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RESUMEN

Introduccion: El fendbmeno de sub-estructura en las poblaciones ha tenido desde hace varios afios un abordaje amplio, que se
enfoco, entreotros, enlaidentificacion y cuantificacion delamezcla étnica presente en estudios de mapeo asociativo, para comprobar
la asociacion de marcadores polimoérficos en el desarrollo de enfermedades comunes complejas, como responsable de falsos
positivos. No obstante el reconocimiento de este problema, no se tiene suficiente informacioén genética en el contexto nacional
ni local que permita determinar la posible diferenciacion de subgrupos poblacionales en cada region en particular.

Objetivo: Determinar la estructura genética en una muestra poblacional de la ciudad de Bucaramanga, a partir del analisis
de 19 marcadores microsatélites autosémicos en distintos subgrupos poblacionales.

Metodologia: De la base de datos del Laboratorio de Genética Humana de la Universidad Industrial de Santander, se
seleccionaron aleatoriamente 350 muestras de ADN, y se amplificaron 19 marcadores autosémicos Short Tandem Repeat
mediante los «kits Powerplex® 16 y FFFL (Promega)».

Resultados: En el analisis de equilibrio Hardy Weinberg, no se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas en
18 de 19 marcadores Short Tandem Repeat autosdémicos analizados en la poblacion de Bucaramanga. El inico marcador que
mostr6 no estar en equilibrio Hardy Weinberg enla poblacion de Bucaramanga fue el F13B (valor de significancia de p=0.00264,
después de aplicar la correccion de Bonferroni).

Discusion: Las poblaciones representadas en los seis estratos socioeconémicos mostraron alta diversidad genética
intragrupos, que ratifico una alta variabilidad entre los individuos de la ciudad de Bucaramanga, acorde con el bajo valor de
F,entre distintos grupos, determinado en el andlisis molecular de varianza con base en frecuencias alélicas observadas para
los 19 Short Tandem Repeat analizados.

Conclusion: Laalta diversidad genéticay el analisis molecular de varianza mostraron una baja diferenciacion entre los seis
estratos socioeconémicos en la ciudad de Bucaramanga, y evidenciaron a la poblacién como una misma unidad genética, no
sub-estructurada.
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An assessment of genetic structure in a Bucaramanga, department of Santander, population sample

SUMMARY

Introduction: The phenomenon of substructure in the populations has been greatly analyzed for several years, and it has
been focused especially on the identification and quantification of ethnic mixture present in studies of associative mapping
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to verify the association of polymorphic markers in the
development of complex and common diseases responsible
for false positives. Nevertheless, despite the recognition of
this issue, there is insufficient genetic information within the
national or local contexts that allow assessing the possible
differentiation of population sub-groups in each particular
region.

Objective: To determine the genetic structure in the city
of Bucaramanga through the analysis of 19 autosomal
microsatellite markers in different subgroups ofthe population.

Methodology: Atotal of 350 DNA samples were randomly
selected from the database of the Human Genetic Laboratory
at Universidad Industrial de Santander by using Epi Info
version6.042001. Also, 19 Short Tandem Repeat markers were
amplified using «kits Powerplex® 16 and FFFL (Promega)».

Results: Inthe Hardy Weinberg equilibrium analysis (100
steps in Markov chain and 1000 dememorization steps), no
statistically significant differencesin 18 out ofthe 19 analyzed
STRs markers inthe population of Bucaramanga were obtained.
A unique marker that proved not present in HWE in the
population of Bucaramanga was the F13B (for asignificance
value of p=0.00264, after applying the Bonferroni correction).

Discussion: The populations represented in the six
socioeconomic levels presented high genetic diversity
intragroups, which ratified the high variability among the
individuals in this city according to the low value of F'ST for
different groups, determined via the molecular analysis of
variance based on the allelic frequencies observed for the 19
analyzed Short Tandem Repeats.

Conclusions: The high genetic diversity, as well as the
analysis of molecular variance displayed low divergence for
eachofthesix socioeconomic levels inthe city of Bucaramanga.
Therefore, itis suggested that this population is an equivalent
genetic unit and not substructured.

Keywords: STRs; Population substructure,; Allelic
frequencies; Bucaramanga, Association studies.

