1,7
(p=0.0042). Entre el alelo C del polimorfismo rs699947 en el gen VEGF se muestra
un OR de 1,5 (p=0,0040) y para el alelo C del polimorfismo rs2010963 del mismo
gen con un OR de 1,5 (p=0.0001). En la asociacion alélica simple también se
observo para el alelo G del polimorfismo rs2010963 del GEN ICAM-1 un OR de 1,6
(p=0,0003). Tabla 23.
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Tabla 22. Distribucion de frecuencias de genotipo segun Hardy-Weinberg.

CHR SNP TEST Al A2 GENOTIPES O(HET) E(HET) P#?

1 rs1801133 Total T C 85/404/511 0,4040 0,4093 0,6993
1 rs1801133 Afectado T C 45/188/267 0,3760 0,4014 0,1806
1 rs1801133 No afectado T C 40/216/244 0,4320 0,4168 0,4536
1 rs6025 Total A G 39/308/653 0,3080 0,3115 0,6859
1 rs6025 Afectado A G 22/166/312 0,3320 0,3318 1,0000
1 rs6025 No afectado A G 17/142/341 0,2840 0,2900 0,6436
1 rs20417 Total C G 66/349/583 0,3497 0,3658 0,1664
1 rs20417 Afectado C G 37/170/291 0,3414 0,3699 0,0898
1 rs20417 Noafectado C G 29/179/292 0,3580 0,3617 0,8052
4  rs1800787 Total T C 29/247/724 0,2470 0,2585 0,1771
4 rs1800787 Afectado T C 17/127/356 0,2540 0,2702 0,1850
4  rs1800787 Noafectado T C 12/120/368 0,2400 0,2465 0,5848
6 rs699947 Total C A 85/407/507 0,4074 0,4108 0,8172
6 rs699947 Afectado C A 54/227/219 0,4540 0,4456 0,7632
6 rs699947 No afectado C A 31/180/288 0,3607 0,3674 0,7145
6 rs2010963 Total C G 85/340/573 0,3407 0,3805 0,1111
6 rs2010963 Afectado C G 52/188/259 10,3768 0,4140 0,0611
6 rs2010963 No afectado C G 33/152/314 0,3046 0,3414 0,0780
7  rs1799983 Total T G 75/380/545 0,3800 0,3896 0,4648
7 rs1799983 Afectado T G  49/184/267 0,3680 0,4050 0,0464
7 rs1799983 Noafectado T G 26/196/278 0,3920 0,3730 0,2822
7 rs891512 Total C A 44/357/596 0,3581 0,3467 0,3606
7 rs891512 Afectado C A 28/202/267 0,4064 0,3844 0,2429
7 rs891512 No afectado C A 16/155/329 0,3100 0,3041 0,7690
7  rs1808593 Total C G 35/311/652 10,3116 0,3089 0,8380
7 rs1808593 Afectado C G 19/156/325 10,3120 0,3127 1,0000
7 rs1808593 No afectado C G 16/155/327 0,3112 0,3050 0,7689
7  rs1800795 Total G C 32/304/657 0,3061 0,3019 0,7524
7 rs1800795 Afectado G C 18/160/320 10,3213 0,3161 0,7784
7 rs1800795 No afectado G C 14/144/337 0,2909 0,2871 0,8760
11  rs662799 Total C T 69/395/533 10,3962 0,3917 0,7470
11  rs662799 Afectado C T 41/195/264 0,3900 0,4005 0,5766
11  rs662799 Noafectado C T  28/200/269 0,4024 0,3824 0,2910
12 rs4765615 Total T C 31/342/625 0,3427 0,3229 0,0619
12 rs4765615 Afectado T C 18/179/303 10,3580 0,3376 0,2320
12 rs4765615 Noafectado T C 13/163/322 10,3273 0,3075 0,1890
12 rs10846744 Total G C 113/477/408 0,4780 0,4563 0,1454
12 rs10846744 Afectado G C 66/230/204 0,4600 0,4619 0,9230
12 rs10846744 No afectado G C 47/247/204 0,4960 0,4503 0,0784
19 rs5498 Total G A 87/445/467 0,4454 0,4277 0,2086
19 rs5498 Afectado G A 49/264/186 0,5291 0,4623 0,0713
19 rs5498 No afectado G A 38/181/281 0,3620 0,3819 0,2425

aCorreccién por Bonferroni; Chr= chromosome; O(HET)= observed heterozygosity; E (HET)=
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Tabla 23. Asociacion alélica Simple

GEN CRO SNP Al A2 P OR (95%CI)

MTHFR 1 rs1801133 T C 0.0042 1.7 (1.35-2.51)
F5 1 rs6025 A G 0.0540 1.2 (0.99-1.55)
COX2 1 rs20417 C G 0.6768 1.0 (0.85-1.28)
FBG 4 rs1800787 T C 0.2903 1.1 (0.89-1.45)
VEGF 6 rs699947 cC A 0.0040 1.5 (1.29-1.91)
VEGF 6 rs2010963 C G 0.0001 1.5(1.21-1.81)
NOS3 7 rs1799983 T G 0.0849 1.2 (0.98-1.45)
NOS3 7 rs891512 cC A 0.0041 1.5 (1.23-1.89)
NOS3 7 rs1808593 C G 0.7224 1.0 (0.83-1.30)
IL-6 7 Rs1800795 G C 0.1862 1.2 (0.93-1.50)
APOA5 11 rs662799 cC T 0.3263 1.1 (0.91-1.35)
SCARB1 12 rs4765615 T C 0.1605 1.2 (0.93-1.45)
SCARB1 12 rs10846744 G C 0.3586 1.1 (0.91-1.31)
ICAM1 19 rs5498 G A 0.0003 1.7 (1.35-1.99)

Andlisis de asociacion alélica simple con EAP ajustada

Se determiné la asociacion entre los casos y controles con la presencia de EAP
para los polimorfismos justamente en el alelo de riesgo, mediante una prueba de chi
cuadrado. Se determind la asociacion entre la EAP con el alelo de riesgo del4
polimorfismos estudiados, se calcul6 el odss ratio (OR) con intervalos de confianza
del 95%. El OR fue ajustado entre cada SNP con potenciales factores de confusion
(edad, consumo de cigarrillo, hipertension, diabetes y dislipidemia) que fueron
incluidos en el modelo.

En el alelo de riesgo (T) del MTHFR, el rs 1801133 se encontrd asociado (p=0,0037)
conun OR de 1.4 (1.17-1.52).

En cuanto a los alelos de riesgo (C) y (C) de los polimorfismos rs699947 y
rs2010963 respectivamente del gen VEGF, mostraron una asociacion altamente
significativa (p=6,21E-03) con un OR de 2.7 (1.34-2.11) y una (p=0,0001) con un
OR de 1,5 (1.25-1.79) respectivamente.

Para el alelo de riesgo (C) en NOS3 (rs891512), present6 una (p=0,0030) con un
OR de 1,7 (1.29-2.13).

En cuanto al alelo (G) de ICAM1 (rs5498), se encontrd una asociacion altamente
significativa (p=3,22E-07) con un OR de 2,1 (1.68-2.69).Tabla 24.
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Tabla 24. Asociacién del alelo de riesgo

GEN CRO SNP Alelo de riesgo P OR (95%CI)2
MTHFR 1 rs1801133 T 0.0037 1.4(1.17-1.52)
F5 1 rs6025 A 0.0538 1.2 (0.98-1.56)
COX2 1 rs20417 C 0.1868 1.1 (0.92-1.46)
FBG 4 rs1800787 T 0.0903 1.1 (0.87-1.45)
VEGF 6 rs699947 C 6,21E-03 2.7 (1.34-2.11)
VEGF 6 rs2010963 C 0.0001 1.5(1.25-1.79)
NOS3 7 rs1799983 T 0.0649 1.2 (0.95-1.50)
NOS3 7 rs891512 C 0.0030 1.7 (1.29-2.13)
NOS3 7 rs1808593 C 0.4522 1.1 (0.85-1.42)
IL-6 7 rs1800795 G 0.1661 1.3 (0.98-1.68)
APOA5 11 rs662799 C 0.3007 1.1 (0.89-1.41)
SCARB1 12 rs4765615 T 0.1481 1.2 (0.92-1.79)
SCARB1 12 rs10846744 G 0.2151 1.3 (0.94-1.64)
ICAM1 19 rs5498 G 3,22E-07 2.1 (1.68-2.69)

Ajustado edad, consumo de cigarrillo, hipertensién, diabetes y dislipidemia.

Analisis de asociacion alélica simple y ancestria con EAP

Se observ6 que la ancestria amerindia se comporta como un factor protector, la
europea se encuentra asociada para el alelo de riesgo de los genes MTHFR
(rs1801133), e ICAML1 (rs 5498) y la africana se encuentra consistentemente
asociada en esta investigacion con VEGF (rs699947 y rs2010963), NOS3
(rs891512) e ICAML (rs 5498).Tabla 25.
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Tabla 25. Asociacién del alelo de riesgo con la ancestria

GEN CR SNP AR p OR (95%CI)? p OR (95%CI)® p OR (95%ClI)°
rs180113
MTHFR 1 3 T 00001 0.1(0.07-0.43) 0.0040 15(1.17-2.44) 0.3548 0.8 (0.60-1.20)
F5 1 r1s6025 A  0.0001 0.2(0.06-0.41) 0.0050 1.2(0.98-1.71) 0.4236 1.2 (0.61-1.41)
Cox2 1 rs20417 C  0.0002 0.2 (0.07-0.46) 0.1829 1.2(0.90-1.64) 0.1312 1.2 (0.87-1.46)
rs180078 0.0002 0.2(0.07-0.43) 0.6247 0.9(0.62-1.32) 0.1016 1.1 (0.67-1.63)
FBG 4 7 T
VEGF 6  rs699947 C  0.0001 0.1(0.07-0.43) 0.1124 1.4(0.91-2.25) 0.0007 1.7 (1.10-2.87)
rs201096 0.0002 0.2(0.07-0.42) 0.6657 1.1(0.67-1.91) 0.0003 2.4 (1.12-2.85)
VEGF 6 3 c
rs179998 0.0002 0.2(0.07-0.45) 0.1515 1.3(0.91-1.85) 0.0812 1.2 (0.77-1.45)
NOS3 7 3 T
NOS3 7  rs891512 C  0.0002 0.2 (0.06-0.47) 0.0823 1.3(0.97-1.70)  0.0030 1.5 (1.04-2.17)
rs180859 0.0002 0.2(0.07-0.45) 0.4249 0.9 (0.59-1.24)  0.0002 1.2 (0.47-1.45)
NOS3 7 3 C
0.0002  0.1(0.06-0.40) 0.4655 1.2(0.78-1.62)  0.0002 1.1 (0.76-1.40)
rs180079
IL-6 7 5 G
APOA5 11  rs662799 C  0.0004 0.3 (0.07-0.45) 0.4764 1.1(0.86-1.84) 0.0002 1.2 (0.97-1.45)
rs476561 0.0004 0.3(0.07-0.45) 0.4873 1.2(0.79-1.86)  0.0002 1.1 (0.57-1.45)
SCARBL 12 5 T
rs108467 0.0002 0.2(0.05-0.42) 0.4982 1.3(0.96-1.72)  0.0002 1.2 (0.07-1.42)
SCARB1 12 44 G
ICAM1 19 r1s5498 G 0.0002 0.2 (0.07-0.45) 0.0021 1.3 (0.14-1.55)  0.0021 1.3 (1.11-1.45)

a Ajustado edad, consumo de cigarrillo, hipertension, diabetes y dislipidemia y ancestria amerindia.
b Ajustado edad, consumo de cigarrillo, hipertension, diabetes y dislipidemia y ancestria europea.
¢ Ajustado edad, consumo de cigarrillo, hipertension, diabetes y dislipidemia y ancestria africana.

Evaluacion de modelos genéticos

Se realiz0 la asociacion genotipica mediante el paguete SNPassoc del programa R
v 3.1.2 para evaluar los diferentes modelos genéticos (codominante, dominante,
recesivo y sobredominante), sin ajustar y ajustados por edad, fumar, diabetes,
dislipidemia, hipertension y ancestria. El mejor modelo de riesgo se eligié con base
en el coeficiente AIC.

