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Resumen

Introduccion: Variantes génicas relacionadas con la via de sefializacion de las proteinas morfogenéticas 6seas (BMP2, BMP4,
GREM1, SMAD?) se han asociado a cancer colorrectal, principalmente en poblaciones caucasicas. Objetivo: Describir la
asociacion de variantes en miembros de la via BMP en poblacién mexicana, caracterizada por su ancestria indoamericana y
caucasica. Métodos: Se realiz6 el genotipado de 1000 casos de céncer colorrectal y 1043 individuos de control reclutados
en la Ciudad de México, Monterrey y Torredn mediante la plataforma Sequenom. Con andlisis univariados y multivariados se
estudiaron las asociaciones entre cancer colorrectal y variantes. Resultados: Las variantes rs4444235, rs12953717 y
rs4939827 replicaron la asociacion con la neoplasia (p < 0.05). La ascendencia caucdsica mostré asociacion con el tumor.
Conclusiones. El estudio mostrd las asociaciones entre cancer colorrectal y las variantes SMAD7 y BMP4, asi como con el
componente caucasico de la mezcla étnica.

Cancer colorrectal. Estudio de asociacion. México. Polimorfismos de nucleétido simple. Proteinas
morfogenéticas dseas.

Colorectal cancer. Genetic variants in BMP signaling pathway and ancestry in the
Mexican population

Abstract

Introduction: Genetic variants related to bone morphogenetic proteins (BMP2, BMP4, GREM1, SMAD?) signaling pathway
have been associated with colorectal cancer, mainly in Caucasian populations. Objective: To describe the association of vari-
ants in members of the BMP signaling pathway in a Mexican population, characterized by its indigenous American and Cau-
casian ancestry. Methods: Genotyping of 1,000 colorectal cancer cases and 1,043 control individuals recruited in Mexico City,
Monterrey, and Torre6n was carried out using the Sequenom platform. Associations between colorectal cancer and variants
were studied with univariate and multivariate analyses. Results: Variants rs4444235, rs12953717 and rs4939827 replicated
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the association with the neoplasm (p < 0.05). Caucasian ancestry showed association with the tumor. Conclusions: The
study replicated the associations between colorectal cancer and SMAD7 and BMP4 variants, with an association being observed

with the Caucasian component of the ethnic mix.

Colorectal cancer. Association study. Mexico. Single-nucleotide polymorphisms. Bone morphogenetic proteins.

|ntroduccic’>n

El cancer colorrectal (CCR) es el tercer tumor mas
prevalente en el mundo. La incidencia y la mortalidad
del céncer colorrectal en México ascienden a 10.6 y
5.4/100 000 habitantes, respectivamente.' EI CCR es
una enfermedad compleja que abarca desde la trans-
formacion de la mucosa normal, hasta una neoplasia
maligna en multiples etapas que altera diversos
mecanismos genéticos y epigenéticos de la vias de
sefalizacion.? Estudios de ligamiento génico y de
asociacion del genoma completo (GWAS, geno-
me-wide association studies) han identificado varian-
tes comunes y raras relacionadas con mas de 50
genes que confieren riesgo de CCR.? Las variantes
comunes pueden conferir diferentes magnitudes de
riesgo en las distintas poblaciones debido a diferen-
cias en frecuencias alélicas, factores ambientales,
etcétera.* Estudios en poblaciones europeas y asia-
ticas han demostrado asociaciones entre CCR y poli-
morfismos de nucleétido simple (SNP, single
nucleotide polymorphism) implicados en la via de
sefalizacion TGF-B/BMP, que involucran a TGFBT,
SMAD7, BMP4, BMP2, GREM1, etcétera.b” Es impor-
tante comprender los efectos de estos SNP en CCR
en poblaciones latinoamericanas.®

Realizamos un estudio de casos y controles de
sujetos de tres ciudades mexicanas para analizar las
asociaciones entre CCR vy las variantes rs12953717,
rs4939827, rs11874392, rs961253, rs4779584,
rs11632715 y rs4444235, seleccionadas después de
revisar los SNP relacionados con CCR en estudios
de asociacion del genoma completo en poblacion
espafiola, debido a la contribucién de este compo-
nente étnico en la poblacion mexicana.”'2

Métodos

El estudio fue aprobado por los comités de ética de
cada institucion participante:
— Hospital Universitario, Universidad Auténoma de
Nuevo Ledn, HU-UANL (BI10-003).
— Instituto Mexicano del Seguro Social, IMSS
(R-2012-785-032)

— Comision Federal para la Proteccién contra Ries-
gos Sanitarios (CMN2012-001).