Los rapidos avances en el campo molecular y el
estudio del Proyecto Genoma Humano', facilitan cada
vez mas la busqueda de genes de susceptibilidad a las
enfermedades mediante el método de casos y controles,
donde se emplea tanto el enfoque poblacional como el
familiar. Este método es uno de los mas usados en
estudios de asociacion, por las facilidades que presenta
en el reclutamiento de individuos.

En los estudios poblacionales los métodos de casos
y controles se utilizan para: i). Anélisis de los determi-
nantes de mutaciones humanas. ii). Evaluar el papel que
desempeiian los indicadores genéticos inespecificos,
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como la consanguinidad y la mezcla de individuos con
diversos origenes de antepasados en la etiologia de las
enfermedades y iii). Valor del papel etiologico de los
rasgos genéticos?.

Este desarrollo, en los ultimos afios, ha permitido
realizar numerosos estudios de mapeo asociativo, que
buscan relacionar una enfermedad con un marcador de
ADN localizado cerca de un gen de interés o gen
candidato. El hallazgo de una asociacion se toma como
evidencia de la posibilidad que un marcador esté ligado
a un gen que produce la enfermedad, aunque pueda
existir asociacion en ausencia de ligamiento. Por esto,
ademas de una prueba de asociacion, es recomendable
determinar la relacion del marcador con el gen produc-
tor de la susceptibilidad a la enfermedad?®.

Las asociaciones genéticas en marcadores no liga-
dos surgen con frecuencia en poblaciones que han
sufrido mezcla reciente, asociada con una sub-
estructuracion poblacional y con grupos que comparten
relaciones de herencia o cuando hay consanguinidad
unida con numerosos factores de indole demografico,
cultural, religioso y geografico, que se podrian relacio-
nar con la enfermedad y, por consiguiente, convertirse
en factores potenciales responsables de la deteccion de
«falsas asociaciones».

Y son entonces las «asociaciones falsasy el resulta-
do de fendmenos de mezcla, estratificacion o subdivi-
sion?, con los que se denota la estructura genética
presente en una poblacidn, al mostrar diferencias en las
frecuencias genotipicas y alélicas que suelen ser diver-
gentes de una region geografica a otra; este tipo de
asociaciones pueden darse cuando se hace el muestreo
sin considerar la etnicidad (pertenencia de individuos de
una poblacion aun grupo étnico), ni la herencia (origen
historico) de la poblacion en estudio.

Si la estratificacion estuviera presente en la pobla-
cioén que se analiza, tanto los marcadores no ligados
como los ligados podrian mostrar asociacion con deter-
minado fenotipo®?. Por este motivo, para inferir la
estratificacion presente en la poblacion se pueden em-
plear técnicas bastante precisas, como el método llama-
do control gendmico (CG), propuesto por Devlin ef al.*
que se basa en la implementacion de marcadores
bialélicos, utilizados para corregir el efecto debido a la
presencia de mezcla en la poblacion y el de asociacion
estructurada (AS) propuesto por Pritchard &
Rosenberg?®, donde se usan datos genotipicos de
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multilocus a fin de relacionar en detalle la estructura de
la poblacion bajo estudio. Este ltimo presenta ventajas
sobre el CG, pues permite conocer mas datos acerca de
los fendémenos que afectan la(s) poblacion(es)
estudiada(s), siendo los patrones de migracion y coloni-
zacion, coalescencia y deriva, algunos de ellos®.

La evaluacién de la estructura genética poblacional
apartir de datos genotipicos polimorficos, serealiza con
los estimadores de sub-estructura poblacional ¢,y R,
El estimador F'¢ se haimplementado durante afios para
medir la diferenciacion entre poblaciones®, pues evaltia
el déficit en la proporcidon de genotipos heterocigotos,
que determina la presencia de subestructuras?; y por el
contrario el R, .asume el modelo de mutacion gradual de
los microsatélites, definido como una fraccion de la
varianza total del tamafio de los alelos entre poblacio-
nes’®. Con estos estimadores se establece la estructura
genética presente en una poblacion’.

Los fenomenos de la estructura genética en las
poblaciones enfrentan inconvenientes como la presen-
cia de sub-estructura criptica?, que podria presentarse
cuando los tamafios de muestra grandes donde la sub-
estructura de la poblaciéon puede ir en aumento, y
facilitar el hallazgo de «falsas asociaciones». En este
mismo sentido, los estudios de meta-analisis implican
sesgos significativos, debido al considerable nimero de
individuos en el analisis, sumado ala gran diversidad de
criterios de seleccion de los mismos y a la divergencia
del fondo genético que puede existir entre las distintas
poblaciones estudiadas®.

