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RESUMEN  

 

El cáncer gástrico (CG) es la principal causa de muerte oncológica en Chile,             

no tiene síntomas específicos y tiene una tasa de sobrevida a 5 años de hasta un                

20% debido a su diagnóstico en estadíos tardíos. La tasa de mortalidad de CG en               

Chile tiene una distribución heterogénea, pudiendo ser relacionada a factores          

genéticos como la ancestría. Los chilenos tienen principalmente tres componentes          

ancestrales, Africano, Europeo y Amerindio, los cuales pueden tener distinta          

susceptibilidad a algunas enfermedades. Dado que la asociación de SNPs con riesgo            

a CG puede ser diferente en chilenos, evaluamos si las asociaciones reportadas en             

la literatura generalizan a la población chilena y si su asociación con el fenotipo              

depende de la ancestría. 

 

Para determinar si el riesgo predicho de CG se asocia a las diferencias de              

ancestría en la población chilena, se genotipificaron 150 Marcadores Informativos de           

Ancestría y 13 SNPs de riesgo de CG en 1691 individuos del proyecto             

ChileGenomico mediante secuenciación dirigida. A cada individuo se les calculó un           

Puntaje de Riesgo Poligénico (PRS) en base al número de alelos de riesgo y se les                

estimó las proporciones de las ancestrías Europea, Africana, Aymara y Mapuche.           

Los resultados revelaron que el PRS está asociado positivamente con la ancestría            

Mapuche (beta​1 (β​1​) = 0.344 y p < 0.01) y negativamente con la Europea (β​1 = -0.392                 

y p < 0.01).  

 

Para evaluar si las asociaciones genéticas publicadas para CG de los SNPs             

seleccionados son reproducibles en la población chilena, se estudió una muestra           

chilena de 301 casos y 317 controles genotipificada con el arreglo Global Screening             

Array. Se analizaron 11 SNPs mediante modelos logísticos que incluyeron la edad,            

sexo y cualquier posibilidad de estructuración poblacional en la muestra. Se observó            
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que tres de los 11 SNPs seleccionados son predictores en los modelos logísticos de              

ajuste, pero solamente rs2294008 es significativo (OR: 1.36, CI: 1.05-1.78, p: 0.023).            

Además se confirmó una relación positiva entre el PRS y la ancestría Mapuche (β​1 =               

0.6811, p < 0.01). 

 

Para determinar si existen loci de riesgo en regiones genómicas con origen            

Amerindio que no hayan sido previamente asociadas a CG, se realizó un análisis de              

Admixture Mapping en los 301 pacientes chilenos de CG. Se identificaron tres            

regiones cromosómicas sugerentes de asociación: 8p23.1, 13q33 y 20q13.32         

(p=0.00489 para los tres loci), que contienen en conjunto 26 genes. De estos, solo              

cuatro genes han sido relacionados al CG (​GNAS​, ​STX16-NPEPL1​, ​MIR296 y           

MIR298​) y otros cuatro han sido relacionados a otros tipos de cáncer (​LINKC0028​,             

BLK​, ​MTMR9​ y ​TDH​).  

 

Nuestros resultados confirman la asociación de tres loci de riesgo para CG en             

pacientes chilenos y sugieren la existencia de loci en tres regiones cromosómicas de             

origen amerindio que no han sido previamente asociadas al riesgo de padecer CG en              

pacientes chilenos. Por lo tanto, proponemos realizar estudios con mayor número de            

casos de CG chilenos para confirmar y mapear a mayor resolución la asociación de              

estas regiones cromosómicas, de manera de identificar los genes candidatos de           

modificar este fenotipo de riesgo asociado a ancestría. 
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ABSTRACT  

 

Gastric cancer (GC) is the main cause of oncological death in Chile, it does not               

have specific symptoms and has a 5-year survival rate of up to 20% due to its                

diagnosis in late stages. Mortality rate of GC in Chile has a heterogeneous             

distribution, and can be related to genetic factors such as ancestry. Chileans have             

mainly three ancestral components, African, European and Amerindian, which may          

have different susceptibility to some diseases. Given that the association of SNPs            

with GC risk may be different in Chileans, we evaluate whether the associations             

reported in the literature generalize to the Chilean population and whether their            

association with the phenotype depends on ancestry. 

 

To determine whether the predicted GC risk is associated with ancestry           

differences in the Chilean population, 150 Informative Ancestry Markers and 13 GC            

risk SNPs were genotyped in 1691 individuals from the ChileGenomico project using            

directed sequencing. A Polygenic Risk Score (PRS) was calculated for each           

individual based on the number of risk alleles and the proportions of European,             

African, Aymara and Mapuche ancestry were estimated. The results revealed that           

PRS is positively associated with the Mapuche ancestry (beta1 (β1) = 0.344 and p              

<0.01) and negatively with the European (β1 = -0.392 and p <0.01). 

 

To evaluate if the genetic association with CG can reproduce the published            

results in the Chilean population, a Chilean sample of 301 cases and 317 controls              

were genotyped with the Global Screening Array. Eleven SNPs were analyzed using            

logistic models that accounted for age, sex, and any possibility of population            

structuring in the sample. It was observed that three of the 11 selected SNPs are               

predictors in the logistic adjustment models, but only rs2294008 has significance (OR:            

1.36, CI: 1.05-1.78, p: 0.023). Besides it was confirmed a positive relationship            
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between PRS and Mapuche ancestry was confirmed (β1 = 0.6811, p <0.01). 

 

To determine if there are risk loci in genomic regions of Amerindian origin that              

have not previously been associated with GC, an Admixture Mapping analysis was            

performed in the 301 Chilean GC patients whose genomes were typified by DNA             

microarrays. Three chromosomal regions suggestive of association (p = 0.00489)          

were identified: 8p23.1, 13q33 and 20q13.32, which contain 26 genes. Of these, only             

four genes have been related to GC (​GNAS​, ​STX16-NPEPL1​, ​MIR296 and ​MIR298​)            

and another four have been related to other types of cancer (​LINKC0028​, ​BLK​,             

MTMR9​ and ​TDH​). 

 

Our results confirm the association of three risk loci for GC in chilean patients              

and suggest the existence of loci in chromosomal regions of Amerindian origin that             

have not previously been associated with the risk of suffering from GC in chilean              

patients. Therefore, we propose to carry out studies with a greater number of chilean              

GC cases to confirm and map the association of these chromosomal regions at a              

higher resolution, in order to identify the candidate genes that modify this risk             

phenotype association with ancestry. 
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I. INTRODUCCIÓN 

I.1. ​Epidemiología 

 

Durante el año 2018, el Cáncer Gástrico (CG) sumó más de un millón de              

casos nuevos y fue la causa de 783.000 muertes en el mundo, ubicándose en el               

sexto lugar para la tasa de incidencia y cuarto para la tasa de mortalidad​1​. Se               

presenta mayormente en hombres​2 y tiene sintomatología inespecífica, por ejemplo          

dispepsia y pérdida de peso en estadíos tempranos​3,4​, por lo que este cáncer es              

diagnosticado mayormente en estadíos tardíos reflejándose en una tasa de          

sobrevida a cinco años cercana a un 20%​5,6​. Su tratamiento depende de la             

clasificación TNM del informe histopatológico. Si es identificado en los estadíos Ib-III            

el tratamiento principal es la gastrectomía, en cambio, si se encuentra en el estadío              

IV, se realiza un tratamiento paliativo de quimioterapia​3,7,8​.  

 

Se ha descrito una asociación entre incidencia de este cáncer y la etnicidad,             

ya que Europa central y del este, Este de Asia y América del Sur son los continentes                 

que tienen las tasas de incidencia y mortalidad más altas a nivel mundial​9​, del mismo               

modo que tienen las mayores tasas de mortalidad​10​. Globalmente, Japón tiene las            

mayores tasas crudas de incidencia (90.8/100.000 habitantes) y mortalidad         

(38.2/100.000 habitantes), seguido por China y Lituania (Figura Suplementaria 1)​1​.          

En Latinoamérica, los países que tienen altas tasas de mortalidad para el CG se              

encuentran principalmente en la región de Los Andes, donde se ubica Colombia,            

Costa Rica, Perú, Chile y Ecuador​11​. Chile ocupa el octavo lugar a nivel mundial, para               

las tasas de incidencia y mortalidad, tiene la mayor tasa de mortalidad en             

sudamérica, con 19.1 cada 100.000 habitantes, 26.0 cada 100.000 habitantes en           

hombres y 12.4 cada 100.000 habitantes en mujeres​1,12,13​. La tasa de mortalidad es             

heterogénea a lo largo del país, siendo más alta en las regiones del Maule, del               
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Bío-bío, La Araucanía y Los Ríos, con 26,47, 23.4, 25.4 y 24.06 cada 100.000              

habitantes, respectivamente; mientras que las tasas más bajas están en la región de             

Arica y Parinacota y de Antofagasta, con 9.87 y 9.02 cada 100.000 habitantes​13​.  

 

I.2. ​Aspectos histológicos 

 

El principal tipo de cancer gástrico es el adenocarcinoma, mientras que otras            

formas como los tumores linfoproliferativos y neuroendocrinos son menos         

frecuentes​3​. Desde un punto de vista histológico, la clasificación de Lauren divide al             

adenocarcinoma gástrico en Difuso e Intestinal​14​. El primero, ha disminuido su           

incidencia a nivel mundial, pero sigue siendo el más común en lugares con alta              

incidencia de CG. Está precedido por una secuencia de lesiones histológicas que            

llevan al desarrollo de este tipo de adenocarcinoma; tiene un tejido bien diferenciado             

y posee estructuras glandulares que asemejan a la mucosa intestinal. El segundo, es             

más agresivo y tiene un peor pronóstico que el intestinal. Es diagnosticado en             

pacientes más jóvenes (40-60 años), su tejido es pobremente diferenciado,          

compuesto de células tumorales solitarias o muy poco cohesivas y no posee            

formaciones glandulares​15​.  

 

Otra clasificación es diferenciando los tumores entre cuatro tipos moleculares          

de acuerdo a resultados de secuenciación masiva de tumores: i) Positivo para el             

virus Epstein-Barr, ii) Inestabilidad de microsatélites, iii) Genómicamente estable, y          

iv) Inestabilidad cromosómica, los cuales corresponden aproximadamente al 9%,         

22%, 20% y 50% de los casos respectivamente​16​. La mayoría de los tumores             

positivos al virus Epstein-Barr están localizados en el fondo o el cuerpo del             

estómago, se presentan mayormente en hombres, tienen hipermetilación en el          

promotor de ​CDKN2A y también pueden presentarla en los genes ​JAK2 y ​PD-L1/2​.             