Se observd asociacion genotipica bajo diferentes modelos de herencia, en los
marcadores rs1801133, rs2010963, rs69994, rs5498, rs89151 y rs6025. El modelo
para MTHFR fue dominante para el modelo ajustado (OR=1,63, IC95% 1.12-1,58,
p=0.0004). Tabla 26. El modelo aditivo se identific6 como el que presentan el mejor
ajuste (menor valor AIC) para explicar la asociacion entre el marcador rs2010963
y EAP, lainteraccion aditiva de los genotipos del gen VEGF se constituye en riesgo
para la enfermedad con un valor ajustado (OR=1.44, IC95% 1.15-1.69, p=0.0011).
El modelo dominante se identifico como el que presentan el mejor ajuste (menor
valor AIC) para explicar la asociacién entre el marcador rs699947 y EAP, el
genotipo CC del gen VEGF se constituye en riesgo para la enfermedad (OR=2.07,
IC95% 1.56-2.76, p=0.0012). Tabla 27. El modelo dominante presenta el mejor
ajuste con el menor valor AIC, para explicar la asociacion entre el marcador rs5498
y EAP. El genotipo AA del gen ICAM1 se constituye en riesgo para la enfermedad
(OR=2.84,1C95% 2.11-3,82, p=0.0001) Tabla 28. El modelo dominante se identifico
como el que presenta el mejor ajuste (menor valor AIC) para explicar la asociacion
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entre el marcador rs891512 y EAP. El genotipo CC del gen NOS3 se constituye en

riesgo para la enfermedad (OR=1.81, IC95% 1.35-2.42, p=0.0020). Tabla 29.

Tabla 26. Modelos genéticos de polimorfismos en el gen MTHFR con EAP

Modelos Genéticos OR Crudo (CI95%) P AIC  OR Ajustado (CI95%) p? AIC
Codominante

(rs1801133) 0,1500 119 0,1440 118
C/C 1,00 1,00

CIT 1,10 (0,81-1,45) 1,11 (0,83-1,50)

TIT 1,70 (1,00-2,93) 1,71 (1,10-2,93)

Dominante (rs1801133) 0,0008 116 0,0004 115
C/C 1,00 1,00

CIT-TIT 1,62 (1,10-1,63) 1,63 (1,12-1,58)

Recesivo (rs1801133) 0,8400 118 0,8370 118
C/C-CIT 1,00 1,00

TIT 1,02(0,76-1,39) 1,03 (0,77-1,37)

Sobredominante

(rs1801133) 0,0670 118 0,0630 117
C/IC-TIT 1,00 1,00

CIT 1,50 (0,93-2,13) 1,57 (0,96-2,12)

log-Aditivo (rs1801133) 0.0880 118 0.0820 118
0,1,2 1,19 (0,96-1,50) 1,22 (0,97-1,52)

a Ajustado edad, consumo de cigarrillo, hipertension, diabetes y dislipidemia y ancestria.
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Tabla 27. Modelos genéticos de polimorfismos en el gen VEGF con EAP

" OR Ajustado
Modelos Genéticos 5o 4o (Clos%) P AIC (C195%) Pa  AIC
Codominante
(rs2010963) 0,001 117 0,001 117
G/G 1,00 1,00
CIG 1,66 (1,22-2,29) 1,68 (1,24-2,29)
C/C 1,65 (1,11-2,83) 1,68 (1,12-2,81)
Codominante
(rs69994) 0,008 117 0,007 116
A/A 1,00 1,00
A/C 2,02 (1,45-2,82) 2,08 (1,53-2,81)
c/C 2,04(1,20-3,53) 2,06 (1,21-3,51)
Dominante
(rs2010963) 0,001 118 0,001 117
G/G 1,00 1,00
C/G-CIC 1,68 (1,26-2,26) 1,68 (1,26-2,24)
Dominante
(rs69994) 0,001 115 0,001 115
A/A 1,00 1,00
A/C-C/C 2,07 (1,53-2,78) 2,07 (1,56-2,76)
Recessive
(rs2010963) 0,001 119 0,001 118
G/G-G/C 1,00 1,00
Cc/C 1,47 (0,87-2,51) 1,49 (0,90-2,49)
Recessive (rs69994)
A/A-AIC 1,00 0,003 117 1,00 0,002 116
Cc/C 1,32 (0,88-2,37) 1,39 (0,90-2,33)
Sobredominante
(rs2010963) 0,003 117 0,003 117
G/G-C/C 1,00 1,00
CIG 1,56 (1,14-2,16) 1,57 (1,16-2,12)
Sobredominante
(rs69994) 0,059 117 0,055 116
A/A-C/C 1,00 1,00
AIC 1,83 (1,37-2,52) 1,87 (1,40-2,51)
log-Additive
(rs2010963) 0,001 116 0,001 116
0,1,2 1,32 (1,12-1,82) 1,44 (1,15-1,79)
log-Additive
(rs69994) 0,078 117 0,077 116
01,2 1,52 (1,30-2,14) 1,68 (1,34-2,11)

a Ajustado edad, consumo de cigarrillo, hipertensioén, diabetes y dislipidemia y ancestria.
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Tabla 28. Modelos genéticos de polimorfismos en el gen ICAM-1 con EAP

Modelos Al OR Ajustado Al
Genéticos OR Crudo CI195%) P C (C195%) p@ C
Codominante 0,000 11
(rs5498) 1 115 0,0001 4
A/A 1,00 1,00

A/IG 2,73 (2,05-3,83) 2,82 (2,07-3,83)

G/G 2,85 (1,64-5,14) 2,94 (1,69-5,11)

Dominante 0,000 11
(rs5498) 1 114 0,0001 3
A/A 1,00 1,00

A/IG-G/G 2,77 (2,09-3,83) 2,84 (2,11-3,82)

Recesivo 0,000 11
(rs5498) 1 117 0,0001 7
AIA-AIG 1,00 1,00

G/G 1,65(1,02-2,93) 1,73 (1,03-2,90)
Sobredominant 0,000 11
e (rs5498) 1 115 0,0001 5
A/IA-G/G 1,00 1,00

AIG 2,29(1,73-3,22) 2,38 (1,77-3,18)

log-Aditivo 0,000 11
(rs5498) 1 114 0,0001 4
0,1,2

2,11 (1,64-2,73)

2,13 (1,68-2,70)

a Ajustado edad, consumo de cigarrillo, hipertension, diabetes y dislipidemia y ancestria.
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Tabla 29. Modelos genéticos de polimorfismos en el gen NOS3 con EAP

Modelos Genéticos OR Crudo (CI95%) p AIC OR Ajustado (CI95%) p? AlIC
Codominante

(rs891512) 0,0022 117 0,0020 116
AIA 1,00 1,00

CIA 1,66 (1,21-2,39) 1,76 (1,31-2,38)

Cc/IC 2,22 (1,03-4,71) 2,25 (1,08-4,69)

Codominante

(rs1808593) 0,6900 118 0,6800 118
GIG 1,00 1,00

GIT 1,12 (0,75-1,57) 1,15 (0,85-1,55)

TIT 1,03 (0,44-2,32) 1,06 (0,49-2,31)

Codominante

(rs1799983)

G/G 1,00 0.2054 118 1,00 0.2050 118
GIT 1,10 (0,81-0,52) 1,11 (0,82-0,49)

TIT 1,55 (0,92-2,90) 1,65 (0,94-2,90)

Dominante 0,0023 116 0,0020 115
(rs891512)

A/A 1,00 1,00

A/C-C/C 1,71 (1,33-2,44) 1,81 (1,35-2,42)

Dominante 0.3918 118 0.3916 118
(rs1808593)

GIG 1,00 1,00

GIT-TIT 1,13 (0,84-1,53) 1,14 (0,85-1,52)

Dominante

(rs1799983) 0.2571 118 0.2569 118
GIG 1,00 1,00

GIT-TIT 1,15 (0,86-1,59) 1,18 (0,89-1,57)

Recesivo (rs891512) 0.0679 118 0.0678 117
A/A-AIC 1,00 1,00

Cc/iC 1,78 (0,87-3,72) 1,80 (0,88-3,71)

Recesivo

(rs1808593)

GIG-GIT 1,00 0.0973 118 1,00 0.0970 118
TIT 1,01 (0,46-2,24) 1,02 (0,47-2,20)

Recesivo

(rs1799983)

GI/G-GIT 1,00 0.0983 118 1,00 0.0980 118
TT 1,52 (0,89-2,76) 1,58 (0,91-2,74)

Sobredominante

(rs891512) 0,0009 117 0,0006 117
A/A-CIC 1,00 1,00

AlC 1,62 (1,21-2,26) 1,67 (1,24-2,25)

Sobredominante

(rs1808593) 0,3863 118 0,3860 118
GIT-TIT 1,00 1,00

GIT 1,12 (0,83-1,58) 1,14 (0,84-1,55)

Sobredominante

(rs1799983) 0,7962 118 0,7960 118
GIT-TIT 1,00 1,00

GIT 1,02 (0,73-1,44) 1,04 (0,77-1,40)

log-Additive

(rs891512) 0,0007 117 0,0006 116
0,1,2 1,56 (1,26-2,15) 1,66 (1,29-2,13)

log-Additive

(rs1808593) 0,4511 118 0,4510 118
0,1,2 1,10 (0,84-1,43) 1,10 (0,86-1,42)

0,12 1,19 (0,92-1,52) 0,1140 118 1,20 (0,96-1,51) 0,1130 118

a Ajustado edad, consumo de cigarrillo, hipertension, diabetes y dislipidemia y ancestria.
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Discusion

Este estudio muestra por primera vez la asociacion de polimorfismos en cuatro
genes (MTHFR, NOS3, ICAM1 y VEGF) en el departamento del Cauca,
constituyendo a las vias del estrés oxidativo, la adhesion endotelial y la
angiogénesis como las bases moleculares de esta enfermedad en nuestra region.

En el mundo se ha establecido una asociacion del polimorfismo C677T con ECV.
Un meta-andlisis que sintetizé 40 estudios tipo caso-control, logré determinar la
relacion del genotipo TT con enfermedad arterial coronaria presentando una tasa
de riesgo 16% mayor (OR: 1,16. 95% IC: 1,05-1,28) en comparacion con la
poblacion que tenia el genotipo CC (73). Lewis y colaboradores establecieron un
riesgo 34% (OR: 1,34. 95% IC: 1,12-1,62) para el desarrollo de la enfermedad
coronaria en individuos con un incremento de 5 pmol/L de homocisteina plasmética
(74). En cuanto al desarrollo de EAP, se ha demostrado una asociacion significativa
del polimorfismo con riesgo para la enfermedad, donde el genotipo TT confiere un
riesgo 1,18 veces mas en comparacion con la poblacién control (OR: 1,18. 995%IC:
0,89-1,58) (13). En este estudio el alelo de riesgo T del rs 1801133 estuvo asociado
(p=0,0037) con un OR de 1.4 (1.17-1.52). En la ultima década se encontraron
asociaciones significativas entre ciertos polimorfismos genéticos y niveles
plasmaticos de homocisteina en mujeres de diferentes grupos étnicos raciales,
encontrandose que el alelo de menor frecuencia de las mutaciones MTHFR 677C>
T polimorfismo fue mas bajo en las mujeres negras de 12.1%, los blancos 33.1% y
asiaticos 24,0% (75). Las variaciones en MTHFR estan asociados con el riesgo de
ECV en los hombres blancos no hispanos (76). En un estudio la frecuencia del
genotipo TT se present6 en un 11,6% en los blancos no hispanos y tras ajustar por
grupo étnico y otros factores de riesgo de ECV, el genotipo MTHFR C677T con el
genotipo TT fue asociado con la mortalidad por ECV (77). En Latinoamérica se ha
realizado un estudio en Brasil que asocia la hiperhomocisteinemia con aumento del
riesgo de la enfermedad arterial coronaria, la mutaciéon C677T MTHFR se estudio
en 772 sujetos (480 caucéasicos Brasilefios y 292 Brasilefios africanos)
encontrandose que la frecuencia del alelo 677T se incrementd en caucasicos
brasilefios (28,1%) en comparacion con la frecuencia observada en los brasilefios
de Africa (18,3%), en brasilefios africanos la mutacion no se asocié con enfermedad
arterial coronaria (78). Este trabajo apoya el papel del MTHFR y su riesgo en
personas con ascendencia europea (p=0,0040) con un OR de 1.5 (1.17-2.44).
MTHFR C677T es un polimorfismo comun que se ha asociado EAP mediante un
modelo dominante, el cual ha producido resultados significativos en 3 estudios,
mostrando una asociacion positiva (61, 79, 80). En esta tesis predomino el modelo
dominante con una (p=0,0004) y un OR ajustado de 1.1 (1.12-1.58) lo cual es
consecuente con lo reportado en la literatura.