Sise considera que en el contexto nacional®®, ylocal®
son pocos los estudios que se centran en determinar la
diferenciacion genética de las poblaciones, se disefid un
estudio con una muestra de subgrupos poblacionales
pertenecientes a los distintos estratos socioecondmicos
de la ciudad de Bucaramanga, para tipificar 19 marca-
dores microsatélites autosdémicos. Lo obtenido constitu-
ye un primer resultado de una serie de investigaciones
proyectadas en lineas de caracter biomédico y evoluti-
V0, cuya pretension, como objetivo central, es suminis-
trar informacion que soporte los efectos de estudios de
asociacion hechos en muestras provenientes de la po-
blacion santandereana, para asi evitar los sesgos oca-
sionados por «falsas» asociaciones y falta de repro-
ducibilidad en los hallazgos de los modelos que estudian
las enfermedades complejas?.
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MATERIALES Y METODOS

Poblacion de estudio. El areaurbana de la ciudad de
Bucaramanga, capital del Departamento de Santander,
se halla en el noreste de Colombia. Su poblacion se
clasifica en seis estratos socioeconomicos (SES), defi-
nidos por la disponibilidad de servicios publicos y la
calidad de las unidades habitacionales en el vecindario®.

Muestras de la poblacion. Fueron seleccionadas
aleatoriamente en total 350 muestras de ADN (Epi Info
version 6.042001)!°, de labase de datos del Laboratorio
de Genética Humana de la Universidad Industrial de
Santander (GH-UIS); ademas, estas muestras cumplie-
ron con los criterios de seleccion, conun poder de 80%
y un error tipo alfa de 0.05. El nimero de muestras por
estrato socioecondémico, fue tomado con base en la
distribucion porcentual de latotalidad de habitantes de la
ciudad, que corresponde a 509,918 personas, de acuer-
do con los datos registrados en el Departamento Nacio-
nal Administrativo de Estadistica (DANE), para el
ultimo censo del 2005. El nimero de individuos y su
respectiva distribucion porcentual por estrato, con base
en ese censo!!, se resumen en el Cuadro 1. Esta
investigacion fue clasificada comoun estudio «deriesgo
minimoy, segin el numeral b del articulo 10, de Ia
resolucion 008430 de 1993 del Ministerio de Saluddela
Republicade Colombia.

Extraccion de ADN. El ADN fue extraido con el
método descrito por Miller ef al.'> en muestras de
sangre de individuos sanos no emparentados nacidos en
Bucaramanga, guardando proporcion entre hombres y
mujeres. Todo participante del estudio firmé un consen-
timiento informado, que aprob6 el comité de bioéticade
investigaciones cientificas de la Facultad de Salud de la
UIS, para autorizar la toma de muestra sanguinea. Fue
obtenido y clasificado el nivel socioeconémico (seis
niveles) deacuerdo conel criteriodel DANE!!, Asimis-
mo, cada persona diligenci6 una encuesta, donde infor-
maba su etnicidad seglin el color de su piel y otros
factores adicionales (Cuadro 1).

Amplificacion por PCR y genotipificacion de
STRs. Fueronamplificados 19 marcadores autosomicos
STRs (D3S1358, HUMTHO1, D21S11, D18S51,
D5S818, D13S317, D7S820, D16S539, CSF1PO,
HUMvVWA,D8S1179, HUMTPOX, FGA, LPL,F13B,
FESFPS, F13A01, PENTA D y PENTA E), con los
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Cuadro 1
Poblacion y muestreo de la ciudad de Bucaramanga en los SES?

Estratos 1 2 3 4 5 6 Total
Porcentaje® 8 18 30 29 4 11 100
Numerodeindividuos 28 63 105 102 14 38 350
Etnicidad autorreportada
Color de piel mestiza 14 49 83 83 1" 24 264
blanca 14 13 25 17 3 13 85
negra 0 1 0 0 0 0 1

a. Seis estratos socioeconémicos

b. Fuente: Departamento Nacional de Planeacién. Estratificacion Socioecondémica. Manual General. 1994°
Departamento Administrativo Nacional de Estadistica, DANE. 2005

«kits Powerplex® 16 y FFFL (Promega)» segun las
instrucciones de los fabricantes (Promega Corporation,
Madison, Wisconsin, USA, Cat. A1120).