La inestabilidad de microsatélite se caracteriza por un sistema deficiente en la            
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reparación del DNA, el cual es causado frecuentemente por un evento epigenético,            

como la hipermetilación en la región promotora del gen ​MLH1​, y además se relaciona              

al CG tipo intestinal. El tipo genómicamente estable se presenta en un alto             

porcentaje en el CG de tipo difuso, y presenta mutaciones de ​RHOA o fusiones              

relacionadas a la familia de ​RHOA que activan proteínas GTPasa. ​Finalmente, la            

inestabilidad cromosómica está relacionada en los adenocarcinomas de la unión          

gastroesofágica, y está caracterizada por aneuploidías, cambios estructurales de         

cromosomas y mutaciones que involucran genes promotores y supresores de          

tumor​10,17​.  

 

I.3. ​Factores de Riesgo 

I.3.1. Ambientales 

 

Se ha reportado que el consumo de carnes rojas o procesadas son factores             

de riesgo de desarrollo de CG, mientras que las carnes blancas lo disminuyen​18​. El              

consumo de alcohol aumenta el riesgo en un 3% por cada 10 gramos de consumo               

diario en hombres, pero no se encontró esta relación en mujeres​19​. El bajo consumo              

de frutas y verduras, tiene un riesgo relativo de 5.5 comparado con aquellos que              

tienen un alto consumo​20​. Algunos factores protectores son una dieta alta en frutas y              

verduras, especialmente cítricos, el ejercicio (aeróbicos y de fuerza), suplementos          

antioxidantes tales como las vitaminas A, C y E, y el selenio​21​. Respecto al último, se                

ha encontrado que personas con una alta exposición a selenio tienen una menor             

incidencia y tasa de mortalidad​22​. Por último, otros factores son un IMC mayor a 25               

kg/m​2 tiene un OR (Odd Ratio) de 1.13 de desarrollar este cáncer​21​; y el tabaquismo               

el cual es factor de riesgo para el GC y se ha estimado que un 22% de los casos de                    

CG en el Reino Unido fueron relacionados a este hábito​23​ (OR = 1.69)​24​.  
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Otros factores de riesgo para el CG son los infecciosos, que son dos: el Virus               

Epstein-Barr e ​Helicobacter pylori​. El primero, se estima que está presente en cerca             

del 10% de los casos​25​, y se ha observado que los tejidos de CG que son positivos a                  

este virus tienen menos niveles de apoptosis que aquellos que son negativos a este              

virus, y además tienen una mayor tasa de sobrevida​26​. Respecto al segundo, aunque             

tiene un riesgo atribuible al CG de un 74%, solo entre 1-3% de los pacientes               

infectados desarrollan CG​27​. El desarrollo del CG por medio de infección por esta             

bacteria está altamente descrito, iniciando la cascada de eventos con metaplasia,           

displasia y adenocarcinoma​3,10​. 

 

I.3.2. Moleculares y genéticos 
 

Según su modo de herencia, el CG se divide en hereditario y esporádico. El              

primero corresponde al 1-3% de los casos y son enfermedades de herencia            

autosómica dominante. Estos incluyen a: CG difuso hereditario, Poliposis         

adenomatosa familiar y Síndrome Peutz-Jeghers, y están asociados a los genes de            

E-cadherina​, ​Poliposis Adenomatosa Coli y ​LKB1​, respectivamente​6​. El CG         

esporádico no se puede relacionar a un solo factor genético porque corresponde a             

una enfermedad de herencia compleja. Pocos estudios han calculado la          

heredabilidad del CG esporádico, sin embargo, en un estudio caso-control se           

encontró un valor de heredabilidad (h​2​) de 0.29 (Error Estándar: 0.157)​28​, lo cual es              

un nivel moderado de heredabilidad comparado con otros tipos de cáncer​29​.  

 

Distintas variantes genéticas de riesgo han sido asociadas al CG. Un ejemplo            

para el CG hereditario son mutaciones en el gen de E-caderina ​CDH1​, el cual es un                

gen supresor de tumor, que se estima que cerca del 40% de los casos de HDCG                

presentan esta alteración germinal​26​. Por otro lado, para el CG esporádico se han             

identificado numerosos SNPs asociados al riesgo de desarrollar este cáncer y           

distintos genes. En el estudio realizado por Mocellin ​et al, recopilaron la información             
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de 2841 polimorfismos que se encontraban en 952 genes, de los cuales 156             

variantes (101 genes) tenían una evidencia satisfactoria según el criterio de Venice            

(Tabla Suplementaria 1). Algunos de los polimorfismos identificados son         

rs2294008C>T, rs4072037C>T, rs2274223A>G​30–32 que están ubicados en los genes         

PSCA​, ​MUC1 y ​PLCE1​, respectivamente. rs2294008C>T está asociado        

significativamente al CG difuso​32–34​; rs4072037C>T se ha descrito que tiene          

principalmente un efecto protector ante el CG​31​; ​y rs2274223A>G está asociado           

significativamente al aumento en el riesgo de desarrollar CG​30​. En Chile, se reportó             

que variantes que pertenecen a la vía de las MAP quinasas están asociadas con el               

CG, como rs3729932 (​RAF1​) y rs2283792 (​MAPK1​)​35​. 

 

I.4. ​Genética poblacional del Cáncer Gástrico  

 

I.4.1 Aspectos Generales 

 

Las poblaciones se pueden agrupar según distintos factores culturales,         

fenotípicos y/o genéticos, por ejemplo: alimentación, estatura y ancestría,         

respectivamente. La ancestría está definida como la proporción del genoma de un            

individuo asociado a una o más poblaciones parentales y, según la clasificación de             

Linneaus, se divide principalmente en las poblaciones Europea, Africana, Asiática y           

Amerindia​36​. La ancestría se estima con Marcadores Informativos de Ancestría          

(AIMs), los cuales son polimorfismos con una gran diferencia de frecuencias entre las             

poblaciones ancestrales​37​. Para poder realizar las estimaciones de ancestría de un           

individuo se han realizado paneles que incluyen solo el ADN mitocondrial, el            

cromosoma Y o variantes autosómicas. El problema del primero y segundo es que             

tienen un sesgo porque representa solo una parte del linaje genético de un individuo,              

en cambio, el tercero provee mayor información genómica de la ancestría           

individiual​34​.  
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I.4.2 América Latina y Chile 

 

La población latinoamericana tiene ancestría mestiza, es decir, posee         

cromosomas mosaicos que derivan de más de una población ancestral​37​. Este           

proceso de mestizaje empezó a desarrollarse desde la época de la colonización            

Europea al continente americano, que trajo consigo familias Europeas y esclavos           

Africanos​38​. Además, la población latina tiene diferentes perfiles genéticos de          

ancestría Europea, Africana y Nativa Americana debido a que tienen una distinta            

historia de mestizaje​39​. Esto fue observado en un estudio de Homburger ​et al (2015)              

al realizar estimaciones de ancestría de individuos de distintos países de américa del             

sur. Reportaron que Perú es el país que tiene un mayor porcentaje de ancestría              

Nativa Americana y Argentina de Ancestría Europea​40​. Estos son ejemplos de la            

estructura subcontinental que existe entre los países de américa latina​41​. En Chile, se             

han realizado estudios para evaluar la estructura genética de la población. Uno de             

estos utilizó 40 AIMs y reportó que hay un promedio de 44.34% de ancestría              

Americana, 51.85% de ancestría Europea y 3.81% de ancestría Africana, además de            

mostrar que existe una subestructuración dentro del país​42​. En otro estudio realizado            

con individuos genotipados con un microarreglo por Eyheramendy ​et al (2015), se            

encontraron los mismos resultados para el promedio del país (ancestría Nativa           

Americana 44.74%, ancestría Europea 52.25%, ancestría Africana 3.01%). También         

estructuraron el país, en este caso en cinco zonas, debido a que observaron que en               

las zonas del centro (C1 y C2) hay un mayor porcentaje de ancestría Europea y en                

las zonas del sur (S1 y S2) un mayor porcentaje de ancestría nativa​43​. 
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I.4.3 Relación de la ancestría con el cáncer 

 

El meta-análisis de Mocellin ​et al (2015) resumió la evidencia de SNPs de             

riesgo para el CG esporádico con el fin de determinar si el riesgo SNPs pudiese estar                

relacionado a la etnicidad y características tumorales. Uno de los resultados más            

importantes que tuvieron fue que los SNPs de riesgo pueden dividirse entre aquellos             

que son de riesgo para Asiáticos, caucásicos y para ambos grupos ​32​, lo que apoya la                

heterogeneidad tanto de la prevalencia como las tasas de incidencia y mortalidad            

observada en el mundo. 

 

Por otro lado, se tienen antecedentes de distintos patrones de riesgo de            

cáncer entre los latinos, como los cáncer de mama, colorrectal y de pulmón que              

tienen una mayor incidencia que el cáncer de próstata​44​. Por ejemplo, en Chile se ha               

descrito que hay riesgo de cáncer de vesícula biliar asociado a la ancestría Mapuche,              

la cual es una subpoblación de la ancestría Amerindia en Chile​45​. Respecto al CG, en               

Perú ha sido asociada a la ancestría Amerindia​46​, y se ha encontrado una mayor              

incidencia y tasa de mortalidad en poblaciones indígenas como la Mapuche​47​. En otro             

estudio realizado en Perú se analizó la asociación de SNPs de riesgo previamente             

reportados para este cáncer en individuos que son casos de CG con un alto              

porcentaje de ancestría nativa americana y no se encontró una asociación​48​. Esto            

sugiere que es necesario realizar más estudios en poblaciones latinoamericanas          

para determinar si estos resultados son transversales o si varían por la            

heterogeneidad del mestizaje. 