Los polimorfismos del gen NOS3 clinicamente mas relevantes son la variante sin
G/T (rs 1799983) G/A (rs891512) y T/G (rs1808593), se ha visto que causan baja
disponibilidad de ON, lo cual se traduce en deficiencias para la funcion normal del
endotelio, contribuyendo a la aceleracién de la formacion de la placa aterosclerética
(18-20). En este estudio se encontré asociacion alélica simple con una de sus
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variantes polimoérficas la G/A rs891512 (p= 0,0041) OR= 1,7 (1,29-2,13) y en el
ajuste por covariables para el alelo de riesgo (p= 0,0030) OR= 1,5 (1,04-1,17). En
cuanto se realizé el ajuste por la ancestria el riego fue notable para la ancestria
africana (p= 0,0030) OR= 1,5 (1,04-1,17) y el modelo aditivo se presenté asociado
para la enfermedad, este es un importante hallazgo debido a que este polimorfismo
ha sido analizado en menos medida para grupos latinoamericanos demostrando su
asociacion con hipertension (81), pero aun no se ha mostrado esta relaciéon con
EAP.

ICAM-1 ha demostrado ser predictor independiente de la aterosclerosis periférica
(50). Niveles plasmaticos elevados de formas solubles de esta molécula han sido
asociados con EAP (51). La actividad fisica que actia como factor protector en ECV,
se ha asociado independientemente con menores niveles ICAM-1 en pacientes con
EAP (52). En nuestro estudio se encontré asociacion del polimorfismo rs5498
(G1548A) con EAP siendo el primer estudio en el planeta que reporta asociacion
con esta variante polimorfica para EAP El polimorfismo rs5498 (G1548A) se habia
encontrado con una mayor frecuencia en pacientes con estenosis aterosclerética lo
cual lo convertia en un blanco fundamental para el estudio de nuestra patologia de
interés (82). Se encontro en la tesis que ICAM1 mostro una consistente asociacion
entre alélica simple (p=0,0003) OR=1,7 (1,35-1,99) y ajustada (p=3,22E-07) OR=
2,1 (1,68-2,69), en cuanto al factor ancestria se encontr6 asociada para los grupos
poblacionales europeos y africanos (p= 0,0021) OR= 1,3 (1,14-1,55) y (p= 0,0021)
OR=1,3 (1,11-1,45) respectivamente, por otra parte el modelo codominante estuvo
asociado a EAP.

Se ha encontrado una relacion significativa de VEGF entre los polimorfismos
rs699947 y rs2010963 con transtornos en la vasculatura (65-67). VEGF podria tener
un papel en la aterogénesis y la inestabilidad de la placa a través de mecanismos
proinflamatorios y angiogénicos (68), se ha observado que en pacientes con EAP
esta citoquina pro-angiogénica se encuentra elevada (69). A pesar de las anteriores
asociaciones con trastornos vasculares no hay sufiecientes estudios que
demuestren la asociacién de polimorfismos con la enfermedad Unicamente se ha
evidenciado para el afio 2012 la asociacion con 2578 C/A (rs rs699947) y 405 G/C
(rs2010963) encontrandose una asociaciéon con EAP en pacientes que padecian
diabetes en 70 Unicamente pacientes (83). Nuestro estudio abre la posibilidad de
hacerlo en 500 pacientes con EAP encontrando fuerte evidencia de asociacion C/A
(rs rs699947) con una p=0,0040 OR=1,5 (1,29-1,91) y 405 G/C (rs2010963) con
una p= 0,0001 OR=1,5 (1,21-1,81), cuando se da el ajuste por covariables para el
alelo de riesgo la asociacion se manifiesta aun mas fuerte especialmente para el
rs699947 p= (6,21 E-03) OR 2,7 (1,34-2,11). Cuando el analisis se corrige por
ancestria de puede observar que existe un riesgo unicamente para individuos con
ascendencia africana rs699947 (p= 0,0003) OR= 2,4 (1,12-2,85) y para rs2010963
(p= 0,0007) OR= 1,7 (1,10-2,87), lo cual es concordante con estudios que
evidencian asociacion con este grupo poblacional (84). El modelo dominante para
rs69994 sugiere ser un factor de riesgo para la aterosclerosis de los vasos
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periféricos simultdneamente el modelo dominante en rs2010963 resulto explicar
mejor la asociacion con EAP.

Por otra parte a pesar de que los demas genes incluidos es este estudid mostraron
asociacion en la literatura mundial, en la poblacién de nuestro departamento no se
report6 dicha asociacion. Por su parte, un estudio muestra a F5 como candidato de
incremento a EAP (60). Controversialmente otros estudios no han logrado
evidenciar la asociacion de F5 con EAP (61, 85). Incluso es conocido que desde la
infancia, se describen las altas frecuencias del alelo de riesgo A el factor V G1691A,
en nifos con antecedentes familiares de enfermedad coronaria (86). Se debe
indagar mas sobre la cascada trombdtica superpuesta sobre una placa
aterosclerotica inestable con el fin de descubrir evidencia que vincula eventos
aterotromboticos (87). En nuestro estudio al ajustar por covariables y ancestria no
encontramos asociaciéon de F5 con la enfermedad. A parte de su papel en las
reacciones de coagulacién; FGB participa en el desarrollo de la aterosclerosis
mediante la promocién de la adhesién de plaquetas y células blancas sanguineas a
la superficie endotelial (57). Niveles altos de fibrinbgeno han sido asociados con
EAP, incluso después de ajustar por factores de riesgo de ECV tradicionales (58,
88). En nuestro estudio no se evidencio dicha asociacion en el andlisis genético lo
cual se puede explicar porque a pesar de que se encuentran niveles seroldgicos de
FGB, el polimorfismo rs18000787 no ha evidenciado asociacion con EAP vy
precisamente se queria dilucidar esta incognita en este estudio pero cabe anotar
que en la literatura este polimorfismo es controversial y muestra tanto asociacion
como proteccion, en un estudio realizado en Grecia parece conferir proteccion a la
aparicion de EAC reduciendo el riesgo en un 50% (89), pero este mismo
polimorfismo ha mostrado asociaciéon en africanos (55) aunque distintamente
teniendo en cuenta este mismo grupo étnico para 2015 el polimorfismo no mantuvo
asociacion (90).

IL6 se asocia de manera independiente con EAP en afroamericanos (40). Entre las
citoquinas, IL-6 es una de los més estudiadas en EAP, es reconocida por su papel
en la respuesta inflamatoria de fase aguda, se ha demostrado que el aumento de
concentraciones en el suero tiene un doble riesgo para EAP (41), en nuestro estudio
no se reportd dicha asociacion lo cual se explica porque los resultados de estudios
epidemiologicos que se han centrado en las asociaciones de IL-6 -174G> C y
enfermedades ateroscleréticas, siguen siendo controvertidos, un meta-andlisis de
50 estudios encontré heterogeneidad en sus resultados, es decir el andlisis de
subgrupos no demostraron asociacion significativa con el desarrollo de la
aterosclerosis, sin embargo algunos si lo demostraron por tanto se sugiere que
estos resultados sean interpretados con cautela (91).

En cuanto a COX-2, aunque se ha discutido evidencia existente acerca de la
asociacion del polimorfismo rs20417 con el papel protector frente al desarrollo de
EAC con un OR: 0,80 (95%IC: 0,65-0,08) (43) y asi mismo que su presencia puede
contribuir en el desarrollo inflamatorio de la patogenia de la aterosclerosis (45). En
nuestro estudio no se encontro accion protectora o de riesgo frente a la enfermedad,
en los analisis de alelo de riesgo.
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El inadecuado funcionamiento de APOA5, se ha asociado con un modelo pro-
aterogénico en ECV pero nunca antes se ha reportado en la literatura mundial la
asociacion de APOAS para EAP, esta tesis muestra por primera vez en la literatura
cientifica un estudio de -1131CT> C (rs662799) con la enfermedad de interés,
encontrando ningun grado de asociacion genética existente entre el polimorfismo y
la enfermedad.

El alelo C del SNP rs10846744 de SCARBL1 se ha visto asociado con aterosclerosis
(24) y se ha encontrado que el SNP rs4765615 impide la reduccion de colesterol e
incluso la accion de estatinas (25). Incluso las variaciones genéticas del receptor
SR-BI se han encontrado asociadas con EAP en individuos sin distincién de género
(26), cabe anotar que desde el 2007 no se han replicado asociaciones de estos
polimorfismos con la enfermedad lo que nos deja una brecha de 8 afios sin
reconocer la replicabilidad de estos resultados en mas estudios asociados, en
nuestro caso no se presentd dicha asociacion con la enfermedad para nuestra
poblacion.

Un hallazgo crucial dentro de la investigacion es el factor protector que confiere el
grupo poblacional nativo americano para la totalidad de los polimorfismos de los 10
genes, en este caso particular no se encuentra literatura a nivel mundial que
demuestre el factor protector de la ancestria americana para la enfermedad
constituyéndose este estudio en el primer estudio a nivel mundial que demuestra
este tipo de asociacién. En cuanto a MTHFR nunca antes se ha asociado a
ancestria amerindia y EAP como factor protector. Existe un estudio que evalud los
altos niveles de homocisteina en mexicanos en sujetos amerindios de diferentes
regiones de México y se demostré una contribucion amerindia en la frecuencia TT
de (33%), pero no se asocio a ninguna enfermedad en particular (92). Por otra parte
un estudio realizado en poblacion amerindia Mexicana, se encontraron diferencias
notables fue que observé que el alelo que no es de riesgo C, tenia baja frecuencia
para la tribu trikis (7,8%), mientras que el rango de presencia del alelo era de 29,3%
y 53,7% para los Purépechas y yaquis, respectivamente (93). Teniendo en cuenta
lo anterior esto podria explicar el factor protector encontrado en nuestro estudio
(OR=10.1 (0.07-0.43)).

Disparidades interétnicas en la distribucién de polimorfismos del eNOS pueden
afectar el ON. Si bien hay diferencias entre los sujetos blancos y negros poco se
conoce sobre la distribucion de los alelos del gen eNOS en los amerindios. Un
estudio en tribus de la amazonia brasilefia, muestra que los polimorfismos
relacionados con enfermedades cardiovasculares son menos comunes en los
amerindios (94). Lo anterior podria explicar en parte el factor protector que confiere
la ancestria amerindia con la enfermedad para los polimorfismos aqui estudiados
rs1799983 (OR= 0.2 (0.07-0.45)), rs891512 (OR= 0.2 (0.06-0.47)) y rs1808593
(OR= 0.2 (0.07-0.45)).

En cuanto a F5 a pesar de que se han realizado recientemente estudios asociados
a trombosis venosa profunda, en pacientes chilenos con origen étnico amerindio no
se ha asociado la variante rs6025 a la enfermedad estudiada en esta publicacién
(95). Tampoco se ha demostrado el factor protector de amerindios con EAP, como
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en nuestro estudio (OR= 0.2 (0.06-0.41)). Por otra parte los alelos del gen de la
beta-fibrinbgeno (FGB) son mas comunes en los amerindios de las tierras altas
(quechua) en Sur América que los amerindios Na-Dene de Norte América en la
poblacion general, segun un estudio realizado en 2003 estos datos estos datos no
apoyan la hipétesis de que la selecciobn ha actuado para eliminar los alelos
asociados con la hipercoagulabilidad en las tierras andinas (96). Por tanto a pesar
de que no hay un estudio consistente de proteccion de amerindios con la EAP, seria
interesante realizar mas estudios que relacionen las variantes aqui analizadas y que
dieron como resultado proteccion (OR= 0.2 (0.07-0.43)).

El proceso inflamatorio se ha considerado un mediador importante para el desarrollo
de la aterosclerosis. Estudios de polimorfismos en Brasil se han llevado a cabo con
el objetivo de investigar la asociacion IL-6 con la enfermedad arterial coronaria en
afro-brasilefios y caucésicos, encontrandose asociacion en afro-brasilefios y
ninguna asociacion con caucasicos-brasilefios (78). Pero a la fecha no se ha
investigado la relacion de enfermedades cardiovasculares en poblaciones
netamente amerindias o tan siquiera se ha realizado correccién por ancestria para
las ECV 6 la EAP excepto en el actual estudio rs1800795 (OR= 0.1 (0.06-0.40).

En cuanto a COX-2, APOA5 e ICAM1 no se encuentran estudios que confieran
proteccion de la ancestria amerindia con la enfermedad, en este estudio se observo
un (OR= 0.2 (0.07-0.46)); (OR= 0.3 (0.07-0.45)); (OR= 0.2 (0.07-0.45));
respectivamente para cada gen.