Los productos amplificados fueron separaron me-
diante electroforesis capilar en un analizador genético
ABIPRISM 310 (PE-Biosystems, Foster City, CA)yla
tipificacion fue realizada por comparacion con una
escalera alélica de referencia provista por el fabricante
(Promega). La asignacion de alelos fue hecha segtin las
recomendaciones de la Comision de ADN de la Socie-
dad Internacional de Genética Forense!?.

Andalisis de datos. Para el analisis, los datos obteni-
dos fueron organizados al considerar tres abordajes
diferentes, de los SES representados en la ciudad de
Bucaramanga.

Abordaje 1. Aqui los datos fueron reunidos en dos
grupos: BAJO-MEDIO (incluye los estratos 1, 2 y 3;
N=196) y MEDIO-ALTO (estratos 4, 5 y 6; N=154).
Esta estrategia se basé en la seleccion de individuos
incluidos en el proyecto «Conjunto de Acciones para la
Reduccion Multifactorial de Enfermedades no Trans-
misibles (CARMEN)», hecho en la ciudad de Buca-
ramanga para estudiar la conexion entre factores de
riesgo y enfermedades cronicas no transmisibles, en
estratos socioeconomicos 2 y 3'4. Por tanto, en la
categoria BAJO-MEDIO estaria la poblacion estudiada
en CARMEN, con lo cual el resto de la poblacion debia
quedar concentrada en la categoria MEDIO-ALTO.

Abordaje 2. En éste la distribucion siguio las clasi-
ficaciones del Departamento Nacional de Planeacion,
DNP?, que divide a los habitantes de Bucaramanga en
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tres grupos: BAJO (incluye estratos 1 y 2; N=91),
MEDIO (estratos 3 y 4; N=207) y ALTO (con los
estratos 5y 6; N=52).

Abordaje 3. Este incluyo cuatro grupos, fue plan-
teado para equilibrar el nimero de individuos que se
asignaron a cada uno de los grupos establecidos en el
abordaje 2. El nivel BAJO (incluye los estratos 1y 2;
N=91), BAJO-MEDIO (constituido tnicamente por el
estrato 3; N=105), MEDIO (estrato 4; N=102) y ALTO
(con los estratos 5 y 6; N=52).

De acuerdo con el abordaje obtenido, fueron cons-
truidas diferentes bases de datos duplicadas en Excel®,
paravalidarlas con laherramienta Validate del software
Epi Info version 6.04 2001'°. El calculo de las frecuen-
cias alélicas, el «test» de equilibrio de Hardy-Weinberg
(HW), la correccion de Bonferroni para «tests» multi-
ples, que consiste en hacer contrastes a posteriori
precisando las muestras con diferencias significativas's,
que provocan el rechazo de la hipotesis nula, el «test»
exacto de diferenciacion poblacional descrito por
Raymond & Rousset (1995)'6, la estimacion de las
distancias genéticas poblacionales «pairwise» F¢,, y el
analisis de varianza molecular (AMOVA) efectuados
con el software Arlequin 3.11'7. Adicionalmente fue
realizado un analisis de asignacion de las muestras por
grupos de membresiaa partir de los genotipos individua-
les obtenidos con los 19 microsatélites caracterizados,
mediante el software STRUCTURE v. 2.0'8, La sub-
estructuracion fue evaluada por comparacion de los
diversos grupos socioecondmicos, si se tiene en cuenta
que puede ser un factor importante que contribuye a la
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formacion de sub-estructura genética en algunas areas
urbanas de la ciudad.

RESULTADOS

Las frecuencias alélicas de la poblacion de Bucara-
manga fueron calculadas para 19 STRs autosdémicos
(Cuadro 2).

Ladiversidad genética promedio sobre todos los loci
evaluadosfue0.772 +0.383. El sistema mas diverso fue
Penta E (0.88857) y el menos diverso fue FESFPS
(0.65429). Delos 19 STRsanalizados, el mas polimoérfico
fue Penta E con 19 alelos y los sistemas THO1 y F13B
fueron los menos polimérficos porque presentaron 6
alelos para el total de la poblacion estudiada.