 

En Chile, Cannals ​et al​. (2012) estudiaron la relación entre ancestría Mapuche            

y tasa de mortalidad en diferentes regiones de Chile. Observaron una correlación            

entre el aumento del porcentaje de ancestría Mapuche y el aumento de la tasa de               

mortalidad del CG (R​2 de 0,558)​49​. De hecho, en la región de La Araucanía se               

observa un alto porcentaje de ancestría Mapuche (31,12%), al mismo tiempo que            

25 

https://www.zotero.org/google-docs/?Gn5oxM
https://www.zotero.org/google-docs/?QQCNL9
https://www.zotero.org/google-docs/?jjaALh
https://www.zotero.org/google-docs/?3Gjm88
https://www.zotero.org/google-docs/?OFBcbT
https://www.zotero.org/google-docs/?e6S6lE


 

existe una alta tasa de mortalidad para el CG (25,66 cada 100.000 habitantes). En              

conjunto, esto sugiere que podría existir una relación entre la ancestría Mapuche y la              

tasa de mortalidad del CG. 

 

I.5. ​Riesgo Genético  

 

Se ha descrito que el riesgo de algunos SNPs podrían asociarse de manera             

dependiente con la población de estudio. Algunos ejemplos son: i) el haplotipo de             

IL1B -1464G/-511C/-31T que ha sido reportado como riesgo para el CG en asiáticos,             

mientras que el haplotipo IL1B -1464C/-511T/-31C es de riesgo para los           

caucásicos​33​; ii) ​IL1B rs419598-T aumenta el riesgo para CG tipo intestinal en            

caucásicos, mientras que en la asiática no tiene este efecto​25​; y iii) ​IL-10 tiene un               

efecto que se conoce como “flip de alelos”, es decir, el riesgo que genera un alelo en                 

una población, en otra población lo produce su otro alelo​6,33​. De hecho, se realizó un               

metanálisis donde agruparon SNPs según su riesgo para la población asiática o            

caucásica, dejando un precedente que demuestra de manera empírica que existen           

distintas variantes genéticas de riesgo para distintas poblaciones​32​. Otro ejemplo es           

el caso del gen ​MUC1​, ya que se ha descrito que su alelo C (rs4072037) es protector                 

en la población asiática, pero en la población caucaśica no se observó este efecto​49​.              

Esto sugiere que las variantes genéticas pueden agruparse según su riesgo           

poblacional, lo que podría asociarse a la heterogeneidad en la distribución de la tasa              

de mortalidad CG tanto en América Latina como en el mundo. 

 

Estimar la probabilidad de susceptibilidad de un individuo a una enfermedad           

(predicción de riesgo) es una ayuda para tomar decisiones clínicas, especialmente           

en el contexto de detección y prevención de condiciones que se desarrollan en la              

adultez. El cáncer esporádico es una enfermedad de herencia compleja la que se             

caracteriza por no seguir patrones clásicos de la herencia mendeliana, es decir, que             
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los fenotipos no dependen exclusivamente de la variación de un alelo, sino más bien              

por el efecto aditivo de múltiples variantes en el fenotipo más la interacción con              

factores ambientales. Hoy, la predicción se realiza principalmente con las variables           

de edad, sexo y factores de estilo de vida como el consumo de alcohol y la actividad                 

física, y el perfil genético podría ser un componente útil para complementar los             

modelos con variables genéticas para mejorar el manejo de problemas de la salud.             

De hecho, para algunas enfermedades ya se han realizado perfiles poligénicos para            

calcular un puntaje de riesgo poligénico que provee información de uso clínico y             

personal​50​. Por ejemplo, un estudio con un puntaje de riesgo con 45 SNPs encontró              

que este valor se encuentra aumentado (en una desviación estándar) en pacientes            

con enfermedad coronaria arterial de inicio temprano (<40 años), respecto a           

individuos normales y con inicio tardío (hombres 55 años, y mujeres 65 años) de       ≥      ≥     

esta enfermedad​51​. Otro estudio, de cáncer de mama en europeos, se evaluó el             

efecto combinado de 10 SNPs, previamente asociados, observando que sólo 7 de 10             

estaban fuertemente asociados, y que su efecto combinado aumenta fuertemente el           

riesgo de desarrollar este cáncer​52​. Dado estos antecedentes, se están utilizando           

modelos poligénicos para predecir el riesgo de desarrollar una enfermedad mediante           

estimaciones del puntaje de riesgo poligénico (PRS). El PRS consiste en un valor             

para cuyo cálculo debe incluir el efecto en conjunto de distintas variantes que tienen              

una asociación significativa con la enfermedad de interés. El PRS es principalmente            

calculado como la suma del peso del número de alelos de riesgo que lleva un               

individuo, donde los alelos de riesgo y sus pesos están definidos por el loci y su                

efecto está medido con el efecto detectado en GWAS​50​. 

 

Respecto al CG, se observó que un PRS calculado con tres SNPs estimó un              

riesgo elevado de 1.8 veces en los pacientes comparado con los controles​53​. Dado             

que en el estudio de Mocellin ​et al (2015) se agruparon variantes genéticas según su               

riesgo con la población caucásica o asiática, una forma más exacta de predecir el              
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riesgo es calcular un puntaje de riesgo poligénico construido con variantes genéticas            

identificadas o que ya estén asociadas con la población de evaluada​54​. 

 

I.6. ​Búsqueda de marcadores genéticos de riesgo  

 

La ancestría global es el promedio de un componente ancestral en el genoma             

de un individuo, y esta estimación es un buen indicador del mestizaje debido a que el                

genoma de individuos mestizos está compuesto por bloques de ADN de orígenes            

ancestrales diferentes. Sin embargo, la ancestría en un locus particular no está            

necesariamente determinada por la ancestría global, porque la distribución de esta           

última no es homogénea a lo largo de todo el genoma. Es decir, los alelos de un                 

locus puede ser cualquiera de las ancestrías globales de un individuo. La inferencia             

de la ancestría de un locus permite realizar correlaciones entre su variación de             

ancestría con la variación de un fenotipo. 

 

El mapeo de múltiples genes es una herramienta útil para asociar marcadores            

genéticos con un fenotipo, como el CG, en enfermedades que son de herencia             

compleja. Una herramienta para realizar esto son los estudios de asociación del            

genoma completo (Genome-wide association Study / GWAS) que permiten estudiar          

la asociación del genotipo de miles de SNPs con un fenotipo​55​. Muchos GWAS para              

el CG se han llevado a cabo en la población Europea​56 y Asiática​57​, sin embargo, en                

nuestro país no se han realizado. Es por esta razón, que en esta tesis se utilizará                

una aproximación de ‘Admixture mapping’ (AM) como herramienta de mapeo que           

permite identificar genes en poblaciones mestizas evaluando si existe una asociación           

del fenotipo con la ancestría del locus en vez del genotipo. Esta estrategia se utiliza               

en poblaciones mestizas y cuando hay una diferencia en la prevalencia del fenotipo             

en estudio entre las poblaciones ancestrales​58​. Es por esta razón que la población             

chilena es una población ideal para realizar este análisis dado a que es una              
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población mestiza (principalmente Europea y Amerindia), y por otro lado existe una            

diferencia entre las tasa de incidencia y mortalidad entre nuestra población y nuestra             

población de referencia española. España tiene una tasa de incidencia de           

7,79/100.000 habitantes y de tasa de mortalidad de 4,92/100.000 habitantes, las que            

son bajas comparada a las que tiene Chile, con 15,59/100.000 habitantes y            

13.76/100.000 habitantes respectivamente​1​.  

 

La metodología de AM ya ha permitido la identificación de regiones           

cromosómicas asociadas significativamente a un fenotipo en poblaciones mestizas         

como la latina y la afroamericana. Un ejemplo es un estudio realizado con individuos              

de Puerto Rico y México, que incluye 529 casos de asma y 347 controles donde se                

encontró variaciones genéticas en los loci 6q15 y 8q12 que estarían asociados a las              

población Nativa Americana y a la susceptibilidad al asma​59​. Otro AM para identificar             

loci asociados a diabetes tipo 2 realizado en mujeres afroamericanas, identificó las            

regiones genómicas 3q26 y 12q23, que presentaron un enriquecimiento de ancestría           

Africana, fueron asociadas con un mayor riesgo de Diabetes tipo 2​60​. 

 

Dado a que los marcadores pueden encontrarse en regiones con distinto           

origen ancestral, para realizar asociaciones de variantes genéticas con el riesgo es            

necesario considerar la ancestría del locus. Por lo tanto, dado a que se tiene el               

antecedente que de existe una tendencia entre el porcentaje de ancestría Mapuche            

tanto con los egresos hospitalarios como con la tasa de mortalidad, realizar un             

estudio de AM permitirá identificar si existen variantes genéticas, ya descritas o no,             

en regiones genómicas asociadas a regiones cromosómicas de ancestría Amerindia.  
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II. HIPÓTESIS  

Los cromosomas de origen amerindio en los chilenos aportan mayor riesgo de            

desarrollar cáncer gástrico que aquellos de origen europeo. 

 

III.OBJETIVO GENERAL 

 

Evaluar si existe asociación entre alelos de riesgo y la ocurrencia de cáncer gástrico              

para loci previamente reportados, y si esto está asociado con el origen ancestral de              

las regiones cromosómicas portadoras. 

 

III.1 ​Objetivo específico 1 

 

Evaluar la asociación del riesgo poligénico de loci descritos en literatura para cáncer             

gástrico con la ancestría en la población chilena.  

III.2 ​Objetivo específico 2 

 

Validar el valor predictivo de cada locus de riesgo en la población chilena y              

determinar si depende de la ancestría.  

III.3 ​Objetivo específico 3 

 

Identificar regiones genómicas que se asocian a cáncer gástrico en pacientes           

chilenos mediante un enfoque de Admixture Mapping.  
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IV. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

IV.1. Selección de SNPs asociados a cáncer gástrico en distintas poblaciones  

El proceso de selección de SNPs de riesgo (Tabla Suplementaria 4) para el             

CG se realizó en los siguientes pasos: 

A. Recepción de una lista de SNPs inicial entregada por el Dr. P. González, que              

cumplió con los criterios de estar validados y reportados como factores de            

riesgo asociados a este cáncer. 

B. Revisión de SNPs de CG en GWAS catalog (https://www.ebi.ac.uk/gwas/)​61         

para complementar la lista inicial. Se encontraron 45 asociaciones, pero se           

repitieron algunos SNPs. 

C. Aquellos SNPs cuya asociación fue encontrada en más de una publicación           

que tenían se seleccionó el estudio según:  

a. Población de estudio: se prefirieron los estudios realizados en         

poblaciones latinas. Si la publicación se llevó a cabo en otros grupos de             

estudio se eligió en primer lugar el realizado en poblaciones europeas,           

si no en población asiática. 

b. Robustez del estudio: Se prefirió los Estudios de Asociación de          

Genoma Completo (GWAS) con dos fases, de descubrimiento y         

replicación, sino se utilizaron GWAS de una sola fase. 

