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ABSTRACT

Introduction: the CYP2D6 gene is highly polymorphic and is involved in the metabolism of a wide variety of
drugs and xenobiotics. Three allelic variants of the gene (rs3892097, rs1065852 and rs28371725) have been
studied in relation to breast cancer, but the degree of genetic linkage between them is unknown.

Objetive: to test whether the three breast cancer-associated SNPs are inherited en bloc.

Methods: genotypes of 280 SNPs of the CYP2D6 gene were obtained from the 1000Genomes database and
linkage disequilibrium between the three breast cancer-associated SNPs and the other 277 SNPs in the gene
was analysed. A threshold of r2= 0,7 was used to identify loci in linkage disequilibrium.

Results: a strong correlation was found between rs3892097 and rs1065852 in Europe and Latin America.
In addition, eleven polymorphisms with a high level of linkage were identified, four of which have a non-
synonymous mutation effect.

Conclusions: both polymorphisms could have a causal effect on breast cancer or that one of them is associated
by linkage. Continuing to study both polymorphisms and considering the eleven new polymorphisms for
analysis would be of relevance to deepen knowledge in relation to breast cancer in women.

Keywords: Population Genetics; SNP; Linkage Disequilibrium; CYP2Dé6 Gene; Breast Cancer.
RESUMEN

Introduccion: el gen CYP2D6 es altamente polimorfico y esta involucrado en el metabolismo de una gran
variedad de medicamentos y xenobibticos. Se han estudiado tres variantes alélicas del gen (rs3892097,
rs1065852 y rs28371725) en relacion con el cancer de mama, pero se desconoce el grado de ligamiento
genético entre ellas.

Objetivo: probar si los tres SNPs asociados a cancer de mama se heredan en bloque.

Método: se obtuvieron los genotipos de 280 SNPs del gen CYP2Dé6 desde la base de datos 1000Genomes y se
analizo el desequilibrio de ligamiento entre los tres SNPs asociados al cancer de mama vy los otros 277 SNPs
del gen. Se us6 un umbral de r2= 0,7 para identificar loci en desequilibrio de ligamiento.

Resultados: se encontré una fuerte correlacion entre rs3892097 y rs1065852 en Europa y Latinoamérica.
Ademas, se identificaron once polimorfismos con un alto nivel de ligamiento, cuatro de los que tienen un
efecto de mutacién no sindnima.

Conclusiones: ambos polimorfismos podrian tener un efecto causal sobre el cancer de mama o que uno de
ellos esta asociado por ligamiento. Continuar estudiando ambos polimorfismos y considerar para su analisis
los once nuevos, tendria relevancia profundizar el conocimiento en relacion al cancer de mama en mujeres.

Palabras clave: Genética de Poblaciones; SNP; Desequilibrio de Ligamiento; Gen CYP2D6; Cancer de Mama.
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INTRODUCCION

El gen CYP2D6 es sumamente polimérfico diferentes poblaciones: se conocen 141 variantes alélicas que
intervienen en el metabolismo de una amplia variedad de medicamentos y xenobidticos." Entre variantes mas
estudiadas se encuentran el SNP rs3892097 (CYP2D6*4), rs1065852 (CYP2D6*10) y rs28371725 (CYP2D6*41). @345

En un estudio en mujeres estadounidenses y otro en austriacas se encontré que los genotipos rs3892097 CT
+ TT se asocian a una recurrencia de cancer mama mas breve y una peor sobrevivencia libre de enfermedad
en comparacion con el genotipo CC.®" Por otra parte, en un estudio similar en mujer suecas se obtuvieron
resultados en el sentido inverso,® mientras que en una investigacion sobre rs1065852 en mujeres tailandesas
se observd una menor sobrevivencia y un mayor riesgo de recurrencia de cancer en las portadoras del genotipo
TT.® Finalmente, en un estudio en Singapur se encontr6 que las mujeres con el genotipo TT tenian menores
concentraciones de farmaco activo que las del genotipo CC durante su periodo de tratamiento.® Por su parte,
el SNP rs28371725 ha sido estudiado en forma conjunta con los SNPs rs3892097 y rs1065852 en poblacion de
mujeres alemanas con cancer, quienes no presentaban el alelo ancestral en forma de homocigoto en todos los
polimorfismos tenian mas riesgos de recurrencia de cancer.("

Si bien los hallazgos descritos confluyen en la asociacion estadistica entre los SNPs rs3892097, rs1065852
y rs28371725 y el cancer de mama, se desconoce el grado de ligamiento genético que existe entre ellos: un
alto grado de ligamiento significaria una asociacion colineal entre estos marcadores y el fenotipo, es decir,
redundancia en la asociacion estadistica.

El analisis ligamiento genético hace referencia a la herencia; cuando dos o mas loci, durante la meiosis
van a parar la misma célula germinal, eludiendo la recombinacion, estos se heredan simultaneamente si la
célula fecunda o es fecundada. Por ello si dos o mas loci, se heredan de esta manera, y coincidentemente se
encuentra asociacion para un mismo fenotipo, dicha asociacion puede deberse al ligamiento.'?

Si bien, como ha quedado dicho, se han realizado estudios en diversas poblaciones especificas, bases de
datos genéticos que abarquen muestras de distintos continentes simultaneamente, como la usada en esta
investigacion, permiten un enfoque mas amplio con relacion a la variabilidad humana.

El objeto de este estudio consiste en evaluar el desequilibrio de ligamiento entre los marcadores antes
mencionados, asi como el que posiblemente existe con otras variantes dentro del gen CYP2D6, todo esto con
un enfoque poblacional mediante el analisis de muestras genéticas de diferentes continentes.