Losanalisis jerarquicos de varianzamolecular, basa-
dosen 100,000 permutaciones, revelaron los componen-
tes de varianza sobre la base de dos coeficientes de
diferenciacion genética entre poblaciones (F,y R,)’.
En general, estos fueron bajos entre los SES que se
analizaron en los diferentes abordajes, sin presencia de
aislamiento por distancia genética (los datos no se
muestran). No hubo diferencias estadisticas significati-
vas dentro ni entre las distintas agrupaciones, confir-
mando que la mayor variacion fue encontrada entre los
individuos dentro de los grupos. Por tanto, los productos
reflejarian que los SES representados en lapoblacionde
Bucaramanga y en particular, la tercera estrategia para
agrupar los habitantes, se encontraban homogéneamente
distribuidos desde el punto de vista genético (Cuadro 3).

Al emplear cualquiera de las tres estrategias de
agrupamiento del total de muestras analizadas, aproxi-
madamente 98% de la variabilidad genética encontrada
correspondio a variacion entre individuos dentro de los
grupos. No se observo diferenciacion genética signifi-
cativa entre los distintos grupos; esto refleja que la
poblaciéon de Bucaramanga se comporta como una
unidad panmictica, desde el punto de vista genético y
permite inferir que las uniones entre los individuos
ocurren en forma aleatoria®. Los resultados también
fueron confirmados mediante el anélisis con el software
STRUCTURE v. 2.0'8, realizando corridas desde K=2
hasta K=6 en cada una de las estrategias de agrupa-
miento de los SES, y en todos los casos se obtuvo la
superposicion de las diferentes muestras analizadas
para cada estrategia de agrupamiento y para cada valor
de K en el rango mencionado (Figura 1).
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En cuanto al analisis de equilibrio HW (100,000
pasos de dememorizacion en la cadena de Markov y
1,000 pasos de memorizacién), no se obtuvieron desvios
significativos, para 18 de los 19 marcadores STRs
autosomicos analizados (Cuadro 2). Elinico marcador
que mostré diferencias genotipicas significativamente
diferentes a las esperadas, fue el F13B (incluso después
de aplicar la correccion de Bonferroni para pruebas
multiples; p<0.00264)"°.

DISCUSION

Este estudio es pionero en el anélisis de la estructura
poblacional a partir de muestras de individuos nacidos
en Bucaramanga. Como no hay informes sobre este tipo
de investigaciones en la ciudad, los resultados de la
tipificacion de los STRs en esta poblacion fueron com-
parados con estudios que incluian el departamento de
Santander y por tanto algunas muestras de esta ciudad.
Hay tres trabajos para el departamento y, como el 60%
de la poblacion de Santander se concentra en la capital,
Bucaramanga'!, se puede inferir que los resultados
reflejan de una manera representativa la poblacion de
esta ciudad.

Por tanto, fueron comparados los datos del presente
estudio, mediante AMOV A pareada con los reportes de
Vargas et al.'®?, Paredes et al.?' y Yunis et al® La
distribucion de las frecuencias alélicas estimadas en el
presente estudio (Cuadro 2a, 2b) fue concordante con
los hallazgos de estos autores para los sistemas STRs
autosomicos: CFS1PO, THO1, TPOX,vWA,D13S317,
D7S820,D16S539,D3S1358,D21S11,D18S51,PENTA
E y PENTA D (p> 0.082) pero no con los sistemas
D5S818, FGA yD8S1178 (p<0.05).

El presente trabajo mostro6 al sistema THO1 como el
menos polimdrfico, hallazgo concordante con Vargas et
al.’®, Paredes et al.?! y Yunis et al® El sistema mas
polimorfico, Penta E, coincidié con los datos de Vargas
et al*® y Yunis et al.®

El analisis para el HWE indic6 que 18 de los 19
sistemas STRs se encontraron en equilibrio, concordan-
te con los resultados de los autores mencionados para
los 15 marcadores STRs incluidos en estos estudios.
Hay asiuna evidencia para afirmar que la poblacion de
Santander en general se comporta como una misma
unidad genética (Figura 1).