Se dispuso de 1000 muestras de ADN extraido de
sangre periférica de pacientes con reporte patoldgico
de CCR y de 1043 muestras de control. Las muestras
de ADN fueron recolectadas entre diciembre de 2010
y agosto de 2012 en el Hospital de Oncologia del
Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS, Ciudad de
México (74.6 %); Unidad Médica de Alta Especialidad
25 del IMSS y HU-UANL en Monterrey, Nuevo Ledn
(22.7 %); Unidad de Medicina Familiar 16 y Unidad
Médica de Alta Especialidad 71 del IMSS, asi como
Hospital Universitario de Torredn, Coahuila (2.7 %).
Las muestras de control se reclutaron en Ciudad de
México, Monterrey y Torredn (72.6, 25.9 y 1.5 %,
respectivamente).

El cuestionario clinico incluyé datos de edad, sexo,
patologia, antecedentes familiares, datos socioecono-
micos y factores de riesgo para estudiar variables
externas y estratificar los resultados. Segun los estan-
dares de la Organizacién Mundial de la Salud, la
obesidad se definié como indice de masa corporal
> 30. Se excluyeron los casos sospechosos sin infor-
mes de patologia, asi como los casos y controles con
antecedentes familiares de CCR, para controlar los
efectos de variantes de alta penetrancia relacionadas
con el tumor. Se incluyeron sujetos con antecedentes
familiares de neoplasias no relacionados con CCR.
Se obtuvo el consentimiento informado de todos los
participantes.

El ADN gendmico de las muestras de sangre peri-
férica se aislé con el kit Wizard® (Promega, Madison,
Wisconsin). Con la plataforma Sequenom® (San
Diego, California) se realiz6 el genotipado de las
variantes SNP de rs4444235 (cromosoma 14q22.2,
SNP intergénico cerca del extremo 5 de BMP4);
rs4779584 y rs11632715 (cromosoma 15g13.3, SNP
intergénicos entre SCG5 y GREMT); rs12953717,
rs4939827 y rs11874392 (cromosoma 1821, SNP
intrénicos en SMAD7?); y rs961253 (cromosoma
20p12.3, SNP intergénico cerca del extremo 5 de
BMP2).

El tamafio muestral se calcul6 considerando la fre-
cuencia de alelos menores reportada en los controles,
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con lo cual se logré una potencia superior a 0.99 y
un nivel de significacion de 0.05. Se describieron las
principales caracteristicas demogréaficas de la mues-
tra y se analizaron las diferencias significativas de las
categorias de cada variable entre casos y controles
mediante las pruebas chi cuadrada y ANOVA. La tota-
lidad de los andlisis y las representaciones gréficas
se realizaron con el programa R version 3.6.1."

Se estudiaron desviaciones del equilibrio de Hardy-
Weinberg en los controles. Se probaron las asocia-
ciones entre CCR vy las variantes rs4444235,
rs4779584, rs11632715, rs4939827, rs12953717 vy
rs961253 mediante regresién logistica univariada, y
se estimaron los valores de razones de momios (RM).
Para los modelos logisticos univariados se utilizé la
condicién caso/control como variable de respuesta
(dicotémica) y cada uno de los polimorfismos como
Unicas variables explicativas.

Debido a la probable relevancia bioldgica para el
fenotipo canceroso, también se realizaron andlisis de
regresion logistica mdultiple para cada SNP versus
CCR vy covariables, incluyendo en el modelo cada
SNP (codificados bajo el modelo log-add) y las cova-
riables seleccionadas (sexo, edad, obesidad, antece-
dentes no familiares de CCR, sedentarismo y
ancestria). La significacion se evaludé en funcion de
los valores de p de dos colas después de la correc-
cién por prueba de comparaciones mdultiples de
Bonferroni, considerando valores de p < 0.05 como
significativos en todos los andlisis, los cuales se rea-
lizaron con el programa PLINK."

La ancestria individual se evalu¢ utilizando el pro-
grama ADMIXTURE versién 1.3.1,"® usando un sub-
conjunto de 31 000 SNP del microarreglo Affymetrix
Genome-Wide Human SNP Array 6.0, con una mues-
tra de 1712 sujetos (831 casos y 881 controles).® Se
establecieron tres poblaciones ancestrales para el
analisis de la poblacion mexicana.'® Estos analisis
incluyeron muestras de ascendencia europea y afri-
cana de HAPMAP,” asi como muestras de nativos
americanos.” Se obtuvo la ascendencia individual de
las muestras mexicanas y se incluyo el valor de la
ascendencia europea como covariable en el analisis
multivariado mencionado.