D. Se ordenó la lista de SNPs por OR y luego por valor de p para incluir aquellos                 

que presenten OR 1.2 u OR 0.8 y valor de p 3E​-8​. Se seleccionaron 22   ≥     ≤       ≤      

SNPs. 

E. Se revisaron los alelos de los SNPs, para determinar si se habían publicado             

correctamente o se analizaron sus reversos complementarios.  
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F. Se eliminaron aquellos SNPs que no fue posible diseñar su partidor           

(materiales y métodos: IV.2.1).  

G. Se eliminaron aquellos SNPs que se encuentran en desequilibrio de          

ligamiento (r​2​ > 0.8).  

H. Finalmente, se utilizaron 13 SNPs.  

La lista final de las variantes seleccionadas se encuentran en la Tabla 1. 

 

IV.2. Genotipificación de las muestras 

IV.2.1 ​Objetivo 1 

 

Se utilizaron 1691 individuos del proyecto de ChileGenomico (FONDEF         

D10E1007) que fueron reclutados en las comunas de Arica, Iquique, La Serena,            

Coquimbo, Santiago, Chillán, Temuco y Puerto Montt. Este grupo contiene individuos           

nacidos en todas las regiones del país (desde la región de Arica y Parinacota hasta               

la de Magallanes y Antártica Chilena), son mayores de 18 años, tienen una dirección              

permanente en el país, y sus padres nacieron en Chile. El resumen de la descripción               

de la muestra se presenta en Tablas Suplementarias 2 y 3. Los protocolos y el               

consentimiento informado fueron aprobados por el Comité de Ética e Investigación           

en Humanos de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile.  

 

El DNA se extrajo desde muestras de sangre y saliva utilizando la metodología             

descrita en la publicación de Verdugo ​et al​62​. La genotipificación fue mediante la             

técnica de “Genotyping in thousand sequencing” (GT-Seq)​37​, en una plataforma          

Illumina (NextSeq 550), donde se obtuvieron los genotipos de 150 AIMs y 13 SNPs              

de riesgo para el CG. Esta técnica utiliza dos procesos de PCR, el primero para crear                

los amplicones de interés y el segundo para agregar dos índices para realizar la              

identificación de las muestras, un índice para identificar el número de placa y otro el               
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pocillo. Luego, se normaliza la cantidad de ADN y se revisan los tamaños de los               

amplicones en un TapeStation. Finalmente, se secuencia en una plataforma Illumina           

NextSeq 550.  

 

IV.2.2 ​Objetivo 2 

 

La muestra caso-control está compuesta por 301 casos de CG (156 tipo            

Intestinal y 143 tipo Difuso) y 317 controles de la población chilena. Los individuos              

identificados como casos, fueron obtenidos en los siguientes centros: Hospital Clínico           

de la Universidad de Chile, Hospital del Salvador, Hospital Barros Luco Trudeau,            

Hospital San Juan de Dios y Biobanco de Tejidos y Fluidos de la Universidad de               

Chile; y diagnosticados histopatológicamente con adenocarcinoma gástrico de        

acuerdo al informe de anatomía patológica. Aquellos que pertenecen al grupo           

control, fueron sometidos a una endoscopía digestiva alta por orden de su médico             

tratante en el Hospital Clínico de la Universidad de Chile, siendo excluidos aquellos             

con lesiones premalignas o sospecha de CG. El resumen de Edad y Sexo se              

encuentra en la Tabla Suplementaria 5. Las muestras fueron genotipificadas con un            

arreglo de Illumina llamado Global Screening Array (GSA) v1 en Erasmus MC,            

Países Bajos (FONDECYT 1151015, IP Patricio González). El estudio cuenta con la            

aprobación del Comité de Ética de Investigación en Seres Humanos de la Facultad             

de Medicina de la Universidad de Chile. 
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IV.3. Control de Calidad 

IV.3.1 ​Objetivo 1 

 

Para obtener los genotipos de las muestra de ChileGenomico se aplicó un            

protocolo bioinformático realizado por Campbell ​et al​63 que fue adaptado y           

automatizado para el proyecto de ChileGenomico que realiza: i) control de calidad a             

las lecturas secuenciadas, las que son identificadas de lecturas de los locus            

respectivos, se descartan aquellos que están sobrerrepresentados; ii) eliminar locus          

cuyos partidores generan dímeros y heterodímeros de partidor; iii) asignación de           

lecturas por individuos utilizando la combinación de índices (placa y pocillo); iv)            

llamado de genotipos por pareo con sondas ​in-silico​, lo que fue realizado con             

secuencia de 15 nucleótidos que incluye el SNP (una para cada alelo) y sus              

nucleótidos aledaños, junto con la información del partidor forward; v) los genotipos            

se transforman a formato Plink; y, finalmente, vi) .Con el programa Plink1.9​64 filtro por              

tasa de genotipificación (mantienen 80%) y tasa de datos perdidos de SNPs e    ≥          

individuos (mantienen <20%). 

 

IV.3.2 ​Objetivo 2  

Se utilizó el programa Plink1.9 para realizar los filtros de: Tasa de pérdida por              

SNP e individuo (< 5%), equilibrio de Hardy-Weinberg (<1E​-6​). Se eliminaron aquellos            

individuos cuyo el sexo fenotípico y genotípico no concordaban. Además, se           

eliminaron los SNPs ambiguos (aquellos que tienen alelos complementarios, es decir           

A y T o C y G) con el programa SNPFlip. Se extrajeron las variantes autosomales y                 

se eliminaron individuos emparentados con el programa Relatedness Estimation in          

Admixture Populations (REAP)​65​. El proceso del control de calidad de las muestras            

se presenta en la Figura Suplementaria 2. 
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IV.4. Estimación de ancestrías globales 

 

IV.4.1​ Objetivo 1 

Las estimaciones de ancestría de los individuos mestizos de ChileGenomico          

se realizó con el programa ADMIXTURE​66​, que entregó las proporciones del genoma            

de ascendencia Europea, Africana, Mapuche y Aymara. Para realizar estas          

estimaciones se necesitó un grupo de individuos de ancestría conocida (grupo de            

referencia), el cual estuvo compuesto por un subset de los datos genómicos de             

individuos que pertenecen al proyecto 1000 Genomas Fase 3​67​, el que incluyó 30             

Europeos y 30 Africanos. ​Además, este grupo incluyó 110 Aymaras y 54 Mapuches,             

que fueron genotipificados con el arreglo Axiom LAT1​.  

 

IV.4.2 ​Objetivo 2 

Para realizar las estimaciones de los componentes ancestrales de cada          

individuo se utilizó el programa ADMIXTURE​66​, para el cual se necesita un grupo de              

individuos de ancestría conocida. Este grupo está compuesto con individuos que           

representan las poblaciones Europea, Africana y Asiática del Este, 40 individuos de            

cada uno, obtenidos del proyecto de 1000 Genomas Fase 3. Para la ancestría             

Amerindia se utilizaron 40 individuos que corresponden a la población Aymara de            

Perú y 54 individuos de la población Mapuche (Huilliche y Pehuenche)​62​. El grupo de              

ancestría desconocida son 618 individuos chilenos mestizos que pertenecen a la           

muestra caso-control. El programa realiza varias estimaciones de ancestrías globales          

por individuos con un distinto número de poblaciones ancestrales (K), y con el             
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análisis de validación cruzada se identifica el mejor K, eligiendo aquél que tiene el              

menor error de predicción​66​. 

 

IV.5. Puntaje de Riesgo Poligénico 

El puntaje de riesgo poligénico (PRS) considera un modelo aditivo para los            

alelos de riesgo. Para su cálculo se usan los valores de OR obtenidos de la literatura                

(Tabla 1), con la ecuación 1​53​: 

        ecuación (1) 

donde Π es la multiplicatoria de los OR​i​; OR​i es el efecto asociado al i-ésimo SNP de                 

riesgo obtenido desde la literatura; n el número de SNPs seleccionados; y x el              

número de alelos de riesgo (0, 1, 2) de cada variante por individuo.  

La obtención del PRS de las poblaciones de referencia se realizó con datos de              

individuos de poblaciones Europeos, Africanos y Asiáticos obtenidos desde el          

proyecto 1000 Genomas Fase 3​67​, 30 individuos de cada una, y 110 Aymaras y 54               

Mapuches, que fueron genotipificados en arreglos Axiom LAT1​.  

 

IV.6. Estimación y análisis de ancestría local 

 

Para evaluar las frecuencias de las ancestrías para los alelos de riesgo a nivel              

país se utilizaron 506 individuos que pertenecen al proyecto de ChileGenomico que            

fueron genotipificados por la plataforma Axiom LAT-1​62​, y para el estudio caso-control            

los individuos del proyecto FONDECYT genotipificados con el arreglo GSA. En           
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ambos casos, se infirieron los haplotipos (fasearon) con el programa SHAPEIT2,           

utilizando como grupo de referencia todos los individuos que pertenecen al proyecto            

1000 Genomas Fase 3 y los mismos grupos de individuos de ancestría Mapuche y              

Aymara utilizados para la estimación de la ancestría global. Las inferencias de            

ancestrías Europea, Africana y Amerindia para cada locus se realizaron con el            

programa RFMix​68​. El control de calidad fue una correlación entre la ancestría global             

estimada con el software ADMIXTURE con la estimación de ancestría global           

calculada con el total de loci de cada población ancestral inferidos por ancestría local              

(Figuras Suplementarias 3 y 4). Se utilizó un programa “collapse_ancestry.py”​69 para           

realizar el colapso de los SNPs adyacentes que tienen la misma ancestría, creando             

ventanas de ancestría dentro de un cromosoma, Luego, se obtuvo la ancestría local             

de los SNPs de riesgo con el programa BEDTools         

(https://bedtools.readthedocs.io/en/latest/), tanto para las muestras de      

ChileGenomico como para las muestras caso-control.  

 

Los arreglos AXIOM LAT-1 y GSA no incluyen todos los SNPs seleccionados            

para su genotipificación, así que para el siguiente análisis se utilizó un subgrupo. Los              

SNPs encontrados fueron: 

a) Arreglo AXIOM LAT-1: rs4072037, rs2976392, rs2274223, rs1695,       

rs3765524 y rs3781264. 

b) Arreglo GSA: rs1695, rs2274223, rs4072037, rs6916921 y rs9820958. 