METODOS
Disefio de investigacion
Estudio cuantitativo no experimental a partir de datos secundarios (in silico)
Obtencién de muestra y sus caracteristicas

Se obtuvo los genotipos en fase de los 280 SNPs bi alélicos del gen CYP2D6 desde la base de datos 1000Genomes
en su fase 3, la que contiene 2504 individuos pertenecientes a 26 poblaciones agrupadas en cinco macro
poblaciones: Africa (n= 661), Asia del este (n= 504), Asia del sur (n= 489), Europa (n= 503) y Latinoamérica (n=
347). Esta base de datos es actualmente utilizada para analisis genético abarcando poblaciones de diferentes
lugares del mundo de manera simultanea. (43

Metodologia de andlisis de datos

Se analizo el desequilibrio de ligamiento (LD; linkage disequilibrium) entre los tres SNPs CYP2Dé asociados
a cancer de mama (rs3892097, rs1065852 y rs28371725), asi como entre estos y los restantes 277 SNPs del gen.
Para esto, se uso el coeficiente de correlacion de Spearman (r?) (0,05;95 ) y las herramientas de manejo de
datos VCF (variant calling format) implementada en VcfTools."® Se uso6 un limite de r’= 0,7 para identificar loci
en desequilibrio de ligamiento. 7

RESULTADOS

En la figura 1a se puede observar que no existe un alto nivel de ligamiento para el polimorfismo rs28371725
y los otros 277 SNPs del gen CYP2D6 dado que todos los valores de r? fueron inferiores a 0,3. Por el contrario,
en las figuras 1b y 1c se puede observar que para los polimorfismos rs3892097 y rs1065852 si existe un alto nivel
de ligamiento con valores de r? por sobre 0,7 dentro de su distribucion.

En la tabla 1 se observa una fuerte correlacion entre los polimorfismos rs3892097 y rs1065852 en los grupos
de Europa y América donde en la mayoria de los casos el valor de ligamiento fue significativo. Se identificaron,
ademas, once polimorfismos con un alto nivel de ligamiento, sumados a los tres polimorfismos de asociacion
previamente descritos, aumentando a 14 el nimero de marcadores candidatos a estar asociados causalmente
con el cancer de mama. Dos de estos polimorfismos (rs28371704, rs28371703) tienen un efecto de mutacion no
sinonima, lo que sugiere que pueden tener un impacto funcional en el gen CYP2D6.(®
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Figura 1. Desequilibrio de ligamiento entre el polimorfismo rs28371725 rs3892097 y rs1065852 del gen CYP2Dé6 respecto
de los otros 277 SNPs en el gen
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rs1065852 rs28371705 42526694 42525798 896 0,164 0,000 0,439 0,850* 0,602
rs1065852 rs28371704 42526694 42525811 883 0,164 0,001 0,446 0,827+ 0,603
rs1065852 rs28371703 42526694 42525821 873 0,164 0,001 0,446 0,827+ 0,603
*ligamientos con r?>0,7.

DISCUSION

Los altos niveles de ligamiento encontrados para los polimorfismos rs3892097 y rs1065852, sugiere que
el conjunto de polimorfismos en ligamiento estrecho en el gen CYP2D6 son marcadores candidatos a una
asociacion causal con el cancer de mama. El que el polimorfismo rs28371725 no presente un alto nivel de
ligamiento sugiere una asociacion independiente con el cancer de mama, lo que amerita ser estudiado. Por otra
parte, en este estudio solamente se analizo el desequilibrio de ligamiento entre locis de un mismo gen y por
lo tanto dentro de un mismo cromosoma, siendo importante, para una futura investigacion realizar analisis de
desequilibrio de ligamiento entre locis en cromosomas diferentes. Esto puede parecer contradictorio, dado que
como se explico es generalmente la proximidad fisica aquella que determina si dos loci se heredan en bloque.
Sin embargo, esto no toma en cuenta que es posible que una combinacion de variantes genéticas en diferentes
cromosomas puede resultar letal para el cigoto, embrion o feto en desarrollo, lo que se convierte en factor de
seleccion natural y amplia el concepto de desequilibrio de ligamiento. "

La fuerte correlacion encontrada entre el rs3892097 y rs1065852 se explica por la corta distancia entre
ambos (1747 bp), por lo que estan fisicamente relacionados y pueden tener un efecto estadistico conjunto
en el cancer de mama. Esto no siempre es de este modo, que pude suceder que dos loci que se encuentren a
cortas distancias se encuentren en equilibrio de ligamiento, esto debido a ser variantes surgidas en tiempos
remotos, lo que reduce probabilidad de recombinacion.? La gran probabilidad de ligamiento, entonces, da
lugar a tres escenarios posibles que: a) ambos SNPs tienen efecto causal sobre cancer de mama; b) solo uno de
los dos presenta un efecto casual, mientras que la asociacion del otro se debe a ser siempre heredado con el
primero; c) ninguno de los dos presenta un efecto casual, sino que estan fisicamente asociados a otro(s) SNPs
que realmente tiene un efecto causal en el cancer de mama (efecto confundente).®"

CONCLUSIONES

Se concluye que los SNPs rs3892097 y rs1065852 presentan una alta probabilidad de ligamiento, convirtiéndose
en candidatos para una asociacion causal con el cancer de mama. Por otro lado, el polimorfismo rs28371725
muestra una baja probabilidad, pudiendo presentar una asociacion independiente con la enfermedad. La alta
probabilidad de ligamiento entre rs3892097 y rs1065852, dada su proximidad fisica, descarta la asociacion
independiente a la enfermedad, pudiendo darse los tres escenarios mencionados.
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