Estudios en hispanos han demostrado que rs10846744 de SCARBI1, ejerce un
efecto importante en la aterosclerosis subclinica y ECV (97). Por otra parte no se
han reportado estudios de asociacién protectora en poblaciones amerindias con
EAP. Este estudio constituye el primer hallazgo para la enfermedad que confiere
proteccion a la poblacién nativo americana rs4765615 (OR= 0.3 (0.07-0.45) y
rs10846744 (OR=0.2 (0.05-0.42).

A pesar de que se han estudiado polimorfismos de VEGF en poblaciénes mestizas
como el Brasil encontrdndose estudios de asociacion con enfermedad arterial
coronaria, no se ha realizado correccion por ancestria para dilucidar el efecto de los
polimorfismos con poblaciones amerindias (98). Por tanto este es el primer estudio
gue confiere resultados de proteccidon de nativos americanos con la EAP rs699947
(OR=10.1 (0.07-0.43) y rs2010963 (OR= 0.2 (0.07-0.42).

Los resultados obtenidos en este estudio contribuyen a una mayor comprension de
la arquitectura del desarrollo de EAP (factor de riesgo-gen-ancestria), también los
polimorfismos aqui estudiados podrian ser establecidos a futuro como
biomarcadores en nuestra poblacion para establecer riesgo con la enfermedad.
Dada la asociacion de VEGF, el estudio de los polimorfismos en este gen serian
determinantes para conocer en la angiogénesis, si hay o no posibilidad a futuro
mediante terapias génicas de un aumento en el desarrollo de vasos colaterales
sobre los tejidos isquémicos en pacientes con EAP para asi evitar amputaciones en
pacientes con enfermedad avanzada.
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Conclusiones

1.

La prevalencia de la EAP en la poblacion de estudio fue del 4,4%, con una edad
media general de (61 +/- 11,4 afios). Siendo levemente mas alta en el género
femenino (4,7%) respecto al género masculino (4,0%) y se incremento en cada
década de la vida siendo mayor a partir de los 70 afios de edad (13,8%).

Esta investigacion confirma la asociacion de los factores de riesgo de ECV
tradicionales como tabaquismo, diabetes mellitus, hipertension, obesidad y
dislipidemia en la poblacion del Cauca, los cuales en general se incrementan
con la edad y la raza auto-asignada Afro-descendiente

Este estudio epidemiolégico es el mas grande llevado a cabo hasta ahora en
Latino América y el primer estudio poblacional de Cauca-Colombia, utilizando el
ITB, para establecer la prevalencia de EAP en una poblacion adulta, donde en
los casos respecto al grupo control, la comorbilidad que atribuye mas riesgo a
EAP fue la diabetes (OR = 3.8), constituyéndose en la primera comorbilidad
asociada a EAP para la regiéon caucana, los anteriores resultados estan en
contra de lo esperado de la literatura mundial, que asocia al cigarrillo como el
factor de riesgo mas relevante y que mostré en nuestro estudio un (OR = 2.0)
por debajo de la diabetes mellitus tipo 2.

En los casos de esta investigacion se presenta la paradoja de la obesidad y se
puede observar claramente que no existe asociacion de la enfermedad con dicha
condicion, por otra parte el riesgo se incrementa mediante la interaccion de
cigarrillo*diabetes* hipertension, mostrando un riesgo ajustado por edad y raza
para EAP (OR = 6.4), constituyendo a esta interaccién como la mas fuertemente
asociada en los pacientes con EAP respecto de los controles.

En Colombia se han realizado pocos estudios epidemiologicos para establecer
factores de riesgo y la prevalencia de EAP; por lo tanto aun es necesario realizar
este tipo estudios en los diferentes departamentos que conforman nuestra
nacioén, para asi conocer la etiologia y distribucién de la enfermedad, lo cual
permitira desarrollar a futuro programas de salud publica para la prevencion de
esta patologia.

Todas las poblaciones presentaron contribuciones europeas y nativas
americanas similares, que son ligeramente superior a la contribucion africana,
por lo tanto, se determin6 que el Cauca es una poblacién mixta. Este estudio es
el primero que determina que la ancestria Africana se encuentra involucrada en
el desarrollo de la enfermedad. En el departamento del Cauca existié una mayor
proporcion de casos Africanos (0,15) y Amerindios (0,40), respecto a los
controles que tuvieron una mayor proporcion de Europeos (0,49).

123



7. En este estudio se determind la asociacion de la enfermedad arterial periférica
en individuos caucanos con polimorfismos implicados en la via del estrés
oxidativo MTHFR (rs 1801133), NOS3 (rs891512), la respuesta inflamatoria
ICAML1 (rs5498) y la angiogénesis VEGF (rs699947 y rs2010963).

8. Este estudio sienta las bases para proponer la ruta molecular de la aterogenesis
de la EAP en caucanos, donde MTHFR (rs 1801133) y NOS3 (rs891512)
contribuyeron en los pacientes a una disminucion del NO por estrés oxidativo
activando el endotelio y produciendo la expresién de moléculas de adhesidn,
posterior a esto, se dio la expresion de proteinas porinflamatorias de manera
mas prominente en pacientes con polimorfismos en ICAM1 (rs 5498). Cabe
anotar que la expresion de polimorfismos genéticos y su asociacion con la
ancestria, regulan el proceso patologico de la EAP y algunos pueden ser Utiles
como biomarcadores para identificacién de poblaciones bajo riesgo.

9. Se observo que la ancestria amerindia se comporta como un factor protector
mientras que la europea se encuentra asociada para el alelo de riesgo de los
genes MTHFR (rs1801133), e ICAM1 (rs 5498) y la africana se encuentra
consistentemente asociada en esta investigacion con VEGF (rs699947 y
rs2010963), NOS3 (rs891512) e ICAM1 (rs 5498).
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La AR es considerada una enfermedad multifactorial originada a partir de la
interaccibn de mecanismos moleculares y la exposicion a diferentes factores
predisponentes al desarrollo de un proceso obstructivo. Factores de riesgo y
alteraciones en mecanismos especificos asociados a la enfermedad, puede
contribuir a la aparicion temprana de la misma aumentando el riesgo de presentarse
una ECV. Esta claro que el entendimiento de las interacciones presentes en este
tipo de enfermedades, abre nuevas puertas para la investigacion en el campo clinico
y cientifico con el fin de adquirir un mejor conocimiento acerca del inicio y progresion
de la enfermedad, ademas de la adopcidn de estrategias terapéuticas para las
personas enfermas y de deteccion temprana, para reducir los indices de mortalidad
y morbilidad asociados a las ECV.

Un tema que ha cobrado una importancia relativamente reciente es el proceso de
reparacion del tejido endotelial. Se ha determinado que la falla en la reparacion de
la injuria endotelial desencadenada por la inflamacién, promueve la aterogenesis.
El factor de crecimiento endotelial vascular, ha sido asociado con la angiogénesis,
promoviendo la mitosis y migracion de las células endoteliales con el fin de reparar
el sitio afectado. El estudio de este tipo de procesos permitira un mejor
entendimiento de la biologia del tejido vascular y el conocimiento posibilitaria la
adopcion de técnicas mas moleculares que entrarian a “regenerar’ zonas del
endotelio vascular no sanas y retrasar o bloquear el inicio de la enfermedad
aterosclerotica.

La investigacion de moléculas de adhesion y los procesos de unién intercelular
deberian ser abordados con mas detalle para esclarecer aun mas su relacién con
la enfermedad aterosclerética; ademas, el estudio de alteraciones en la expresion
de estas proteinas facilitaria el establecimiento de una asociacion entre estas
moléculas y la enfermedad y se identificarian la predisposicion de la poblacion a
desarrollar la AR. Adicionalmente, la caracterizacion del proceso la respuesta
inmune adaptativa en procesos inflamatorios como AR, pueden generar nuevas
herramientas moleculares para la prevencion de enfermedades cardiovasculares.

Con respecto a la formacion de la placa de fibroateroma, hay poca informacion
acerca del papel que cumplen sustancias liberadas por el tejido muscular vascular
como colageno y elastina. Aunque varios estudios han reportado el papel que
cumplen estos compuestos, falta mucho por investigar acerca del tema, y las
conclusiones generadas no son muy exactas. Ademas, conocer ampliamente todos
los mecanismos subyacentes alrededor de estas moléculas y la formacién de la
parte fibrosa de la placa, brindara herramientas para facilitar la identificacion de
placas vulnerables y evitar complicaciones posteriores.

Los efectos adversos de fumar y las interacciones entre el tabaquismo y los factores
de riesgo establecidos para EAP destacan la importancia de la intervencion de
poblaciones con riesgo en términos de una prevencion de la enfermedad. En las
poblaciones de alto riesgo.

Es importante cuantificar los niveles de homocisteina, en este estudio no se conto
con financiacion para esta prueba, pero cabe anotar que la hiperhomocisteinemia
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se encuentra asociada con el estrechamiento o bloqueo arterial y por ende EAP,
valores elevados de homocistena se podrian correlacionar con el polimorfismo 677
C>T, pues se ha demostrado asociacion entre los portadores T/T del polimorfismo
677 de MTHFR y la hiperhomocisteinemia. Como existe la hipotesis de que la
condicion crénica de la enfermedad arterial engendra la inflamacién y el dafio
endotelial en respuesta a las citocinas liberadas en el torrente sanguineo de los
pacientes con EAP circulante, es pertinente explorara los niveles circulantes de
citosinas en el suero de los pacientes con EAP y su interaccion con altos niveles
de VEGF el cual ha sido asociado en el presente documento.

A futuro contando con presupuesto, se podria evaluar los factores epigenéticos
relacionados con la enfermedad, como la modificacion de histonas, la remodelacion
de la cromatina y la metilacién del ADN. Estos procesos inducen modificaciones
estructurales en la molécula de ADN, teniendo como consecuencia un gen
susceptible a la transcripcion que pueda alterar su expresion.

Perspectivas

La EAP es una enfermedad prevalente, que todavia tiene necesidades médicas no
cubiertas, el enfoque de los factores de crecimiento angiogénicos y ensayos clinicos
se introducen como una frontera de la angiogénesis terapéutica. En la EAP la
terapia génica ha emergido para promover la angiogénesis en pacientes con
isquemia critica de las extremidades, los investigadores que trabajan en este campo
se han centrado en los factores pro-angiogénicos, como el VEGF y el factor de
crecimiento de fibroblastos FGB, en el proceso de reparacién del tejido endotelial.
Se ha postulado que se puede estimular la regeneracion de la red de la vasculatura
funcional localmente, re-perfundir el tejido isquémico, y asi salvar la extremidad. Por
otra parte también ha sido utilizada la terapia celular mediante células
mononucleares de médula 6sea, células madre mesenquimales, células
mononucleares de sangre periférica movilizadas, y células progenitoras
endoteliales. Por ultimo, nano y micro injertos vasculares fibrosos pueden ser
disefiados para imitar mejor la estructura y la composicion de los vasos. En
Colombia el estudio y aplicabilidad de la tecnologia en mencion, permitira elucidar
la biologia de la vasculatura en pacientes con EAP con la finalidad promover la
angiogénesis en zonas de isquemia critica dando fin a la enfermedad.

Finalmente pienso que existe una gran responsabilidad para todos los que
estudiamos y tratamos de elucidar los caminos que llevan a la enfermedad
aterosclerotica a partir de tres fenotipos principales como la enfermedad arterial
coronaria, la enfermedad cerebrovascular y la enfermedad arterial periférica, pero
es esta Ultima enfermedad quiza la mas olvidada en la consulta, por tanto se debe
implementar una estrategia de salud publica en el departamento del Cauca teniendo
en cuenta determinantes que influencien los diferentes grados de la enfermedad
respecto a la salud, es fundamental el estudio de factores biolégicos y
epidemioldgicos involucrados en la enfermedad, se deben contar de igual forma con
estrategias de prevencion en salud, son los entes de salud quienes deben
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acompanar este proceso desde la prevencion primaria haciendo uso del ITB en su
consultorio para reducir la probabilidad de aparicion, desde la prevencion
secundaria actuando en el periodo patogénico subclinico y desde la prevencion
terciaria actuando desde el periodo patogénico en adelante. La fase de promocién
debe ser igualmente importante mediante procesos de capacitacion a la poblacion
para que conozca la problematica de EAP y de esta forma cambie su estilo de vida
en pro de una comunidad saludable que sea capaz de reducir las cifras
aterosclerdticas.
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Anexos

UNIVERSIDAD DEL CAUCA
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS FISIOLOGICAS
GRUPO DE INVESTIGACION EN GENETICA HUMANA APLICADA

ATEROSCLEROSIS: INTERACCION ENTRE FACTORES DE RIESGO,
POLIMORFISMOS GENETICOS Y ANCESTRIA

Entidad

Fecha: dd/mm/aaaa

[ Il ]

SECCION A. VARIABLES
SOCIODEMOGRAFICAS

Al. DOCUMENTO DE IDENTIDAD

A2. NOMBRES Y APELLIDOS

A3. TELEFONOS

A4. DIRECCION PERMANENTE

A5. FECHA DE NACIMIENTO:
dd/mm/aaaa [ 1 I ]

AG6. EDAD: | |
A7. SEXO:

1. MASCULINO 17

2. FEMENINO [
A8. ETNIA:

1. BLANCA [I

2. NEGRA[J

3. MESTIZA T

A10. LUGAR DE NACIMIENTO:
DEPARTAMENTO

MUNICIPIO

1. URBANA (Acueducto,
Energia, Piso min cemento) [

2. RURAL CABECERA [
3. RURAL DISPERSO 1]
VDA/

Al11. EN QUE LUGAR HA VIVIDO
POR MAS ANOS?