 

Con estos datos, se comparó la frecuencia del alelo de riesgo del SNP             

ubicado en regiones cromosómicas de ancestría Europea o Africana o Amerindia en            

la muestra de ChileGenomico con su frecuencia en la población ancestral Ibérica,            

Yoruba (ambos obtenidos del proyecto 1000 Genomas) o Amerindia (obtenidos de           

proyectos del laboratorio) respectivamente. La prueba estadística utilizada fue un test           

de Chi-cuadrado.  
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La manera de estimar las frecuencias de la ancestría para un locus de riesgo              

está en la ecuación 2. 

 

    Ecuación (2) Cromosomas de Riesgo Población% i =  Total de Cromosomas  Poblacióni
Número de Cromosomas de Riesgo Poblacióni

 
  

 

donde ​i​ es el componente ancestral Europeo, Amerindio o Africano.  

 

IV.7. Análisis de Asociación 

Se calculó el poder de los análisis para un estudio que contiene 300 casos y               

300 controles fue calculado con la herramienta GWAS Power Calculator​70​,          

suponiendo un modelo aditivo, prevalencia de CG de 0.0003 y un valor de p = 0.0045                

(corresponde a 0.05/11 (número de hipótesis independientes) = 0.0045) . El poder de             

un estudio mayor a 80%, se obtiene para el OR de 1.8 desde una frecuencia del alelo                 

de riesgo de 0.2, y el OR de 2, desde la frecuencia del alelo de riesgo de 0.1 (Tabla                   

4). 

Primero, se revisó si las variantes genéticas seleccionadas (IV.1), asociadas a           

CG en distintas poblaciones, fueron genotipificadas en el arreglo GSA. Utilizando las            

herramientas web LD-proxy​71 y Haploreg v4.1​72 se buscaron variantes para          

reemplazar aquellas que no estaban presente en el arreglo GSA, con el criterio de              

desequilibrio de ligamiento de r​2 > 0.8. Una vez reemplazadas las variantes, se             

realizó el control de calidad a los genotipos obtenidos, cuyos pasos se muestran en              

la Figura Suplementaria 8. Finalmente, con el grupo final de SNPs, se realizó el              

análisis de asociación con el programa Plink1.9, módulo --assoc, el cual compara las             

frecuencias alélicas del alelo 1 (menor) entre casos y controles con un test de              

Chi-cuadrado, y se ajustan los datos con un post-test de Bonferroni. Finalmente,            

también entrega un valor de Odd Ratio respecto al alelo 1, que representa la chance               

de tener ese alelo y ser caso. 
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IV.8. Análisis de Componentes Principales 

Se realizó un Análisis de Componentes Principales (PCA) con el programa           

SMARTPCA​73 para para determinar si existen grupos de individuos diferenciados          

genéticamente y si dichos grupos, de existir, pudieran estar diferencialmente          

representados entre casos y controles. De ser así, la estructuración genética podría            

causar falsas asociaciones entre el fenotipo caso/control y marcadores los genéticos           

evaluados. El análisis de PCA permite representar los individuos según un número            

reducido de variables ortogonales, las cuales a su vez son combinaciones lineales de             

las variables presentes en el set de datos, en este caso, los genotipos del              

microarreglo. Luego del control de calidad y filtrado de SNPs por LD (se dejaron              

aquellas que tienen un r​2 igual a 0.1) quedaron 58.000 variantes genéticas para este              

análisis. Entonces, luego de analizar las 58.000 variables independientes (SNPs)          

consideramos las 20 dimensiones principales, las cuales en conjunto explicaron un           

8.6% de la varianza genética total, y se graficaron los primeros 10 componentes en el               

programa R con el paquete ggplot2.  

 

IV.9. Evaluación de Riesgo Genético 

IV.9.1​ Selección de modelos genéticos de riesgo  

 

Para seleccionar las variables genéticas que integran un modelo logístico que           

tiene un mejor ajuste a la varianza de los datos de la muestra caso-control, se               

realizaron búsquedas exhaustivas con el paquete glmulti de R, el cual realizó un             

ranking de modelos según el de Criterio de Información Akaike (AIC) y la Devianza.              

Se agruparon las variables con distintos criterios, estos fueron ancestrías globales o            

SNPs de riesgo o ambos. Los grupos evaluados fueron: 

39 

https://www.zotero.org/google-docs/?baoAxe


 

 

Basal: Y ∼ Edad + Sexo 

Ancestría: Y ∼ Edad + Sexo + MAP 

SNPs: Y ∼ Edad + Sexo + SNPs 

SNPs + Ancestría: Y ∼ Edad + Sexo + MAP + SNPs 

SNPs x Ancestría: Y ∼ Edad + Sexo + MAP x (selección de SNPs en el modelo                 

“SNPs”) 

 

donde MAP es el porcentaje de ancestría Mapuche, “x” es el componente de             

interacción y SNPs los 11 SNPs de riesgo evaluados. Luego de realizar cinco             

búsquedas exhaustivas y tener los mejores modelos de riesgo para cada caso, se             

evaluó la significancia de cada variable en cada modelo mediante la función drop1 en              

R, usando la prueba de razón de verosimilitud (LRT).  

 

IV.9.2 ​Puntaje de Riesgo Poligénico 

Se evaluaron otros modelos de predicción de riesgo que incluyeron las           

variables de edad, sexo, PRS y/o el porcentaje de ancestría Mapuche del individuo             

(MAP). El PRS fue calculado con los 11 SNPs evaluados en el análisis de              

asociación. Los modelos evaluados fueron: 

Basal: Y ∼ Edad + Sexo 

Ancestría: Y ∼ Edad + Sexo + MAP 

PRS: Y ∼ Edad + Sexo + PRS 

PRS + MAP: Y ∼ Edad + Sexo + PRS + MAP 
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PRS x MAP: Y ∼ Edad + Sexo + PRS x MAP 

 

La significancia de las variables de cada modelo se evaluó mediante la función             

drop1 en R, usando LRT. Finalmente, se compararon los modelos con el modelo             

basal, que no incluye variables genéticas, con LRT para determinar si los modelos             

que tienen variables genéticas tienen una mejor predicción de ser caso de CG. 

 

IV.10. Admixture Mapping 

IV.10.1 Cálculo de poder de la muestra 

El número de individuos necesarios para el análisis de Admixture mapping,           

con un estudio de solo casos, se calculó con las ecuaciones 3 y 4: 

 

ecuación (3) 

 

y  

                            ecuación (4) 

donde es el logaritmo natural del Odd Ratio del SNP y la proporción de ancestría λ            θ     

global, en este caso Amerindia​74​. 

 

En el análisis de sólo casos (Figura Suplementaria 14) en una población con             

40% de ancestría Amerindia, poder del 80% y para un valor de significancia de 10​-3               

(valor de p utilizado en un estudio de de AM en latinos con tres poblaciones               
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ancestrales)​75 es posible identificar asociaciones con un OR mínimo de 2 usando 300             

casos. En cambio, el análisis caso-control con una muestra de 300 casos y 300              

controles necesita un OR mínimo de 3.7 (Figura Suplementaria 15). Por lo tanto, se              

decidió realizar un análisis de sólo casos. 

 

IV.10.2 Análisis de Admixture mapping en regiones asociadas a Cáncer Gástrico por            

su ancestría  

 

El método de Admixture mapping se realiza en poblaciones con cromosomas           

mestizos para correlacionar loci de una ancestría particular con un fenotipo. En este             

caso, se quiere evaluar si el CG está correlacionado con regiones cromosómicas de             

ancestría Amerindia.  

Esto se realizó mediante un análisis de sólo casos​74​, que incluyó 301            

individuos. Para comparar la frecuencia de ancestría local para un locus determinado            

respecto de la ancestría global se  cálculo el z-score​76​ (ecuación 5):  

                          ecuación (5) 

 

donde es la proporción estimada de la ancestría local Amerindia en el  (t)Π d             

locus ​t​; representa la proporción esperada de ancestría global Amerindia de   (0.5)Π d           

la muestra de casos, y  el error estándar de la ancestría Amerindia del locus ​t.σΠ (t) d  

Esto se traduce en la diferencia genética entre el porcentaje de ancestría            

global de la muestra menos la ancestría local en un locus, dividido por el error               
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estándar del locus. Un z-score positivo indica que a una alta ancestría Amerindia en              

ese locus particular está asociado con un mayor riesgo de CG; a su vez, un z-score                

negativo, indica que menor ancestría Amerindia está asociada al riesgo de CG. El             

valor de p se obtuvo con el Z-score, y para el análisis de solo-casos se utilizó un                 

valor de p de 0.001​75​.≤  

 

IV.11. Identificación de enriquecimiento de funciones génicas en regiones genómicas  

Para tener una mayor probabilidad de éxito en la anotación, se utilizó            

Haploreg v4.1 para identificar variantes genéticas presentes en las regiones          

genómicas identificadas. La herramienta web SNPnexus​77 se utilizó para anotar las           

variantes genéticas presente en las regiones cromosómicas asociadas a la ancestría           

Amerindia identificadas por AM. Esta herramienta utiliza distintas bases de datos,           

como Cosmic, ClinVar, GAD y 1000 Genomas.  

Por otro lado, se utilizó un programa online que se llama Genomic Regions              

Enrichment of Annotations Tool (GREAT)​78 para asignar un significado biológico a las            

regiones no codificantes analizando la codificación de genes cercanos. Al mismo           

tiempo, se utilizó otra herramienta web Protein ANalysis THrough Evolutionary          

Relationships (PANTHER)​79 que clasifica proteínas y sus genes. Este análisis lo           

realiza de acuerdo a las siguientes clasificaciones: 1) Familia y subfamilias de            

proteínas; 2) Función molecular; 3) Procesos biológicos; y 4) Vías de señalización. 
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IV.12. Estadística 

Para comparar los valores de PRS o estimaciones de ancestrías globales           

dentro del país en el Objetivo 1, se dividió el país en macrozonas. Las macrozonas               

incluyen un subgrupo de regiones políticas del país, y se dividen en 5: 1) Norte               

Grande: Arica y Parinacota (XV), Tarapacá (I) y Atacama (II); 2) Norte Chico:             

Copiapó (III) y Coquimbo (IV); 3) Centro: Valparaíso (V), Metropolitana (XIII o RM),             

Libertador General Bernardo O’Higgins (VI), Maule (VII), Biobío (VIII); 4) Sur:           

Araucanía (IX), Los Ríos (XIV) y Los Lagos (X); y finalmente, 5) Austral: Aysén del               

General Carlos Ibáñez del Campo (XI) y Magallanes y la Antártida Chilena (XII). La              

Macrozona Austral no fue utilizada para los análisis estadísticos debido al bajo            

número de muestras (10 individuos). Aquellos individuos que pertenecen a los           

grupos de Nacidos en el extranjero y No sabe/No responde (NS/NR) tampoco fueron             

incluídos. Para comparar las macrozonas se utilizó un ANOVA y un post-test de             

Duncan. 