Resultados

Todas las variantes mostraron equilibrio de Hardy-
Weinberg, excepto la variante rs11874392 (gen
SMADY), que se descartd para los estudios poste-
riores. Los andlisis bivariados de CCR y cada

covariable de riesgo no genético mostraron asocia-
ciones de CCR con el sexo (a favor de los varones),
edad avanzada, obesidad, antecedentes familiares
de cancer no colorrectal, sedentarismo y ascenden-
cia (Tabla 1 y Figura 1). Los analisis de ancestria
mostraron una diferencia de proporciones de ascen-
dencia europea entre casos y controles (42.2 y
38.4 %, respectivamente). Esa diferencia se comple-
menté con una mayor ascendencia indoamericana
en los controles (Figura 1). La ascendencia africana
no mostré diferencias entre casos y controles. Estos
resultados son consistentes con la mayor incidencia
de CCR en europeos que en pobladores originarios
de América, y la significacion justificd incluir a
la ancestria como covariable en los analisis
multivariados.

Los analisis de asociacién, poscorreccion de
Bonferroni, mostraron asociacién entre CCR y las
variantes rs4444235 (cercana a BMP4), rs4939827 y
rs12953717 (variantes intrénicas de SMAD?). Las
variantes restantes no mostraron asociacién posterior
ala correccion (Tabla 2). Después de ajustar las cova-
riables, la regresion logistica multiple confirmé la aso-
ciacion de CCR con las mismas variantes de BMP4 y
SMADY (Tabla 3).

Discusion

Este estudio replica las asociaciones de CCR con
las variantes rs4939827 y rs12953717 localizadas en
SMAD? vy la variante rs4444235 cercana a BMP4, y
corrobora las asociaciones entre CCR y genes de la
via de sefalizacion TGF-B/BMP reportada en pobla-
ciones caucasicas y asiaticas, con lo cual se constata
la relevancia bioldgica de estos polimorfismos comu-
nes en la susceptibilidad a CCR.'"*2° No se observaron
asociaciones de CCR con otras variantes estudiadas
(BMP2 y GREMT), posiblemente por las diferencias
de frecuencias alélicas prevalentes en los mexicanos
resultantes del mestizaje.’

Las variantes intrénicas de SMAD7 mostraron
mayor relevancia. Los valores de asociacion y de RM
de rs12953717 son similares a los reportados por Ho
et al., Slattery et al., Pittman et al. y Broderick et al.,
quienes establecieron que el alelo T, que disminuye
la expresion del gen, es un alelo de riesgo de
CCR.#"2225 E| alelo protector C fue mas prevalente
en la poblacién analizada, a diferencia de las pobla-
ciones caucasicas y de la base de datos 1000
Genomes Project."222427 | g variante T se asocia sig-
nificativamente a tumores rectales (p = 0.002,
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Asociaciones entre covariables no genéticas y cancer colorrectal en poblacién mexicana

Sexo
Hombre 521 52.1
Muijer 479 479
Edad (afios)
<20 6 0.6
21-30 24 2.4
31-40 94 94
41-50 195 195
51-60 336 336
60-70 343 343
> 70 2 0.2
Obesidad 203 208
Estilo de vida sedentario 299 305
Antecedentes familiares de cancer no colorrectal 561 50.7

658 63.15 1179 57.74 06347 0.53-0.75 < 0.0001
384 36.8 863 4226

76 7.29 82 4.02
373 368 397 1944
291 2793 385 18.85
108 19 393 19.25 3.638 3.27-4.04 < 0.0001
84 8.06 420 20.57

18 173 361 17.68

2 0.19 4 0.20

63 6.05 266 132  4.087 3.03-6.50 < 0.0001
384 36.89 683 3381 0.783 0.62-0.90 0.003
342 337 903 4202 2024 1.69-242  <0.0001

Resultados de la regresion logistica univariada entre polimorfismos de nucleétido simple y cancer colorrectal en poblacion

mexicana
14922.2 (BMP4)  rs4444235 0.272 0.224 02477 T C 1287 1.117 1482 0.0004749  0.003799
15913.3 (GREM1) rs4779584 0.305 0.280 02925 T C 1135 09915 1.3 0.06638 0.531
15913.3 (GREM1) rs11632715 0.389 0.391 03905 G Un 09854 0.8677 1.119  0.8212 1
18021.1 (SMAD?)  rs4939827 0.298 0.242 027 T C 1318  1.148 1514 894E-05  0.0007156
18021.1 (SMAD?7)  rs12953717 0.264 0.209 02365 T C 1346 1165 1554 5352E-05 0.0004281
20p12.3 (BMP2)  rs961253 0.512 0.480 04963 C Un 1141 1008 1292 0.03768 0.3015

*Valores brutos. **Valores ajustados por la prueba de Bonferroni.