DEPARTAMENTO

MUNICIPIO

1. URBANA (Acueducto,
Energia, Piso min cemento) [
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4. MULATA [
5. INDIGENA [

A9. ESTADO CIVIL ACTUAL
(INDISTINTAMENTE DEL ESTADO
LEGAL):

1. CASADO(A) [

2. SOLTERO(A) L

3. UNION LIBRE [I

4. SEPARADO(A) [
5. DIVORCIADO(A) [
6. VIUDO(A) [

2. RURAL CABECERA [
3. RURAL DISPERSO 1]
VDA/

A12. CUANTOS AROS HA VIVIDO
ALLI? [ ]

SECCION B. VARIABLES SOCIOECONOMICAS

B1. CUAL ES SU NIVEL
EDUCATIVO?

0. NINGUNO | | 3. TECNICO

[ ]
1. PRIMARIA [ ] 4
UNIVERSITARIO [___]

2. SECUNDARIA | | 5.
POSTGRADO | |

B2 . EN CUANTO ESTIMARIA
USTED SUS INGRESOS
MENSUALES FAMILIARES?

0. MENOS DE UN SALARIO
MINIMO

1. UN SALARIO MINIMO [

[ ] VECES UN SALARIO
MINIMO

SECCION C. ESTILO DE VIDA

B3. OCUPACION EN LA QUE HA
TRABAJADO POR MAS TIEMPO?

1. AGRICULTOR | |
5. CONSTRUCTOR | |

2. AMA DE CASA | | 6.

JUBILADO | |

3. COMERCIANTE | | 7.
PROFESIONAL [ |

4. TRAB. PUBLICO | | 8.
OTROS | |

B4 . AFILIACION AL SIST.
SEGURIDAD SOCIAL:

1. VINCULADO [
2. SUBSIDIADO [
3. CONTRIBUTIVO [

C5. RESPECTO AL HABITO DE BEBER
USTED ES?
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C1. RESPECTO AL HABITO DE FUMAR
USTED ES?

1. FUMADOR [
A. Fumador diario* [
B. Fumador ocasional** []
C. Ex-fumador*** [J

2. NO FUMADOR [

3. FUMADOR PASIVO [

* FUMA AL MENOS 1 CIGARRILLO AL
DIA EN EL ULTIMO ANO.

** FUMA AL MENOS 1 CIGARRILLO EN
INTERVALOS MAYORES AL DIARIO.

*** FUMADOR DIARIO QUE HA DEJADO
DE FUMAR EN EL ULTIMO ANO.

C2. SIUSTED ES FUMADOR DIARIO,
CUANTOS

CIGARRILLOS POR DIA FUMA
(FUMABA)?

[ ]
C3. SI USTED ES FUMADOR
OCASIONAL, CUANTOS

CIGARRILLOS POR MES FUMA?
[ ]

C4. POR CUANTOS ANOS HA FUMADO
O FUMQO?

[ 1

SECCION E. HABITOS ALIMENTICIOS Y
CLASIFICACION NUTRICIONAL

E1l. CUANTAS COMIDAS CONSUME
USTED AL DIA? | |

E2. DONDE PREPARAN GENERALMENTE

SUS COMIDAS?

1. CASA ] 2. REST. [
REST. [

3.CASAY

1. BEBEDOR [
A. Bebedor habitual* [
B. Bebedor ocasional** [
C. Ex-bebedor*** [

2. NO BEBEDOR [

* BEBE AL MENOS 1 VEZ POR
SEMANA EN EL ULTIMO ANO.

** BEBE CON INTERVALOS MAYORES
A LA SEMANA.

= BEBIO AL MENOS 1 VEZ POR
SEMANA'Y LO DEJO EN EL ULTIMO
ANO.
C6. SIUSTED ES BEBEDOR, CUANTO
CONSUME DE ESTAS
BEBIDAS POR OCASION?

1. AGUARDIENTE [c ] 6.
WHISKY [v___]

2. CERVEZA b ] 7. VODKA
v 1]

3.RON [c | 8.
TEQUILA [c |

4. GUARAPO [v |

5. VINO [cp | 9.

BRANDY [c___ ]
c:copa (25cc), b:botella (330cc),
cp:copa vino (100cc), v:vaso (45cc).
Botella = 750cc; Media = 375cc.

C7. POR CUANTOS ANOS HA
CONSUMIDO? [ ]

ES. REUTILIZA EL ACEITE PARA
FREIR SUS ALIMENTOS?

0. NUNCA ] 1. ALGUNAS VECES [ 2.
SIEMPRE [

E6. CONSUME POSTRE AL FINAL
DEL ALMUERZO O CENA?

0. NUNCA [J 1. ALGUNAS VECES [ 2.
SIEMPRE [
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E3. COCINA USTED CON SAL SUS E7. CONSUMO DE AGUA (NUMERO
ALIMENTOS? DE VASOS AL DIA) | ]

0. NUNCA 1 1. ALGUNAS VECES[ 2.

SIEMPRE (]

E4. ANADE MAS SAL A LOS

ALIMENTOS?

0. NUNCA [J 1. ALGUNAS VECES 1] 2.
SIEMPRE [

1-2 1-2 1-6

ALIMENTO NUNCA | DIARIO | /e cEs/sEM | VECESIMES | VECES/ARIO

PROTEINAS

RES

a. Carne Magra

b. Carne grasa
(costilla)

C. Carnes
preservadas con sal

POLLO

a. Sin piel

b. Con piel

CERDO

a. Carne magra (
jamén)

b. Carne grasa
(chicharrén, costilla,

tocino)
c..Embutidos y
Productos de
Salsamentaria
(Chorizo, Salchicha)
PESCADO

a. Peces de mar

b. Peces de agua

dulce (salmon,
trucha)

C. Mariscos
(Camarones,

langostinos)

d. Enlatados (atun
en aceite, sardinas)

e. Enlatados (atln
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en agua)

ALIMENTO

1-2

NUNCA | DIARIO VECES/SEM

OTRAS FUENTES
DE PROTEINA

a. Huevos

1-2
VECES/MES

1-6
VECES/ANO

b. Leche de soya

LACTEOS

a. Leche entera

b. Leche
semidescremada

c. Leche
descremada

d. Leche
deslactosada

e. Derivados
Lacteos Enteros
(Queso, Yogur,
kumis, Avena)

CEREALES

a. Entero o integral
(arroz integral, pasta
integral, avena
entera)

b. Refinado (arroz
blanco, pasta, avena
en hojuelas,).

VEGETALES

a. Verduras crudas
(tipo ensalada)

b. Verduras cocidas

C. Tubérculos
(papa, yuca, uyuco,
arracacha)

d. Platanos
(platano,  maduro,
banano, guineo)

LEGUMINOSAS

(Frijol, lenteja,
arveja, garbanzo,
blanquillo)
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ADEREZOS Y
SALSAS
(Mayonesa, salsa de
tomate, vinagreta)

FRUTAS

Frutas citricas
(naranja,
mandarina, limon)

Frutas no citricas
(guayaba, manzana,

pera, papaya)

Frutas con alto
contenido en agua
(sandia, melon,
pifia)

Frutos rojos y del
bosque (mora, fresa,
uva, frambuesa,
lulo)

Frutas pasionarias
(maracuya, curuba,

granadilla)

Frutas oleaginosas
(mani, nueces,
almendras,
macadamias)
GRASAS

a. manteca animal
(carne, pollo)

b .manteca
vegetal

C. margarina
(vegetal)

d. mantequilla
(animal)

ACEITE

a. Aceites puros
(aceite de girasol,
oliva 6 canola)

b. Aceite de varios
componentes
(Oleocali, Oleosoya,
Aceite de Palma)
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ENDULZANTES

a. Endulzantes
caloricos  (azucar,
miel, panela,
fructuosa)

b. Endulzantes no
caloricos (splenda,
sucralosa, stevia)

DULCES Y
POSTRES
(chocolate,
mermelada,
reposteria,
confiteria,
manjarblanco)

BEBIDAS

a. Bebidas
azucaradas  (café
,chocolate, agua de
panela, refrescos
gaseosos, jugos
procesados,

aromaticas)

b. Bebidas no
azucaradas  (café
,chocolate, agua de
panela, refrescos
gaseosos, jugos
procesados,

aromaticas)

c. Agua mineral

SECCION F. MEDIDAS ANTROPOMETRICAS

E8. MEDIDA DEL INDICE DE MASA CORPORAL (PESO/TALLA?). PESO

[ JTALLA[___ 1]
E9. MEDIDA PORCENTAJE GRASA CORPORAL | |

E10. MEDIDA DE CIRCUNFERENCIA DE LA CINTURA | |

SECCION G. ANTECEDENTES FAMILIARES Y CLINICOS PERSONALES

G1. ES MENOPAUSICA?
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0. NO [I 1.SIJ 2. No aplicall

G2. FECHA DE LA ULTIMA MENSTRUACION: dd/mm/aaaa

| || ]

G3. CONSUME HORMONAS PARA EL CONTROL DE LA MENOPAUSIA?
0. NO [I 1.SI0 2. No aplica [ Desde hace cuanto?

[ ]

G4. CONSUME ANTICONCEPTIVOS?

0. NO [ 1.SI0 2. No aplica [ Desde hace cuanto?
[ ]

G5. HISTORIA CLINICA PERSONAL Y FAMILIAR

MAM | PAP | HERMANO

ENFERMEDAD A A S

S S

ABUELOS | ABUELOS
PATERNO | MATERNO

ATEROSCLEROR
IS

INFARTO AGUDO
MIOCARDIO
(ataque al
corazoén)

ISQUEMIA
CEREBRAL
(derrame
cerebral)

DISLIPIDEMIA

DIABETES

HTA

OBESIDAD

ENFERMEDAD
HEPATICA

ENFERMEDAD
RENAL

G6. HISTORIA CLINICA PERSONAL Y CONSUMO DE MEDICAMENTOS

SU MEDICO LE s|n NO Héc
HA DICHO QUE o SA CUA
USTED ES ? BE | \To

1.HIPERTENSO
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p. sistdlica:
mmHg
p.diastolica:
mmHg

Antihipertensivos

a. captopril

b. metropolol

c. propanolol

d. losartan

e. enalapril

f. alodipino

g.
otros:

Diureticos

a. lasix
(hidroclorotiazida)

b. furosemida

b.
otros:

2. DIABETICO

Que
tipo:

Hipoglucemiantes

a. glitazonas

b. metformina

C.
otros:

3. DISLIPIDEMICO

Hipolipemiantes

a. estatinas

(Lovastatina,
Atrovastatina,
Simvastatina)

oz

NO
SA
BE

HAC

CUA
NTO
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G7.

b. gemfibrosilo

C.
otros:

4. INFARTO
AGUDO
MIOCARDIO

5. ISQUEMIA
CEREBRAL

Antiagregantes
plaquetarios

a. aspirina
(aspirineta,
cardioaspirina)

b. clopidogrel

c. cilostasol

d.
otros:

Anticoagulantes

a. warfarina

b. heparina

C.
otros:

ENFERMEDAD
HEPATICA

Medicamentos:

ENFERMEDAD
RENAL

Medicamentos:

LE HAN DIAGNOSTICADO INFECCION POR
SI | NO HACE
CUANTO?
Helicobacter
pylori
Chlamidia
Pneumoniae

Citomegalovirus
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G8. INDICE TOBILLO BRAZO

Arteria Pedial Derecha [
Arteria Tibial Derecha [
Arteria Pedial Izquierda [
Arteria Tibial Izquierda [
Arteria Braquial Derecha [
Arteria Braquial Izquierda [

Valor ITBD |
Valor ITBI [

—
— — —
— b b .