La prueba para diferenciar poblaciones contra la
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Cuadro 2 a
Frecuencias alélicas de 19 STRs en una muestra poblacional de Bucaramanga, Santander, Colombia

Alelo D351358 THO1 D13S317 D7S820 D16S539 CSF1PO VWA D8S1179 TPOX

()]
|
|
|
|
|
|
|
|
|

7 - - - 0013

0,001 - - -

9 - - 0,134 0,086 0.136 0,024 - 0,003 0,069

10 - 0.001 0,053 0,271 0.187 0,217 - 0,057 0,041

12 0,001 0.190 0,29 0,246 0.230 0,401 - 0,137 0,087

14 0,081 0.134 0,066 0,006 0.021 0,003 0,091 0,246 -

16 0,269 - - - - - 0,33 0,026 -

18 0,129 - - - - - 0,166 - -

20 - - - - - ~ 0,001 - -

23 - - - - - - - - -

25 - - - - - - - - -

27 - - - - - - - - -

29 - - - - - - - - -

w
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Cuadro 2 a
Frecuencias alélicas de 19 STRs en una muestra poblacional de Bucaramanga, Santander, Colombia

(continuacion)

Vol. 40 N° 4, 2009 (Octubre-Diciembre)

Alelo

D3S1358

THO1

D13S317 D7S820 D16S539 CSF1PO VWA D8S1179 TPOX

29.2
30
30.2
31
31.2
32
32.2
33
33.2
34
34.2
35
Ho
He

0.757
0.752
0.509

0.711

0.738

0.378

0.791
0.813
0.189

0.760
0.787
0.356

0.829
0.798
0.323

0.666
0.706
0.572

0.774

0.765

0.390

0.806

0.795

0.513

0.663

0.655

0.961

Cuadro2 b
Frecuencias alélicas de 19 STRs en una muestra poblacional de Bucaramanga, Santander, Colombia

Alelo  FGA LPL F13B FESFPS F13A01 D21S11 D18S51 D5S818 PENTAD PENTAE
2.2 - - - - - - - - 0.004 -
3 - - - - 0.241 - - - - -
4 - - - - 0.109 - - - - -
5 - - - - 0.191 - - - 0.006  0.033
6 - - 0.094 - 0.173 - - - - 0.001
7 - 0.001 0.029 0.007 0.261 - - 0.027 0.006  0.077
8 - - 0.149 0.014 0.006 - - 0.009 0.013  0.011
9 - 0.029 0.300 0.013 0.001 - - 0.070 0.187  0.016
9.3 - - - - - - _ _ _ _
10 - 0,473 0.417 0.251 - - 0.001 0.053 0.177  0.051
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Cuadro2 b

Frecuencias alélicas de 19 STRs en una muestra poblacional de Bucaramanga, Santander, Colombia
(continuacién)

Alelo FGA LPL F13B FESFPS F13A01 D21S11 D18S51 D5S818 PENTAD PENTAE

12 - 0.249 - 0.160 0.001 - 0.093 0.330 0.164 0.217

14 —-0.001 - 0.003 0.001 - 0.199 0.011 0.057 0.103

16 — - - 0.003 - 0.111 - 0.003 0.051

18 0.016 - - - - - 0.073 - - 0.027

20 0.080 - - - - - 0.027 - - 0.033

22 0.154 - - - - - 0.004 - - 0.009

23 0.141 - - - - - 0.003 - - -

25 0.146 - - - - - - - - -

27 0.017 - - - - 0.021 - - - -

29 - - - - 0.243 - - - -

30 — - - - 0320 - - - -

31 - - - - 0.049 - - - -

32 - - - - 0.020 - - - -

33 -— - - - 0.001 - - - -

w
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Cuadro2b

Frecuencias alélicas de 19 STRs en una muestra poblacional de Bucaramanga, Santander, Colombia
(continuacion)

Alelo FGA LPL F13B FESFPS  F13A01 D21S11 D18S51 D5S818 PENTAD PENTAE
34 - - - - - 0.001 - - -

342 - - - - 0.006 - - - -
35 - - - - - 0.001 - - - -
Ho 0.877 0671  0.680 0.654 0.783 0.803 0.849 0.723  0.834 0.889
He 0.876 0.672  0.705 0.682 0.796 0.808 0.867 0.718  0.837 0.900
P 0241 0.667  0.000 0.013 0.085 0.445 0.061 0.574  0.800 0.649

Ho: heterocigosidad observada, He: heterocigosidad esperada, p: test exacto de equilibrio HW, basado en 2000 permutaciones, error

standard <0.01. Correccién de Bonferroni (0.05/19= 0.00263)