Las regresiones entre el PRS y la ancestría se realizaron con el programa R.              

Para determinar la significancia del modelo se calculó el valor de ​R​2 y el valor de p (<                  

0.05) del coeficiente  con el Estadístico F.�1   
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V. RESULTADOS 

V.1. ​Objetivo Específico 1  

Evaluar la asociación del riesgo poligénico de loci descritos en literatura para cáncer             

gástrico con la ancestría en población chilena.  

 

V.1.A ​Selección SNPs asociados a cáncer gástrico en distintas poblaciones. 

 

Seleccionamos 20 SNPs que están asociados al riesgo de desarrollar CG en            

otras poblaciones, que tienen valores de OR menor o igual a 0.8 o mayor o igual a                 

1.2, y valor de p 3E​-8​. Se diseñaron partidores para 18 SNPs y fueron     ≤           

genotipificados por GT-Seq. Luego de filtrar los SNPs por desequilibrio de ligamiento            

quedaron 13 SNPs para el análisis (Tabla 1 y Tabla Suplementaria 4). 

 

 

 

 

Tabla 1. Variantes genéticas de riesgo para el Cáncer Gástrico genotipificados con la             

técnica de GT-Seq. Resumen de los datos más importantes para su selección y la              

fuente de los ORs y valores de p. OR: Odds Ratio (razón de momio), p: valor de p,                  

PMID: identificador en la base de datos de PubMed.  
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V.1.B ​Estimaciones del porcentaje de las ancestrías Aymara, Mapuche y Europea           

para individuos de diferentes regiones de Chile.  

 

Para validar la técnica de GT-Seq, se realizaron correlaciones de las           

estimaciones de ancestría global de 1465 individuos calculadas con 131 marcadores           

informativos de ancestría (AIMs) genotipificados con GT-Seq con las estimaciones de           

ancestría calculadas con 137 AIMs genotipificados con la técnica KASPar. Esta           

última, fue considerada como estándar de comparación cuyos resultados fueron          

reportados anteriormente​62​.  

 

Las correlaciones entre las estimaciones de ancestrías​62 fueron de 0.73, 0.89,           

0.60, 0.73 y 0.91, para las ancestrías Africana, Europea, Aymara, Mapuche y            

Amerindia, respectivamente (Figura Suplementaria 2). Aunque se espera que el          

coeficiente de correlación entre ambas plataformas fuese 1, debido a que se            

utilizaron casi los mismos SNPs para realizar la estimación de ancestría, esto            

probablemente no se observó debido a: i) la estocacidad del algoritmo del programa             

ADMIXTURE que realiza los cálculos para obtener las estimaciones de ancestría           

global, y ii) se utilizó un el panel de individuos de ancestría conocida (referencia)              

distinto para estimar la ancestría de los individuos mestizos (muestra          

ChileGenomico)​80​. Respecto al segundo punto, el algoritmo de ADMIXTURE utiliza          

las frecuencias alélicas de las variantes presentes en los individuos de una población             

parental para inferirla en un individuo mestizo, por lo que si no se utilizaron los               

mismos individuos de referencia para realizar las estimaciones de ancestría global,           

un mismo individuo mestizo puede tener distintas estimaciones de ancestrías. Sin           

embargo, los valores de coeficiente de determinación (R​2​) indican que las ancestrías            

estimadas por ambas plataformas tienen una buena correlación. La tasa de           

concordancia para los genotipos obtenidos con ambas técnicas para los individuos           

en común es de 0.98, lo que valida la técnica de GT-Seq para realizar las               

estimaciones de ancestrías globales. 
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Las frecuencias de los porcentajes de ancestría globales estimados para la           

muestra de ChileGenomico se encuentran en la Figura Suplementaria 5. Los           

promedio fueron de las siguientes proporciones: 0.57 Europea, 0.38 Amerindia y 0.04            

Africana. En Chile, el componente Amerindio se puede estratificar principalmente          

entre Aymara y Mapuche, representadas por las poblaciones indígenas que llevan           

ese nombre. Los promedios de las proporciones de ancestría para estos           

componentes son: 0.1 para Aymara y 0.28 para Mapuche (Tabla 2). 

 

Para comparar si existen diferencias en las estimaciones de ancestría dentro           

del país, se dividió el país por macrozonas (Figura Suplementaria 6). En la Figura 1               

se muestran las proporciones de las ancestrías Europea, Aymara y Mapuche           

estratificadas por Zonas. Se encontró un mayor porcentaje de: i) Ancestría Europea            

en la Zona Central (p < 0.001); ii) Ancestría Aymara en la Zona del Norte Grande (p <                  

0.001 ); y iii) Ancestría Mapuche en la Zona Sur (p < 0.001).  
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Tabla 2. Proporción de ancestrías Africana (AFR), Europea (EUR), Aymara (AYM),           

Mapuche (MAP) y Amerindia (AMR) en 1691 individuos del proyecto ChileGenomico. 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Proporción de ancestrías Europea, Aymara y Mapuche por macrozonas del            

país. Datos expresados en promedio error estándar. Prueba de ANOVA y Post-hoc     ±         

de Duncan. Barras etiquetadas con la misma letra identifican promedios sin           

diferencia significativa (p < 0.05). 
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V.1.C ​Estimación del riesgo genético para CG mediante un Puntaje de Riesgo            

Poligénico.  

 

Para comparar el PRS entre las poblaciones Europea, Asiática, Africana,          

Aymara, Mapuche y de ChileGenomico, se utilizaron 10 de los 13 SNPs            

seleccionados (Figura 2) porque fueron los que se encontraron en común entre los             

datos de los genotipos de estas muestras. Se observó que el promedio más elevado              

de PRS se encuentra en la población Aymara y su puntaje no es significativamente              

distinto al de las poblaciones Mapuche, Europea, Asiática ni con la muestra de             

ChileGenomico. Todas las poblaciones nombradas anteriormente son       

significativamente distintas con la población Africana. 

 

Para el análisis dentro del país, se calculó el PRS con 11 de los 13 SNPs                

(tasa de genotipificado > 80%). Se dividió el país en macrozonas y se calculó el               

promedio de los PRS de los individuos en cada macrozona. El promedio del PRS del               

país es de 3.98, y el de las zonas norte grande, norte chico, centro y sur es de 3.93,                   

4.04, 3.97 y 4.01, respectivamente. Para evaluar si existen diferencias en el PRS             

entre las zonas, se realizó una ANOVA. No hubo diferencias significativas (Tabla 3,             

Figura Suplementaria 7).  
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Figura 2. Puntaje de Riesgo Poligénico en las poblaciones ancestrales Europea           

(EUR), Asiática del Este (EAS), Africana (AFR), Aymara (AYM), Mapuche (MAP) y            

población mestiza chilena del proyecto de ChileGenomico (CLG). Datos expresados          

en promedio error estándar. Prueba de ANOVA y Post-test de Duncan. Barras  ±            

etiquetadas con la misma letra identifican promedios sin diferencia significativa (p <            

0.05). 

 

 

 

Tabla 3. Tabla 3. Puntaje de Riesgo Poligénico por macrozonas de Chile en una              

muestra de 1691 participantes del proyecto de ChileGenomico. Prueba de ANOVA           

(p=0.488). 
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V.​1.D Relación del puntaje de riesgo poligénico con la ancestría global Europea,            

Aymara y Mapuche.  

 

La Figura 3 muestra las correlaciones entre las proporciones de ancestrías           

Europea, Aymara y Mapuche con el PRS. Se encontró que la ancestría Europea             

tiene una relación negativa con el PRS, (beta​1 (β​1​) = -0.392 y p < 0.01); y una                 

relación positiva con las ancestrías Amerindia (β​1 = 0.391 y p < 0.01) y Mapuche (β​1                

= 0.344 y p < 0.01). Esto quiere decir, el OR del PRS para la ancestría Europea es                  

de 0.676, para la ancestría Amerindia es de 1.478 y para la ancestría Mapuche 1.41. 

 

Estos resultados indican que hay un aumento en riesgo de 1.411 entre una             

proporción de 0 a 1 de ancestría Mapuche, esto quiere decir que por cada tercil de                

esta ancestría el riesgo aumenta en 1.12. Para el caso de la ancestría Amerindia el               

aumento del riesgo entre la proporción de 0 a 1 es de 1.478, es decir, por cada tercil                  

de ancestría el riesgo aumenta 1.38. Finalmente, cuando un individuo tiene una            

proporción de 1 de ancestría Europea, el riesgo se reduce en 0.676, implicando que              

el riesgo disminuye en 0.878 por cada tercil de ancestría. 
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Figura 3. Relación entre el Puntaje de Riesgo Poligénico y las Ancestrías Europea,             

Amerindia, Aymara o Mapuche. Modelo de regresión lineal: y; Coeficiente de           

determinación: R​2​ y valor de p  (Estadístico F).β1   
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V.1.E ​Evaluación de la asociación de alelos de riesgo de los SNPs seleccionados             

con su ancestría local. 

 

Como control de calidad, calculamos la correlación entre las estimaciones de           

ancestrías globales obtenidas en el punto 1.B, y el promedio de las ancestrías             

locales en todas las ventanas genómicas de cada individuo. La correlación           

observada fue R​2​ ​> 0.85 para cada ancestría (Figura Suplementaria 3). 

 

Una manera de visualizar el análisis de ancestría local se presenta en las             

Figura Suplementaria 8, donde se observan cromosomas mestizos de dos individuos.           

Este análisis se realizó con individuos del proyecto de ChileGenomico que fueron            

genotipificados con el arreglo Axiom LAT1, para poder inferir la ancestría de cada             

locus. Dentro de este arreglo, se encontraron seis de los 13 SNPs seleccionados. La              

proporción de ancestría local para los alelos de riesgo de los seis SNPs se muestra               

en la Figura 4, y se observa que los alelos de riesgo presentes en nuestra población                

provienen mayormente de las ancestrías Europea y Amerindia (Figura 4). 