G9. PULSOS ARTERIALES

ARTERIAS

0.No |1.Sepalpan |2.Se
se disminuidos | palpan
palpan normales

Pedial
derecha

Tibial
derecha

Pedial
izquierda

Tibial
derecha

G10. SINTOMATOLOGIA
a. Claudicacion intermitente; 0. No [ 1. Si] hace cuanto?

G11.CLASIFICACION FONTAINE

ESTADO | CLINICO

I Asintomatico

lla Claudicacion intermitente no limitante para el modo de vida del
paciente

lib Claudicacion intermitente limitante para el paciente
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Dolor Isquémico 6 parestesias en reposo

vV

Ulceracion o Gangrena

G12. DIGNOSTICO ENFERMEDAD ARTERIAL PERIFERICA (EAP)
Diagnosticado: 1. Previamente [

2. Por primera vez [

G12. EXAMENES DE LABORATORIO CLINICO

Glicemia [ mg/dl]
Colesterol Total | mg/dl]
Trigliceridos [ mg/dl]
HDL [ mg/dl]
LDL [ mg/dl]
VLDL [ mg/dl]

SECCION H. MEDICION DE LA ACTIVIDAD FISICA PERSONAL

Su principal ocupacion €s*...........ccooiiiiii 1 (Baja
actividad) [ 3 (actividad moderada) [1 5 (alta actividad) [
En el trabajo estoy sentado

Nunca / Rara vez / Algunas veces / Frecuentemente / Siempre.........
1 0o 2 0 3 0 4 0 5 0O

3. En el trabajo estoy de pie
Nunca / Rara vez / Algunas veces / Frecuentemente / Siempre.........
1 0o 2 00 3 0 4 100 5 1

4. En el trabajo camino
Nunca / Rara vez / Algunas veces / Frecuentemente / Siempre.........
1 O 2 1 3 [ 4 5 0O

5. En el trabajo levanto cargas pesadas
Nunca / Rara vez / Algunas veces / Frecuentemente / Muy
frecuentemente......... 1 0o 2 0 3 0 4 00 5 @O

6. Luego del trabajo me siento cansado
Muy frecuentemente / Frecuentemente / Algunas veces / Rara vez /

Nunca........ 5 0o 4 0 3 0O 2 0O 1 O

7. En el trabajo sudo
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Muy frecuentemente / Frecuentemente / Algunas veces / Rara vez /
Nunca........ 5 0o 4 0 3 0O 2 0O 1 O

8. En comparacion con otras personas de mi misma edad, pienso que mi
trabajo es fisicamente

Mucho més pesado / Mas pesado / Igual de pesado / Mas ligero / Mucho

mas ligero........ 5 0 4 0 3 0O 2 0O 1 O
9. Practica algun deporte**
Si 1/ NolJ

Si responde afirmativo:

e Cual deporte practica mas frecuentemente.......................
Intensidad 0,76 (1 1,26 (1 1,76 []

e Cuantas horasalasemana...<1/1-2/2-3/3-4/>4.........
Tiempo 05 00 15 00 25 0 35 O 45 [

e (Cuantos meses alano...<1/1-3/4-6/7-9/>9...............
Proporcion 0,04 O 0,17 O 0,42 O 0,67 O 0,92
[]

Si practica un segundo deporte:

o Cualeseldeporte......cccooiriiiiiiiiiiii e,
Intensidad 0,76 [0 1,26 [ 1,76 [

e Cuantas horasalasemana...<1/1-2/2-3/3-4/>4.........
Tiempo 05 0 15 00 25 00 35 O 45 [J

e Cuantos meses alano...<1/1-3/4-6/7-9/>9...............
Proporcion 0,04 O 0,17 O 0,42 O 0,67 O 0,92
[]

10.En comparacion con otros de mi misma edad, pienso que la actividad fisica
durante mi tiempo de ocio es

Mucha mas / Mas / Igual / Menos / Mucho menos.................. 5 11
4 3 0 2 [ 1 O

11.Durante mi tiempo de ocio yo sudo

Muy frecuentemente / Frecuentemente / Algunas veces / Rara vez /
Nunca...... 5 0 4 0 3 0 2 0 1 0O

12.Durante mi tiempo de ocio practico deporte

Nunca / Rara vez / Algunas veces / Frecuentemente / Muy
frecuentemente...... 1 0o 2 0 3 0 4 0 5 1O

13. Durante mi tiempo de ocio miro television

Nunca / Rara vez / Algunas veces / Frecuentemente / Muy
frecuentemente...... 1 0o 2 0 3 00 4 100 5 @O

14.Durante mi tiempo de ocio camino
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16. Cuantos minutos camina y/o monta bicicleta por dia desde o hacia el

Nunca / Rara vez / Algunas veces / Frecuentemente / Muy
frecuentemente...... 1 0O 2 0

15. Durante mi tiempo de ocio monto bicicleta

Nunca / Rara vez / Algunas veces / Frecuentemente / Muy
frecuentemente...... 1 0O 2 0

trabajo, la escuela o de compras
<5/5-15/15-30/ 30-45/

* Tipos de Ocupacion

3 0

3 0

4 [

4 [

5 [

5 [

Baja actividad: Administrativo, conductor, vendedor/comerciante, profesor,
estudiante, ama de casa, personal salud, profesional universitario, jubilado

Mediana actividad: Trabajadores de fabrica, plomero, carpintero, agricultor

Alta actividad: Construccion, deportista

** Deportes
Baja intensidad: Billar, golf

Mediana intensidad: Ciclismo, nadar, bailar, tenis, squash, atletismo, artes
marciales

Alta intensidad: Boxeo, basquetbol, futbol, voleibol,

Tomado de:
Baecke JA, et al. A short questionnaire for the measurement of habitual physical

activity in epidemiological studies. Am J Clin Nutr 1982;36(5):936-42.

SECCION |I. DETERMINACION DEL NIVEL DE ESTRES

) iTE CA DE | trec
ITE |MS | PREGUNTA NU | SI VEZ UENT MUY
MS | PS o NC | NU EN EME FREC
pss|s | (Eneldltimo mes) A | NC | CUAN | -~ | UEN
10 A DO

¢, Ha estado afectado por
LP IPS algo que le ha ocurrido 0 . 2 0|3 0|4 O
SS |S10 |. O O

inesperadamente?
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¢, Se ha sentido incapaz de

2P PS controlar las cosas 0 . O
SS | S10 importantes de su vida? - -
3.P | PS | ¢Se ha sentido nervioso o 0 1 .
SS | S10 | estresado? 0 O
4P g,ManeJa con éxito los 4 3
Ss pequefios problemas 0 - O
irritantes de la vida?
¢ Afronta efectivamente los
5P o 4 3
cambios importantes que O
SS : O O
ocurren en su vida?
6P |PS ¢Esta seguro sobre; su 4 3
capacidad de manejar sus O
SS | S10 O 0
problemas personales?
7.P | PS | ¢Ha sentido que las cosas 4 3 .
SS | S10 | marchan bien? 0 O
8P |PS ¢, Ha sentido que no puede 0 1
afrontar todas las cosas que O
SS |S10 | .. O O
tiene que hacer?
9.P | PS | ¢Ha podido controlar las 4 3 .
SS | S10 | dificultades de su vida? 0 O
10. | PS | ¢Ha sentido que tiene el 4 3 -
PSS | S10 | control de todo? O O
¢..Se ha sentido molesto
11. | PS | porque las cosas que le han 0 1 .
PSS | S10 | ocurrido estaban fuera de 0 O
control?
¢,Ha pensado sobre las
12. 0 1
PSS cosas que le quedan por 0 0 O
lograr?
13. ¢, Usted puede controlar la 4 3 -
PSS forma de pasar el tiempo? 0 O
¢,Ha sentido que las
14. | PS | dificultades se acumulan 0 1 -
PSS | S10 | tanto que no puede 0 O

superarlas?

SUBTOTAL

143




PUNTAJE TOTAL

Tomado de:

Remor E. Psychometric Properties of European Spanich Version of the Scale

(PSS). The Spanish Journal of Psychology 2006;9(1):86-93.

Cohen S, Kamarck T, Mermelstein R. A global measure of perceived stress. J

Health Soc Behav 1983;24(4):385-96.
mmmmmm
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Articke hissery: The Colombian population, for his history contains an ancestral mix of Europeans, Native Americans and
:"'O"Wg:“sw 2015Accepted 16 Sep- Africans, these mixing ratios can be determined by Ancestry-informative Markers (AlMs}), this markers

allow us to observe stratification in genetic association studies. The aim of this study was to determine
the mixing ratias in a population sample of 500 individuals the Department of Cauca, Colombia with
three different ongins (European, Native American and African) using a set of 46 AlMs insertion-deletion

Available online 21 September 2015

Keywords: (AIMeINDELs). The software STRUCTURE v 2.3.4 was used to determine the ancestral mixture. The
l;;::‘ average compesition of the population of the Department of Cauca was 482 for Native American, 39 for
Latin-A European and 14% for African. It showed that the ancestral composition of the Department of Cauca has a
Human pepulations greater contnibution of Native Americans and Europeans compared to Afficans which could be explained
Department of Cauca by the European migrations during the conquest of America.

Cobomibia © 2015 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
1. Introduction The implementation and use of polymorphic markers such as

The genetic composition of the Colombian population, is the
result of complex admixture processes between European, Native
American and African ancestors produced during the Spanish
conquest of America |12} According to data from the National
Administrative Department of Statistics (DANE 2005), the Depart-
ment of Cauca has 1.182.022 inhabitants. The population from the
Department of Cauca is well known for its highly multiethnic
background because of the admixture of parental populations and
it is characterized for hasboring the highest percentage of Native
American population in Colombia About 20% of the Cauca
population belongs to eight Native American groups officially
recognized |3].

* Carrespoading author.
E-madl oddress: puilesg@une.necco (J). Builes)

htp: s doioeg) 10,1016/ Sigss.2015.09.076
1875- 17684 2015 Elsevier Ireland Ltd Al rights reserved.

Ancestry Informative Markers (AIMs)~INDELs, allows to identify
the allele frequency differences between populations and to infer
their ancestral origin [4-6 ). The aim of this study was to determine
the admixture proportions of a population sample from the
Department of Cauca based on the evaluation of ancestral
contributions of three different continental populations: Native
Americans, Europeans and Africans using autosomal AIMs-INDELS.
This analysis will be useful to correct for population stratification
effects in future case-control genetic association studies per-
formed in this region of Colombia.

2. Materials and methods

In this study we used DNA of 500 individuals from the
Department of Cauca who had previously provided informed
consent according to the Ethics Committee of the University of
Cauca. All samples were genotyped for the 46 AIM-inDel
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tation of the individual admixnre emtimates [LAES) in the Deganment of Cauca—Colomida mined populacion, using STRUCTURE v, 2.3.4. solvwarne

Ty K= 3. I ehe bar plor (A) each vertical line vepresents ane individual and the conrespondent African [red ), European (green], and Amerindian [blee] adnsioere propedrins.
Iy chee rriangle phaas (B): each individual is represented by a colored paine, and the comespendent admixture proportions are indicaned by the distance 1o the edges of the
Criangle, green, red, and blue oxloes cormespond b indviduals from the parental populations {labells = aboe), and individuals fam admised populitions ane plomed in

el

palymorphisms described in Pereira et al. [6), by two sets of
multiplex. PCR wsing the platform FMEID lle (Hitschi Co). These
markers were selected o efficiently measure admixiure propor-
s of Alfican, European and Mative American orging. The
generic ancestral contributions were estimated using the soltware
STRUCTURE v2.3.4 |75). To estimate the ancesiral proportions, in
analysis based on the geographical origin of the reference samples
from Africa, Ewrope and Mative America was performed. The
STRUCTURE runs with 100000 burning steps [lollowed by
100,000 Markow Chain Monte Carle (MCMC) iterations. A tri-
hybrid contribution from Native Americans, Europeans and
Alricans was adsumed [Le, K=3) The Admixtire model was wed
and allele frequencies were correlated and updated using only
individuals with POPFLAG = |, the HGDP-CEFH and Mative Ameri-
can samples were used as reference [6,0]

3. Results and discussion

Admixture proportions obtained for AIM-lnDels are shown in
Fig 1, this results show that the average ancestry of our study
population is 48% Kative American, 14% Alrican and 39% European.