Cuadro 3
Resultados del analisis de distribucion de la diversidad genética (AMOVA) con base
en diferentes hipétesis de agrupamiento de los SES en la ciudad de Bucaramanga

Estrategia de agrupamiento F, (%varianza) p R, (%varianza) o]
Dos grupos:

Alto-Medio/Bajo-Medio 0.01 0.3856 0.01 0.4023
Tres grupos:

Alto/Medio/Bajo -0.01 0.6075 -0.12 0.7684
Cuatrogrupos:

Alto/Medio/Medio-Bajo/Bajo 0.01 0.4584 -0.07 0.6596
Seis grupos™:

1,2,3,4,5,6 0.02 0.4689 -0.03 0.5439

* Los seis grupos corresponden a cada uno de los SES

hipétesis nulade uniformidad genética, corregida por el
método de Bonferroni (p<0.00264), mostrd que el siste-
ma F13B (valor p=0.00005+0.00001) (Cuadro 2), tuvo
desviaciones de sus frecuencias respecto a HWE debi-
do aun déficitde heterocigotos, siendo el tinico sistema
STR queaportd significativamente a la poca diferencia-
cion detectada, pese a no existir sub-estructura en la
muestra total del estudio. Este estudio representa un
nuevo aporte a la caracterizacion de STRs autosémicos
en muestras de la ciudad de Bucaramanga, debido al
incremento en el tamafio de la muestra con base en el

porcentaje de habitantes por estrato socioecondémico y
en el numero de otros marcadores analizados adicional-
mente: sistemas PENTA D, PENTA E, LPL, F13B,
F13A01 y FESFPS, y es el primer informe para las
frecuencias de estos ultimos cuatro marcadores en
poblaciones de Santander.

Los SES analizados conforman la organizacion de-
mograficayladivision politicadelaciudad!'; el compor-
tamiento de los valores F, y R, a medida que se
subdivide lamuestra (Cuadro 3), evidencian que no hay
diferenciasen los SES en términos de estructura genética
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Todos los otros

Todos los otros

#

Gfupo 1

Grupo 1 Grupo 2 Grup'c:2
A B
Todos los otros Todos los otros
LY 5,
L. L
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2
C D

Figura 1. Resultados obtenidos del analisis con el software STRUCTURE v.2.0.
A: Dos grupos (alto-medio/bajo-medio); B: Tres grupos (alto/medio/bajo);
C: Cuatro grupos (alto/medio/medio-bajo/bajo); D: Seis grupos (1, 2, 3, 4, 5, 6)

de Bucaramanga, segtin lo obtenido con STRUCTURE
(Figura 1). Eluso del R, en los casos donde se analizan
sistemas de marcadores multilocus, se justifica por el
hecho que es un estimador tutil de la estructura genética
poblacional, cuando las mutaciones han contribuido de
manera sustancial a las diferencias alélicas que hay
entre poblaciones; mientras que el F;, ademas de ser
un parametro de distribucion estadistica, revela algunas
propiedades del proceso evolutivo que han permitido la
divergencia entre poblaciones®. Pero esto no fue un
objetivo del presente estudio.

Losindividuos dentro de cadaestrato socioecondmico
se distribuyen seglin una investigacion con muestras
divididas por estratos socioecondémicos de Caracas,
donde se demostrd la asimetria presente en dicha
poblacion, debida a los aportes ancestrales diferen-
ciales en cada estrato socioeconomico, y asi se pudo
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verificar la sub-estructuracién genética en esa pobla-
cioén venezolana??.