 

Para seis de los 13 SNPs seleccionados se comparó la frecuencia de su alelo              

de riesgo ubicado en regiones cromosómicas de ancestría Europea o Amerindia o            

Africana en la muestra de ChileGenomico con su frecuencia en la población ancestral             

Ibérica, Americana y Yoruba, obtenidos del proyecto 1000 Genomas,         

respectivamente. Se encontró que existen diferencias significativas de las         

frecuencias de los alelos de riesgo en las ancestrías: i) Europea: rs2274223,            

rs3765524, rs3781264 y rs4072037 (Figura 5); ii) Amerindia: rs1695, rs2274223,          

rs2976392, rs3765524 y rs3781264 (Figura 6); y iii) Africana: rs2274223, rs2976392,           

rs3765524 y rs4072037 (Figura 7). Esto indica que hubo procesos post-mestizaje           

colonial europeo-amerindio-africano que cambiaron las frecuencias alélicas       

asociadas a la ancestría de estos SNPs, posiblemente deriva génica u otros.  
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Figura 4. Proporción de ancestrías Europea (EUR), Amerindia (AMR) y Africana           

(AFR) para los alelos de riesgo de seis SNPs. La proporción fue calculada como el               

número de cromosomas portadores de alelos de riesgo con una ancestría local            

Europea o Amerindia o Africana dividido el número total de cromosomas con            

ancestría inferida en esta región.  
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Figura 5. Proporción de cromosomas que portan un alelo de riesgo con ancestría             

local Europea en la muestra de ChileGenomico (CLG) y su muestra de referencia             

Europea (IBS) para seis SNPs de riesgo de Cáncer Gástrico. La proporción fue             

calculada como el número de cromosomas portadores de alelos de riesgo con            

ancestría local Europea dividido el número total de cromosomas con ancestría           

inferida en esa región. Prueba de ​X​2​ (*: ​p ​ < 0.05, **: ​p ​ < 0.01, ***: ​p ​ < 0.001). 
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Figura 6​. Proporción de cromosomas que portan un alelo de riesgo con ancestría             

local Amerindia en la muestra de ChileGenomico (CLG) y una muestra de referencia             

Ameridia (AMR) para seis SNPs de riesgo de Cáncer Gástrico. La proporción fue             

calculada como el número de cromosomas portadores de alelos de riesgo con            

ancestría local Amerindia dividido el número total de cromosomas con ancestría           

inferida en esa región. Prueba de ​X​2​ (*: ​p ​ < 0.05, **: ​p ​ < 0.01, ***: ​p ​ < 0.001). 
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Figura 7​. Proporción de alelos de riesgo en regiones cromosómicas de ancestría            

Africana en la muestra de ChileGenomico (CLG) y la muestra de la población de              

referencia Africana (YRI) para seis SNPs de riesgo de Cáncer Gástrico. La            

proporción fue calculada como el número de cromosomas portadores de alelos de            

riesgo con ancestría local Africana dividido el número total de cromosomas con            

ancestría inferida en esa región. Prueba de ​X​2 (*: ​p < 0.05, **: ​p < 0.01, ***: ​p <                   

0.001).  
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V.2. ​Objetivo Específico 2 

Validar el valor predictivo de cada locus de riesgo en la población chilena y              

determinar si depende de la ancestría.  

 

V.2.A ​Evaluación de la necesidad de controlar por estructuración genética y/o           

ancestría entre casos y controles chilenos de cáncer gástrico 

 

El K6 de estimación de ancestrías globales mostró que algunos individuos           

tenían un 100% (Figura Suplementaria 9), por lo que se realizó un análisis con              

REAP​65 para identificar si se encontraban emparentados y determinar si era           

necesario eliminarlos de la muestra. Para realizar el análisis con REAP se utilizaron             

las estimaciones de ancestrías calculadas en un K5 por tener el menor error de              

validación cruzada (Figura Suplementaria 10). Se eliminaron 19 individuos, ya que se            

identificaron 38 individuos emparentados, de los cuales seis individuos eran          

controles, siete casos y seis individuos de referencia de ancestría Mapuche. Luego,            

se realizó un nuevo análisis de estimaciones de ancestría globales para 618            

individuos (301 casos y 317 controles), para analizar las estimaciones de ancestría            

con K5 porque tienen el menor error de validación cruzada (Figura Suplementaria            

11). Las estimaciones de ancestría se observan en la Figura 8. No se encontraron              

diferencias significativas en los porcentajes promedios de las ancestrías Europea,          

Aymara y Mapuche entre casos y controles (Tabla Suplementaria 6). 

 

En el análisis de componentes principales no se observan agrupaciones          

espaciadas entre los grupos caso y control entre los primeros tres componentes            

principales de los 10 obtenidos (Figura Suplementaria 12). Se graficaron solo estos,            

debido a que el primer y segundo componente principal explican la mayor parte de la               

varianza de los datos, en este caso cerca del 0.21 y 0.13 respectivamente. Nuestros              
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resultados no evidencian diferencias en estos componentes principales de variación          

genética entre casos y controles de CG. 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Estimaciones de las Ancestrías Globales por individuo en la muestra            

caso-control de Cáncer Gástrico. Se utilizó un K5, entonces se estimaron las            

ancestrías Europea (EUR), Africana (AFR), Asiática del Este (EAS), Aymara (AYM) y            

Mapuche (MAP). Se utilizó programa ADMIXTURE, seleccionando el K5 con una           

prueba de validación cruzada.  
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V.2.B ​Genotipificación y control de calidad de las variantes genéticas seleccionadas           

para el objetivo específico 1, en casos de CG y controles de la población chilena.  

 

Se realizó un control de calidad a los datos cuyo flujo se encuentra en la               

Figura Suplementaria 2. De los 13 SNPs de riesgo para el CG seleccionados en el               

objetivo 1, sólo 9 están presentes en el arreglo y, con la búsqueda de SNPs que                

estuviesen en LD y en el arreglo, finalmente se pudo analizar  11 SNPs (Tabla 5). 

 

Se realizaron tres tipos de análisis de asociación: a) Toda la muestra de casos              

(301 casos, Tabla 6), b) Casos solo de tipo intestinal (156 casos, Tabla 7) y c) Casos                 

solo de tipo difuso (143 casos, Tabla 7). En los tres análisis el SNP rs2294008 está                

asociado, sin embargo, solo en a) y b) sigue siendo significativo luego de la              

corrección de Bonferroni, por lo tanto, sólo uno de los 11 SNPs evaluados está              

asociado en la muestra caso-control de CG. Sin embargo, la explicación más            

probable de nuestro resultado es una falta de poder (Tabla 4). De hecho, en la Figura                

7 se observa que solamente los SNPs rs4072037 y rs2294008 tienen diferencias            

significativas en las frecuencias alélicas entre casos y controles. Sin embargo, tal            

como se evidenció en el análisis de asociación, luego de la corrección de Bonferroni              

rs4072037 dejó de ser significativo. 

 

Para determinar si la falta de asociación para cada SNP es producto del             

tamaño muestral, se realizó un análisis de correlación para determinar, en conjunto,            

estos marcadores genéticos tienden a mostrar ORs similares a los publicados.           

Encontramos dos grupos de SNPs, rs4072037 y rs2294008 mostraron una alta           

correlación, con valores de OR casi idénticos a los reportados y fueron los que              

replicaron su asociación en la muestra chilena. El resto de SNP forma una nube que               

en conjunto muestra un sesgo hacia valores menores, sobre todo para los SNPs de              

mayor efecto. La pendiente de la asociación fue menor a 1 (b​1​=0.419, EE=0.166)             

pero significativamente mayor a cero (​p​=0.039). Por lo tanto, si bien nuestro estudio             
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tiene poder insuficiente para detectar asociaciones con OR<1.8, nuestros resultados          

muestran que los SNPs replicaron de forma diferencial, y que otros factores pueden             

estar causando que el cluster de SNP que no replicaron su asociación (Figura 9). 

 

 

 

Tabla 4. Poder del estudio para un análisis de asociación con 300 casos y 300               

controles con distintas frecuencias alélicas y valor de Odds Ratios (razón de            

momios). Resultados obtenidos en Genetic Association Study (GAS) Power         

Calculation (http://csg.sph.umich.edu/abecasis/gas_power_calculator/). 

 

  

61 



 

 

Tabla 5. SNPs evaluados en las muestras caso-control genotipificados con el arreglo            

Global Screening (GSA). Para los SNPs presentes en GSA, se utilizó el OR utilizado              

en el Objetivo 1 (obtenido desde literatura). Para aquellas que no están presentes en              

GSA, se ajustó el OR del SNP (Objetivo 1) con la raíz cuadrada de la medida de                 

desequilibrio de ligamiento r​2 entre la variante inicial y la variante de reemplazo. r:              

 . Fórmula utilizada para ajustar el OR: .√r2 eln(OR) × r  

 

 

 

Tabla 6. Análisis de asociación de las variantes genéticas de riesgo para el             

desarrollo del Cáncer Gástrico en la muestra caso-control de 317 controles y 301             

casos de Cáncer Gástrico. Crm: cromosoma; alelo de riesgo: Riesgo; alelo de no             

riesgo; No Riesgo; OR CG: odds ratio (razón de momios) para todas las muestras de               
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CG; IC: intervalo de confianza; p: valor ​p​; Bonferroni: valor ​p ajustado por             

comparaciones múltiples. 

 

 

 

 

 

 

Tabla 7. Análisis de asociación de las variantes genéticas de riesgos para el             

desarrollo del Cáncer Gástrico en la muestra caso-control de 317 controles y 143             

casos de Cáncer Gástrico tipo Difuso y 156 casos de Cáncer Gástrico tipo Intestinal.              

Riesgo: alelos de riesgo; OR: odds ratio (razón de momios); IC: intervalo de             

confianza; valor de ​p​: valor de p crudo; Bonferroni: valor ​p ajustado por             

comparaciones múltiples. 
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Figura 9. Relación entre los ORs extraídos desde la literatura para los SNPs             

seleccionados en el Objetivo 1 y los ORs calculados en la muestra caso-control (OR              

Chileno). Modelo lineal: y; coeficiente de determinación: R​2​; y valor de p : p            β1   

(Estadístico F). 
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Figura 10. SNPs con diferencias significativas en la frecuencia de sus alelos de             

riesgo entre controles y casos de Cáncer Gástrico. Freq_A1: Frecuencia Alelo de            

Riesgo; Freq_A2: Frecuencia de alelo no Riesgo; Missing: Datos perdidos. Valor de p             

para la prueba de Chi-cuadrado: Chi-square p-value. 