The observed differences in ancestry proportions are the result
af the admixture by both, European and African population with
the existent Native American population of Cawea. Dur findings are
consistent with previous genetic composition studies in individu-
als from several municipalities of Cauca using dilferent AIMs. The
study by Acosta er al. showed 2 high percentage of European
contribution in the Caucasian-Mestizo population and a high
influence of Alrican ancestry in Alro-Colombian individuals | 10].
Furthermore, Cirdoba et al. and Rojs et al. indicated that the
Mative American ind European populations have contributed to a
greater proportion to the current gene pool of Cawca population
2,3 With this study we have sxcellent tools o correct population
stratification effects in future case-control of genetic assocation
studies performed in the Department of Cauca, Cobombia
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ABSTRACT

Genetic markers with allede distribetinn dfferences in baman popelsticns provide heman anoestry information that can be used to evaluate
admixtare proportions in different ethnic groups, mcleding stmbfication in genetic asociaton stodies The aim of this sudy was o determine the
African, Fumpean and Mative Amencan admixiure proportion by making e of 4 imertion-<deletion infirmative ancestry record markers st
in 5 Latin American people in the Department of Cawca, Colomba. Allelic frequencies wene esiablshed, Handy ‘Wenberg, test was performed,
Comparisons in genetic detances among population gmueps were shmeted ming Adsgain v 3.5, and STRUCTURE v 2.3.4 software was nsed
o determine the population’s ancestry admixmee. The msults mwesled 3 diverse genetic hase, rselting fom the thee contmentz] popelsticns
tested The average ancestry abserved in the Casca populition was: 48 % Matve American, 39 % Faropean, and 14 % Afcan. Ths stody revealks
the complex popalation stmbficabon of the Department of Caoca, which is the newlt of the genetic admixtue of thee contineni@l popalabons.

Key words: genetic ancestry, InDek, AlMs, Latin America, human popelitions.

RESUMEN

L= marcadnees geniéticos con diferencias en b dstmboodn de alelos en s poblaciomes hamenas proporcionan informaoion de ancesria goe
= puade wtilizar para evaloar bs proporciones de meeda de diferentes grapos Emics, incleyendo b estratificaciin en ks esodics de sodacén
gerética. Fl ohjetivo de este mbadio fie determinar bs propomiones de mesch Africam, Foropea y Mative Americam ctilimndo un comjunte de
46 mamadores informativos de ancesiria de insercidn-delecion en uma poblacdn de 300 ggetos Latino-Americancs del Deparamento dd Caoca,
Colombia. Se estimaron las frcpencias alfhos, b prueha de Hardy Weinberg, se realizaron compamoones de dishnoms gensticas entre poblaoones
ntbznde Ardeqnin v 3.5, 5 oohind B programa STRUCTURE v 2.3.4 para determinar la mercl ancestmal de la poblacidn. Los resaldos
mestrren ure base genética may divers prodocio de ks tres poblacionss contnentales evaluadas. [a ancestrla promedio observada en la poblacion
del Canea five del 48 % de Matves Americanos, el 3% % Furopecs v ] 14 % de Afticancs, Este sstncio revela la complejz esmtficaddn peblidomal
de] Depariamento del Canc, kb cugl 5 o resuliade de B merclh genétca de tres pobladones contineniles.

Palabras dave: ancestriz genética, InDeks, ALV, América Latina, pobladanes humanas.

Fecha de recepodn: 26 fog f2oms
Fecha de aceptacidn de versidn firak nfog f2mb
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INTRODUCTION

The genetic compositon of the Colombian populabion,
ke most Latin American populations, 1= the nesult of
complex admixture processes among Bomopean, Mabve
Amernican and Afncan ancestors that took place durmg
the Spamsh conguest of Amenca (Chactn-Dogue & al,
2014). In addibom to the Spamards, an imporant rember
of Afro-descendants were browght to the conminent
as slaves. Throughoot the last 500 years of hiswory, the
Colombian population has undergone genctic maxtune
and, a5 a comequence, the Colombian Mabve American
populabon has been nombly medwced (Acosta & al,
200%). The populaton with mixed ancestry 15 mainly
concentrated in the orhan areas of the country, particulardy
in the Colombian Andes; the Afro-Colombian population
liwes manly in the Canbbean and Pacfic coasts and the
islands, whereas the Matwe American popuolabons are
lercated predomimantly in the East and in roral ancas of the
Southwest and Morth of the coomtry (Rimas = al, 20000
The populabon from the Department of Canca s well
knoemn for s hghly moloethnic backgroond as 2 mesult
of the admixtume of parental populations (Cordoba et al.,
2012). According to data from the Matonal Admmstmabve
Diepartment of Smosacs, Canca has 1,182 022 inhabatants,
of whom 36.25 % are white and “Mestzo” and are hocated
mainly in the cemtral area of the Department; 21.55 %
are Mabve Americans bocated 1o the East and 22.2 % ane
Afro-descendants who reside in the Pacific Coaest (IDAME,
2005). Genetic ancestry stodies of human populations
from highly admaxed regrons soch as the Department of
Canca is currently considered a powerful tool to determane
their admixture patterns [Meves Manta e al., 2013). The
mmplementanon and wse of polymorphic markers such
as Ancestry Informative Markers [Albs)-InlDels, which
present high intercontinental allehc differentiabion acmoss
populations, allws the wWdenoheatnon of alele frequency
differences among populanons and to mfer ther ancestral
orgnn (Bastos-Rodngnes ef o, 2006; of al., 200%; Pena =
al., 2009 Tishkodf o ol 200%; Pena o of, 2011; Mang =
al., 2013; Meves Manta ef o, 2013; Pepanska e al., 20135;
Faumsegel o &, 2013; Lalloe o o, 201 4; 5 ef al., 2015).
The aam of this study was to determuine the admixtane
propartions of 2 populagon mmple from the Department of
Canea based on the evaluaton of ancestral contmbotons of
three dhifferent continental popolanons, Mabve Amencans,
Furopeans and Africars, nsing autosomal AlMsInlels.

Artede 4

ARCESTRAL GENETIC COMPOSITION B COLOMEBLS

MATERIALS AND METHODS

Eihier siatement

Tht gquestionnaires, procedunes, and protocols wsed wene
revicwed and approved by the Ethics Commuttee for
Scvenmfic Piesearch at the Unmversity of Canea; followimg
guidelmes and bicethical prnoples established i the
Helank: declarabion of the 206 World Medical Assocanon
and the parameters oothned in Resoluton 3430 of 1993
by the Colombian Minstry of Health.

Sample solleciion and [WNA extracizon

Dunng this study, a total of 500 samples were collected
from wnrelated indvaduaks from 23 muniapalites of the
Diepartment of Canea, Colombia, as follows: §7_2 % were
collected in the central region and 1.2 %, 2606 % and 5.0
% were collected from the north, south and cast regions,
respectively. According to 2005 census by the Mabonal
Admanastratvve Department of Statsacs, the Department
of Canca had a2 683 % of inhaliants i the cenmal zone,
315 % in the north sone, 23 % in the south rone, and
5.2 % in the cast zone. Therefore, the populaton sample
incloded in this study represents the general population
[(DAME, 2005). The genchc markers information was
obtamed from Marshfeld Dhallehe InserbondDielenon
Polymorphisms dambase webmte (Meber e all, 2002)
and GEMES Ltda. Blood samples were collected 1n tubes
contuning EIXTA and coded wath internal control codes
to protect the identity of cach participant. Then, DIMNA was
extracted unng the standard salang-out procedore (Mdiller
et al., 1988). A DMA concentranon of 30 ngf pl, measured
with a ManaDmop 2000c Spectrophatometer, was wsed for

the analyss (Desjardin ot al, 2010).

. .
We used 2 sct of 46 autosomal AlMsInlels (Table 1),
previously reported and valbidated for human populanon
groups of Afncans, Fumopeans and Mamwe Americans
[Shoiver e al., 1997; Peremma of al., 200%). AmpliAcation and
genotyping of the 246 AIM-InDcls was performed usang the
QIAGEN Mulaplex PCR kit (Chagpen) combined wath a
maxture of 0.1 pM of all proimers and 5 ng of genomic
DMA to complete a 6 pl. of fina reacton solubon. The
amphficd products were scparated by dlectrophoress in
5 % polyacrylarmde gels and visaloed with 2 FMBIO
lle Genenc Analyrer (HITACHI GEMETIC Systems,
Alamcda, CA, LISA).

- rasearch
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PCR marnon admixmome caloulus were done mulaplymg
a sample volume (pl) by the totl number of individuals;
follwing, the 46 Inlels panel markers were prepared
according to the Genes labomatory protocol; the final
wolume per sample was 6 pl. For cach assembly, a negative
control under the mme conditon was consdered (Tables

2 and 3).

Statistical analysis

Estrmaton of alkde freqoencoes, Hardy Wenborg
Equibbriom testing and populabon  comparsons by
parese genene distances (F_) wene carmied out using
.""|.1'|.-|:|:||.15n v 35 l,'_'.E:-:n:\i:d:Fn::r et al, z:ljl:l:l [f!'-chncid.u:r et al,
200%). For an casier visnahzation of the obserned geneoc
distanices, 2 mulodimensonal scahng (M5 plot of the
parwue F_ was peformed using STATISTICA +7.0.

i3

The software STRIJCTURE v 2.3 4 was uwsed to determme
the ancestral admaxture of the populanon under stsdy and
to infer the population strocture (Prtchard ef &, 2000},
The evaluanon of the ancestral proportons was pedformed
by u=mng published informanon on the geographe ongn
af the reference samples. PDGH-CEPH wene wsed as
reference samples (Peroira o &, 2012), and 2 tm-hybnd
contmbubon from Mamve Americans, Furopeans and
Afnicans (K= 3} to the curmene geneoc makosp of Cana
population was asumed. Furthermore, 100,000 burning
steps followed by 100,000 Markow Chain Monte Cardo
itcrabions, uang both “Admixtore Model” and only the
reference indradual wath POPFLAG=1, were commden:d
in the STRUCTURE analyss [Pritchard e al., 2000). The

opton “Use populaton Informanon to test for magranes"
was wsed in the Admixture Model.

Tabde 1. InDels allele fraguency, in HGDP-CEPH diversity panel poputation samples from Africa (AFR),

Europe (ELIR} and Mative Amarica (MAM).

IndeL RS Chromosome  Frequency of allele  Frequency of allele
Mumber 1 2

AFR EUR HAM AFR EUR HMHaAM
MIDr 1470 2307566 11 0.162 0563 0031 0838 0437 0960
MID-77T7 rs1610863 16 0.380 0288 0.544 04610 0712 0156
MIT- 194 r=16635 & 0538 0472 00563 04462 0528 0938
MIT-221 31610963 5 0324 Q.BE0 00992 04676 0120 0008
MIT-3122 1535451359 18 0552 0991 1000 0448 0.009 0000
MID-548 1z 140837 G 0338 01946 0172 0652 0804 0BIE
WMID-G558 rs1160893 2 0276 0.104 0258 0724 0EMS 0742
MIT-2011 32308203 2 0162 0791 0906 0838 0209 0004
WID-2220 rs33974167 i 0.7%0 0455 0977 0I10 0345 0023
WMID-583 rs1160852 ] 0,685 0006 0008 0305 0004 0902
WIT-798 rz1610884 5 0295 0442 0117 0705 0358 0B8RI
MIT-11%93 rs206T280 5 0178 0098 0141 0822 0002 08350
MID-1871 32308067 T 0081 0326 0189 091% 04674 0711
MID-17 4183 3 0.785 0338 0598 0205 0662 0102
MID-2538 3054057 15 0000 0484 00483 1000 0506 0938
WMID-16544 2307840 1 0220 0953 0195 0771 0.047 0805
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IndelL Rs Chromosome  Freguency of allele  Frequency of allele
Humber 1 =