A1: alelo 1; A2: alelo 2; C: citosina; FAM: frecuencia alélica menor; G: guanina; L95: limite inferior del intervalo de confianza de 95%; NO: no observado; RM: razén de momios;
SNP: single nucleotide polymorphism; T. timina; limite superior del intervalo de confianza de 95%.

RM = 4.85).2° Pittman et al. y Slattery et al. obtuvieron
resultados similares cuando ajustaron sus estudios
con las covariables edad, sexo y antecedentes fami-
liares."-22 También se ha observado que la asociacion
entre rs12953717 y el riesgo de CCR puede modifi-
carse con el uso de medicamentos antiinflamatorios
no esteroideos, el tabaquismo, el indice de masa
corporal y el historial de pdlipos.?® Respecto a la
variante rs4939827 también se ha reportado un efecto
genético considerable en cancer rectal en portadores
del alelo T.252° De nuevo, se observan diferencias en
las frecuencias alélicas: el alelo protector C es mas
prevalente en la poblacién mexicana que la reportada
en 1000 Genomes Project.?

La proteina SMAD7 es un antagonista de la via de
sefalizacién TGF-p que interfiere con el ensamblaje
del complejo SMAD2/SMAD4 y afecta las respuestas
inflamatorias dependientes de NF-kB.%**" SMAD7 es
un modulador de las acciones inflamatorias y tréficas
del TGF-B en la mucosa intestinal y su expresion alte-
rada por variantes intrénicas puede explicar su papel
en el CCR.30%

También hay asociacion entre rs4444235 (locus
BMP4) y CCR (Tablas 2 y 3). Los componentes de la
sefalizacion BMP involucrados en el riesgo de CCR
podrian comprender otros genes como SMAD4,
BMPR1A, GREM1, BMP2 y LAMA7.%? Existen varian-
tes causales de CCR que no involucran la via BMP/
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Analisis de regresion logistica multiple ajustando por sexo, edad, obesidad, estilo de vida sedentario, antecedentes familiares

y ascendencia para el cancer no colorrectal en poblacion mexicana

14922.2 (BMP4) rs4444235 T 1.285
15913.3 (GREM1) rs4779584 T 1.145
15913.3 (GREM1) rs11632715 G 0.9627
18921.1 (SMAD?) rs4939827 T 1.317
18921.1 (SMAD?) rs129563717 T 1.342
20p12.3 (BMP2) rs961253 C 1.149

1.102 1.498 0.001344 0.01076
0.9874 1.328 0.07311 0.5849
0.8368 1.108 0.5947 1

1.133 1.631 0.0003339 0.001882

1.147 1.57 0.0002353 0.002671

1.003 1.317 0.04584 0.3667

Al: alelo 1; C: citosina; G: guanina; L95: limite inferior del intervalo de confianza de 95%; RM: razén de momios; SNP: single nucleotide polymorphism; T: timina; U95: limite superior del

intervalo de confianza de 95%.

100

Ancestria

. Aficana

[ nativoamericana

. Europea

Porcentaje

25

Casos Controles

Ancestria Casos | Controles | Total P

Europea 4217% |3848% 404 % | 0.03

Nativoamericana | 5223 % | 56.50% | 54.3 % | 0.007

Africana 5.60 % 5.02% 53% |[047

Proporciones de ancestria en casos y controles.

SMAD y que estan relacionadas con los genes APC
y CDH1 y algunos miembros de la via Wnt.*

Para evaluar el papel de la ancestria en el riesgo de
CCR, se incluyd la ascendencia europea como cova-
riable (Tabla 3). Nuevamente, las variantes rs4444235,
rs4939827 y 12953717 mostraron significacion después
de ajustar las covariables, lo que apoya la consistencia
de las asociaciones encontradas.

Conclusiones

El estudio replica datos reportados para poblacio-
nes caucasicas y asiaticas y refuerza la relevancia
bioldgica de variantes comunes de SMAD7 y BMP4
en la susceptibilidad a CCR en una poblacién mes-
tiza. El analisis multivariado con covariables corro-
boré asociaciones que se encontraron en el analisis
simple. Finalmente, el andlisis multivariado mostrd
que las asociaciones de las variantes de SMAD7 y

BMP4 con CCR son consistentes y confieren riesgo
de CCR en nuestra poblacion.
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