Dentro del rigor metodoldgico en los estudios de
casos y controles, se debe detectar si las frecuencias
genotipicas se encuentran en equilibrio HW vy si
adicionalmente, la poblacion analizada cumple con el
principio de no presentar sub-estructuracion genética’;
esteultimo aspectono se analizé en el trabajo de Arenas
et al.?® (donde se evaluo el nivel de la proteina C-
Reactiva en el suero asociado con la presencia del gen
de angiotensina convertidora de la enzima I/D); tampo-
co en el de Bautista ef al.>* (sobre el polimorfismo del
gen de esta misma enzima y el riesgo de infarto de
miocardio en Colombia); o en el de Bautista er al.'
(para establecer la prevalencia e impacto de los facto-
res de riesgo cardiovascular en Bucaramanga); ni final-
mente, en el estudio de Bautista et al.>> (que analizé el
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polimorfismo del gen de renina angiotensina buscando
asociarlo con hipertension arterial esencial entre his-
panoamericanos). Todos estos estudios incluyeron en el
analisis muestras de participantes de Bucaramanga.
Las conclusiones observadas por estos investigadores
coincidieron en afirmar que los resultados se ajustaron
de acuerdo con la etnicidad auto-reportada por los
individuos?*?°. La auto-asignacion de la etnicidad por
parte de las personas incluidas en los estudios, podria
conducir a hallazgos donde el indice de la enfermedad
puede variar, porque la frecuencia alélica difiere entre
el caso y el control debido a proporciones de herencia
diferenciales (sub-estructura criptica), y es necesario
calcular este efecto con metodologias que asuman de
forma objetiva, a través de abordajes moleculares el
ajuste segun el patrimonio étnico, tanto de los casos
como de los controles?, a fin de reducir la probabilidad
de aceptar la hipdtesis nula (error tipo I) cuando la
alterna es verdadera®?.

Eneste estudio se controlaron los sesgos, al tomarun
numero de muestras similares entre poblaciones, donde
para cada SES se calcularon tamafios cercanos de
muestras, que se tipificaron y validaron con controles
internos y externos. En el analisis de los datos obtenidos
de tales muestras se siguieron varios modelos para
organizar las poblaciones con diferentes abordajes, a fin
de definir los grupos objeto de las comparaciones en el
analisis.

CONCLUSIONES

Las poblaciones representadas en los SES exhibie-
ron alta diversidad genética y el analisis molecular de
varianza mostr6 una baja diferenciacion entre los SES
de Bucaramanga. Esto demuestra a la poblacion como
una misma unidad genética. Asimismo, la presencia de
equilibrio HW enla poblacidon permitio concluir con alta
probabilidad, que los hallazgos con los trabajos de
asociacion, proporcionan resultados validos al evaluar
las interacciones entre los polimorfismos y los factores
de riesgo analizados en la poblacion del estudio. Estas
razones contribuirdn a obviar, en lo que se refiere a
trabajos hechos en esta region geografica, el inconve-
niente de aparentes asociaciones validadas o ajustadas,
a débiles inferencias de la ausencia de subestructura o
la falta de reproducibilidad en los hallazgos de los
estudios de enfermedades complejas, en las investiga-
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ciones de caracter biomédico y evolutivo.

También es importante considerar la habilidad de los
investigadores, al escoger apropiadamente los sujetos
en una poblacion objeto de estudios epidemiologicos
moleculares, donde se debe conocer los origenes de la
muestra bajo estudio para tener un adecuado criterio de
seleccion, permitiendo la interpretacion sélida de los
resultados y su relacion con los procesos genéticos
histéricos involucrados en enfermedades humanas com-
plejas. Es relevante el hecho de verificar los analisis de
asociaciones de alelos con respecto a una enfermedad
dentro de investigaciones de casos y controles que
involucran poblaciones mezcladas (por la dificultad de
asignar individuos a un grupo o a otro, basado en uno o
mas marcadores). En concordancia con lo anterior, los
estudios de asociacion se destacan cada vez mas en el
campo de las investigaciones biomédicas para poblacio-
nes heterogéneas como Bucaramanga, cuantificando la
magnitud de riesgos asociados con la enfermedad con
alelos especificos en términos relativos, absolutos y
atribuibles al grupo poblacional, disminuyendo asi el
impacto de las variables de confusion.

Finalmente, es importante resaltar, que los resulta-
dos de este trabajo deben ser tenidos en cuenta en el
planteamiento de estudios de casos y controles bajo las
condiciones actuales de la poblacion de Bucaramanga.
Larealizacion de investigaciones a futuro deberia incluir
el andlisis de otros marcadores biparentales en esta
poblacion, por ejemplo analisis de SNPs, con las cuales
se realizarian asignaciones mas precisas de la diversi-
dad presente en condiciones genéticas heredables impli-
cadas en enfermedades y ademas permitirian verificar
laincidenciadelos diferentes componentes poblacionales
de unaregion geografica en particular. Todo lo anterior
justificaria disefiar paneles de marcadores moleculares
con los cuales se pueda verificar la ancestria, confirmar
los analisis realizados de la estructura genética en
poblaciones mezcladas y validar las conclusiones plan-
teadas en los estudios de casos y controles realizados
hasta ahora en estas poblaciones.
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