A4FR EUR MaM AFR EUR HNAM
MMID-3854 refG1 2424 ] 0748 0013 0008 0252 00987 0902
MID-2275 3033053 14 0486 0005 0523 0514 00905 0477
LII-24 rz 16384 2 0071 0.155 0.648 0929 0845 0332
MMID-3072 =344511875 18 0.100 0540 0977 0900 0060 00I3
MID-772 rs1610850 5 0943 0048 0781 0057 0032 0219
WIT-2313 rs3045215 1 0110 ©.247 0.730 0.8390 0733 0270
MID-397 rs254621 ] 0771 0.766 0344 0229 0234 0655
MID-1636 rs2307832 1 0.142 0.785 0992 0852 0215 0008
MID-51 rs 16343 4 0057 0642 0357 0943 0358 0133
MIT-2431 3031970 0052 011 0234 0948 0BE® 0763
LIID-2264 =34122827 13 0.162 0465 0.133 0.838 04490 0247
MIT»-2256 5133052 22 0.000 0222 0836 1.000 0778 0164
MAIT-128 a4 00 12 0.024 0481 0047 0876 0519 0053
W15 34181 2 0195 0453 0836 0805 03547 0164
MIT»-2241 rs3030826 & 0.814 0293 007 0186 0707 0030
MMID-419 5140708 & 0919 0810 0563 Q081 0190 0438
LIMe-843 1611024 5 0176 0791 0388 0824 0200 0602
MIT-150 sl G438 20 0.752 0570 0.734 0248 0430 02645
WAID-2 005 23081461 10 0028 0671 0.32% 08971 0329 0475
MID-250 rs 15587 7 0.824 0715 0328 0176 0285 04672
MIT»-1802 2307908 5 0.543 0003 0000 0457 0097  1.000
WIT-1607 r=2307T803 3 0424 0161 0555 0576 0830 0445
MIT-1734 2307930 & 0.852 0835 0375 0148 0165 0625
RAID-4046 re25630 & 0.048 0823 0703 0952 0177 0207
WIT»-1384 r=2307582 1 0.138 0218 0766 0862 0782 0234
MIT»-1726 2307922 1 0.176 0700 O758 0824 0300 0242
MIT»-3624 11267926 15 0.124 0600 0032 0876 0301 00461
MIT-360 re25584 12 0.591 03864 0523 0317 0136 0477
MIT»-1603 2307709 5 0.081 0382 0820 0919 0611 01820
MIT-2719 1534541303 20 0448 0345 0460 0552 04655 0531
Modificated fram Pereim ot al (zo1=).
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Table z. Reactive mixture for PCR (polymerase chain reaction).

Reactive pL J Sample
Water 19
Mix Cuizgen Multiplex PCE. EXi}
Primer’s 0.6
DA 0.5
Final volome 1]
Table 3. Multiplex PCR profile.
First denaturing/ Anneal Anneal Final
Denaturalization 10 cycles 20 cycles Extension
05 C 15 minntes 947 C 30 Secs 845 C 30 507 C 10 15°C 10
Secs Wimntes Infinite
§0°C 1.5 58°C15
Dlimrtes limartes
T C 1 Mimates " C1
limartes

RESULTS

Allele_frequendes

The allde frequencies and expected  heterozygosities
csurmated for the 46 AlM-In[)cls arc presented in Table
4. The generated data from all samples were used o test
Hardy Weanherg Equilibriom and p values were comrected
by Bonfermom’s commecnon for mulaple tess (Bland =
al., 19495}, The Inlkls frequency dissribotion showed no
stanshcally sgmificant devianons from HWE within Caoca
popualabon.

Caemen: distance analysis

A two-dimensional MIDE plot was dawn to improve
the visuahzanon of genetic distances (Figure 1), It can
be observed that Canca and Manaus popolabons ane
neighbors and that these two populatons ame the result of
the Magwe Americans and Fompeans admixture, a5 other

Brazihan populabons.

Artedie 4 -

Analyns of admixture

The ancestry proportions from the admixture analysis an:
showm in Figores 24 and 2B, The awrage ancestry of the
studhed population s 48 % Mabve Amencan, 14 % African
and 3% % Eumopean (Figome 3).

Prinapal component amalyss

Principal component analyss was done to reduce the data
dimermaon (Figure 4). 1t can be observed that the smadsed
populition s composed of European and Amenndian
populations  (biplots nght =ide); on the other hand, a
rminomty armangement towards the Afmcan populamon
15 also observed [lplot’s left side). These findings set the
Diepartment of Canca as 2 mined race popolaton sormtory

{Fraare 4).
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Table 4. Fraquencies of 46 insertion/deletion polymorphisms, obtained in individuals from

the Department of Cauca.
Population n (%) Frec_AM Frec_AF Frec_EU
Samples
North 2039 031 035 034
South 103 (20.6) 0.52 012 036
Center 355 (71.0) 046 013 041
Eastern 245 0.4¢ 0.10 041
Average 500 (100) 045 0.17 038
Department of
Cauca
Scanespiot 2D
Final Configuration, gmension 1 vs. dimenson 2
25
20 'S
15
‘§ 10
1=
§ 03 o
w Y 0 o
00 b3 k3 ’%
i F
05 MA Sl
®
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1.5 10 058 00 05 10 15 20
Dimension 1

Figure 1. Multidimensional scaling piot of the pairwise Fst genetic distances calculated
for samples from Native Americans, European, African and Cauca populations,
including samples of Brazil; SI: Santa Isabel do Rio Negro; MA: Manaus; PE:
Pernambuco; AL: Alagoas; MT: Mato Grosso do Sul; TE: Terena MI: Minas Gerais;
ES: Espirito Santo; R Rio de Janeiro; SP: S30 Paulo; PR: Paran SC: Santa
Catarina; RG: Rio Grande do Sul).
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Figure 2A. Bar plot showing individual ancestry estimates obtained from Cauca population and parental populations. Based on

STRUCTURE analysis with 100,000 burning steps followed by 00,000 MCMC iterations and k= 3 with POPFLAG=
\, treated in CLUMPP and plotted with destruct (AFR: Africx EUR: Europe; NAM: Native America). Paneis 1, 2 and

3 present the distribution of the African, European and Native American poputations, respectively. On the other
hand, panel 4 shows the distribution of individuals from the Department of Cauca evidencing 2 homogeneous
contribution from both the Native American and European populations; notice that the largest proportion
corresponds to “mestizo”. The African contribution is present in a low proportion.

Figure 2B. Triangle plot representation to distinguish individuals from different parental popuations. Based on STRUCTURE

resuits from the run with highest -InP(D) (left: admixture modet right: using popultation information; red: Africx
green: Europearc biue: Native American; yeliow: Cauca) For each individual, the values of the three ancestry
coefficients are indicated by the distance to the edges of the triangle. Each individual is represented by a colored
point and a homogenous distribution of the poputation from Cauca in both clusters of European and Native
American population is shown. Furthermore, a lower proportion of individuals from Cauca in the African poputation
cluster are observed.
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Figure 3. Map of regions studied from the Department of Cauca showing African, European
and Native American ancestry contribution.
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Figure 4. Principal Component Analyss, Biplot right side shows that the studied population
is spread and compounded by the European and Amerindian origin, in contrast, in
the biplot left side there is a minority population of African origin.
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DISCUSSION

The esthmation of the genchic componbon of populations
resulang from admaxtures has boen important i genebc
analyses of many homan populabons (Lo e al., 2009
Lee et al., 2010; Lans et al., 2000; Wang e al., 2010; Avera
ef al, 2012; Crooch e al, 2012; Campos—Sanchez ef al.,
2013; Heinz ef af, 2013; Shahala et al, 2013; Parolin =
al., 2014). A ser of 46 AlM:-Inldels reported by Penoina
et al. (2012} was used o characterize the composinon of
genctic ancestry proportons of a populabon sample of 500
midnaduals from 23 out of 42 momopahbes epresenang
the central, northern, southern and eastern regons of the
[department of Caoca (IDANE, 2005). Indnaduals from
wrestern mumcipalines were not mceded m this stady
becawse jungle and mantme barmers hmated the acces
to thas part of the 5@e Thus, 2 andom ascement of the
gronctic compositon of the most ropresenabve ogpons
from Canca was accomphshed.

The pairense genebc dismnces analyss of the smdicd
popualatiom showed a higher mumber of indvaduals closer to
both Matve Amencan and European parental populanons
and a bkower frequency cdoser to Afncan popuolabion.
The bower frequency of Afncan population could be
explained by the ocourmnce of cultursl and grographic
barrers which have resulted in the solanon of thes ethmc
group. These resuls are conmstent wath the admaxtone
composigon  analyss conducted by STRUJCTURE,
which indscates that the ancestty genehc composibon
of the Casra populason 1 predominandy “Mestzo™,
rmesulang from the genebc contmbunons of both Magwve
Amencan and Furopean populanons and, to 2 leser
cxtent, the African populason. The observed differenices
mn anoesiry pl'u-p-nrtiuru are the mesult of the admixtom: h’
both, Eum:p-u.n and African pc-pula.ﬁom with the cxstent
Matwve Amencan population of Canca, Ouwr findings anc
comsistent with previous gemedc compositon  smodics
carried out 1 mdivduals from several momapahoes of
Canca wang differcnt AlMs. The study by Acosta &t al
showed 2 high percentage of Eumopean contmbution
the Cavcasian-Mestizo population and a2 hagh influence
of Afmcan ancestry i Afro-Colombian  indvaduoals
{Acosm & al., 200%. Furthermone, it has been indscated
that the Mabve American and European populanons have
contribubed to 2 Freater 'pmpc-rlinn to the curment grnc
'pn-cr] of Cauca pcpu]al:i.nn than the African mu}u et al.,
2010y Cordoba ef ol 201 3).

L5

A pl'mcn.'l :-'Ind'g,r conducted in Cawca SUEHECSE that the
DMAme hnage and ¥ chromosome ancestry did not
contribute in the mme way to the admixmre process, as
only 728 % of ¥ chromosomes comes from an Eoropean
angin, bot jost 2 065 % of DMNAmME comes from such
ongin (Condoba et al., 2001 2). In this study, 2 17 % paternal
contmbution .ig;.insl:.a.n #9 % maternal conmibotion i the
Amenndian COMPOTNENE Was also ohserved. In the African
people an opposite phenomenon s observed, a5 thens 1=
a greater paternal contmbuton. These resuls suggest that
theme 15 a sexual bias in the stodicd populabon admixture
proces due o intorethmc mprodecton mainly between
European comguerors and native women, which could also
cxplan the resuls found mn the present study.

The Department of Canca harbors the highest percentage
aof Mative American populaton in Colombia. Aboot 20
% of the Canca populaton belongs to this ethmc group;
muoreover, there ane exght offically recogmized indigenous
groups which are esablished 1n 26 of the 42 momicpalines
(faumsegel ef al., 2013). The admixmome analyss m oour
study mevealed greater proportions of MNatve Americans
in both castern and sowthern megons of Canca, Ths
distribubion is c.v:_pl:.i.nl:d I:l_"’ the fact that mumeros Matoee
Amencans mbes have inhabited predormmandy in the
mumcipahtics of the castern egren (Caldono, Purace,
Totord) simce the Pre-Colombian penod. Furthermore,
several Maove Amencan mbes (cg-Yamacona) are located
ptdﬂnﬁrmﬂy in the South of the D\c_p.u'h'rl.cnt. On the
other hand, the admixture proportions of Africans were
significandy higher in the northern Reegion compared 2o
the others. Despite the face that the Morth of Canea =
inhabited mamnly by Afro-Colombians, Matve Amenican
and "Mr!li:n"'pupnl:ﬁ-nm exhibat 2 wide cthmic ﬂi.wr:il:}'.
Thee variows hard-labor actrvities carried out in this region,
such a3 moming and agnoultore, conmbaute to the large
concentration of male Afro-descendants hnked to them
(DANE, 2005).

The population of the Department of Cauca according
to the estimates of the Mabonal Adminstragwe Department
of Statistics -hased on the census carried oot at the national
level m 2005 15 consomieed by 1330756 inhalmnes
whes are spread over a territory of 30,169 km®. According
to the census, 2050 % of the populanon = dasafied as
'iru‘lig;l:mu.:. Howarever, our l'hll:]r reveals that szrﬂing s
[nels markers the Amenindian ancestry = 48 ), being
twice of that lc_p-nrtcﬂ ]:r_v the grvermmeTt. (O the other
hand, our study reveals a 14 % of the populanon having an
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African anccstrTy, while the EOVETIITMEENL NEporis 21 %; and
the Enmpl:an ancestry 15 not esmblish Iry the gEoveETnIRCnL
Data d.isntpanl:i:san: uln.'imlﬂy the resule o‘l:‘:df—n:pnﬂ
:ﬂlni.cit_v that p-l:upll: pmnd: d.nring consus 'irirr\'irw‘ing.
while genetic studics provide 2 more precise approach to
ANCEStry OTERn.

CONCLUSIONS

All populations presented identical European and Mative
American contributions, which were slightly higher than
the African contmibotion. Therefore it was determined that
the Department of Canca has a mixed populadon.
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