 

  

65 



 

V.2.C ​Selección de variantes genéticas de riesgo para desarrollar Cáncer Gástrico en            

individuos de la población chilena. 

 

Se realizó una selección de variables genéticas (SNPs y ancestría Mapuche)           

para crear modelos logísticos que se ajusten mejor a la muestra caso-control de CG.              

La selección de variables se realizó mediante una búsqueda exhaustiva para cada            

modelos logístico.  

 

El modelo basal es aquél que incluye solamente las variables de edad y sexo              

(Tabla 8). Cabe recalcar que estas variables fueron significativas en todos los            

modelos logísticos seleccionados, y esto se condice con que son factores de riesgo             

para el CG. El modelo de ancestría más predictivo es aquél que presenta las              

variables de edad, sexo y la ancestría Mapuche (Tabla 8). Los modelos            

seleccionados que contenían los SNPs de riesgo están presentes en la Tabla 9. El              

mejor modelo de riesgo entre los que incluyen las variable de edad, sexo y tres de                

los 11 SNPs de riesgo (rs4072037, rs12693932 y rs2294008). El modelo que incluye             

la ancestría tiene las variables edad, sexo, ancestría Mapuche y dos de los 11 SNPs               

de riesgo (rs4072037 y rs2294008). Se evaluó también un modelo que incluye la             

interacción de tres SNPs con la ancestría Mapuche para detectar si la ancestría             

modifica el efecto que tiene el SNP. En este caso, se observa que los efectos de la                 

interacción fueron positivos pero no significativos.  

 

Dentro de los modelos seleccionados hay variables que no tienen un valor de             

p significativo, esto significa que aunque esta variable ayuda a explicar parte de la              

varianza de los datos, predicción del modelo, no tiene una correlación con la variable              

dependiente (fenotipo) lo que puede deberse a una falta de poder de la muestra. 

 

Para determinar si los modelos que incluyen variables genéticas mejoran la           

predicción de riesgo se compararon con el modelo basal. El modelo de ancestría             
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(MAP) no es más predictivo que el modelo basal, pero aquellos que incluyen SNPs              

(SNPs, MAP + SNPs y MAP*SNPs) son significativamente más predictivos. Esto           

quiere decir que agregar los predictores genéticos (SNPs o MAP y SNPs) mejora             

significativamente el ajuste del modelo (Tabla 10). 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 8. Modelos logísticos de riesgo basal y de ancestría con sus efectos de ajuste               

para la muestra de 308 controles y 294 casos de Cáncer Gástrico. Los modelos son:               

Basal: y = edad + sexo, Ancestría: edad + sexo + Ancestría Mapuche (MAP). IC:               

Intervalo de Confianza al 95%, Statistic: Valor z, p: valor de p, Deviance: Devianza,              

AIC: Criterio de Información Akaike, log-Likelihood: logaritmo de la verosimilitud. 
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Tabla 9. Modelos logísticos que incluyen variables genéticas de riesgo para la            

muestra caso-control de 308 controles y 294 casos de Cáncer Gástrico. Se utilizaron             

aquellas muestras que se tenían los datos de edad, sexo y las variables genéticas de               

los 11 SNPs analizados y la ancestría global Mapuche (MAP). Se realizó una             

búsqueda exhaustiva para la selección de los predictores de los modelos logísticos            

SNPs y MAP + SNPs. Estos incluyeron las variables: a) SNPs: y = edad + sexo +                 

rs4072037 + rs12693932 + rs2294008; y b) MAP + SNPs: edad + sexo + MAP +                

rs4072037 + rs2294008. Para el modelo MAP * SNPs, se evaluó la interacción entre              

MAP y las variables genéticas seleccionadas en el modelo SNPs. El modelo            

MAP*SNPs es: y = edad + sexo + MAP * rs4072037 + MAP * rs12693932 + MAP *                  

rs2294008. La selección de los modelos se realizó con el Criterio de Información             

Akaike (AIC) y la Devianza (Deviance). IC: Intervalo de Confianza al 95%, Statistic:             

Estadístico Z-score, p: valor de p. 
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Tabla 10. ​Comparación de los modelos logísticos analizados mediante un análisis           

anidado realizado con la prueba de la razón de verosimilitudes (LRT). Los modelos             

comparados fueron: a) Basal: y = edad + sexo, b) MAP: y = edad + sexo + ancestría                  

Mapuche, c) SNPs: y = edad + sexo + rs4072037 + rs12693932 + rs2294408, d)               

MAP + SNPs: y = edad + sexo + rs4072037 + rs2294408 + ancestría Mapuche, y e)                 

MAP * SNPs: SNPs: y = edad + sexo + ancestría Mapuche * rs4072037 + ancestría                

Mapuche * rs12693932 + ancestría Mapuche * rs2294408. Valor de p de LRT: LRT p               

value, Observations: número de muestras.  
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V.2.D ​Comparación de modelos logísticos de puntaje de riesgo y ancestría para el             

Cáncer Gástrico en individuos de la población chilena. 

 

Luego de dar cuenta de los efectos de edad y sexo, el PRS resultó              

significativamente asociado al riesgo de CG, con un OR de 1.76 (CI95=1.27-2.46,            

p=0.001). Si bien la ancestría mapuche no estuvo asociada al riesgo (p=0.119), el             

efecto de interacción entre ancestría y PRS sí resultó significativo, con un OR de              

2.21 (CI95=1.37-3.76, p=0.002). Este efecto se interpreta con el aumento de riesgo            

asociado a una unidad de aumento en PRS entre una persona con 0% de ancestría               

mapuche y una persona con 100% de esta ancestría (Tabla 11), es decir que el               

aumento del PRS está asociado a un mayor porcentaje de ancestría Mapuche. Para             

determinar si los modelos que incluyen variables genéticas mejoran la predicción de            

riesgo se compararon con el modelo basal. Los tres modelos que incluyen la variable              

PRS son más predictivos que el modelo basal, lo que quiere decir que agregar los               

predictores genéticos (PRS o MAP y PRS) mejora significativamente el ajuste del            

modelo (Tabla 12). 

 

En el objetivo 1.D se evaluó si existe una relación entre el PRS de la población                

chilena y su proporción de ancestría Mapuche, cuyo resultado fue una relación            

positiva significativa. Aquí también se realizó lo mismo tanto en la muestra            

caso-control (como representación de un grupo heterogéneo de individuos) como en           

el grupo de casos de CG, evaluando los datos en cuartiles de PRS y terciles de                

ancestría Mapuche, y un análisis de correlación entre PRS y el porcentaje de             

ancestría Mapuche. En la Figura 11 se observa que la proporción de casos sobre los               

controles aumenta a medida que aumenta el tercil de ancestría, de un promedio de              

47.7 en el tercil 1 de ancestría a un promedio de 54.63 en el tercil 3 (cuartil 4 de                   

PRS, tercil 3 de Ancestría es 65.5%). Además, aumentan a medida que incrementa             

el cuartil de PRS, esto se observa más claramente en el tercil 3 de ancestría donde                
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el cuartil 1 de PRS tiene 48% de casos, el cuartil 2 49%, cuartil 3 56% y el cuartil 4                    

65.5%.  

 

La Figura 12 muestra que existe una relación lineal positiva entre el PRS y la               

ancestría Mapuche en la muestra de solo casos (β​1 = 0.6811, p < 0.01), lo cual no                 

fue observado en el grupo de solo controles (β​1 = 0.4916, p > 0.05). Esto indica que,                 

tal como se observó en el Objetivo Específico 1, el grupo de solo casos tiene una                

relación positiva entre el PRS y la ancestría Mapuche cuyo beta es mayor a la               

observada en la muestra de ChileGenomico (β​1 = 0.344, p < 0.01). Esto puede              

deberse a un enriquecimiento de individuos con alto riesgo (solo casos), aumentado            

la varianza de PRS en la muestra.  
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Tabla 11. Modelos logísticos de riesgo que incluyen el Puntaje de Riesgo Poligénico             

(PRS) y la ancestría global Mapuche (MAP) para la muestra caso-control de 308             

controles y 294 casos de Cáncer Gástrico. Se utilizaron aquellas muestras que se             

tenían los datos de edad, sexo y las variables genéticas de PRS y MAP. Los modelos                

evaluados son: a) PRS: y = edad + sexo + PRS, b) MAP + PRS: edad + sexo +                   

Ancestría Mapuche + PRS, y c) MAP * PRS: y = edad + sexo + ancestría Mapuche *                  

PRS. IC: Intervalo de Confianza al 95%, Statistic: Estadístico Z-score, p: valor de p,              

Observations: número de muestras. 
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Tabla 12. ​Comparación de los modelos logísticos analizados mediante un análisis           

anidado realizado con la prueba de la razón de verosimilitudes (LRT). Los modelos             

comparados fueron: a) Basal: y = edad + sexo, b) MAP: y = edad + sexo + ancestría                  

Mapuche, c) PRS: y = edad + sexo + PRS, d) MAP + PRS: y = edad + sexo +                    

ancestría Mapuche + PRS, y e) MAP * PRS: y = edad + sexo + ancestría Mapuche *                  

PRS. Valor de p de LRT: LRT p value. 
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Figura 11. Predicción lineal de la interacción entre terciles de ancestría con cuartiles             

de Puntaje de Riesgo Poligénico. Los colores representan los distintos niveles de            

ancestría: a) rojo: tercil 1, b) verde: tercil 2, y c) azul: tercil 3. Los niveles de cuartiles                  

de PRS (Levels of Cuartil_PRS) están en el eje x: a) Q1: cuartil 1, b) Q2: cuartil 2, c)                   

Q3: cuartil 3, y d) Q4: cuartil 4. Predicción lineal: Linear prediction. 
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Figura 12. Relación entre el Puntaje de Riesgo Poligénico y la ancestría Mapuche en              

317 controles (izquierda) y 301 casos de Cáncer Gástrico (derecha). Modelo lineal: y,             

coeficiente de determinación: R​2​, efecto de la ancestría Mapuche: 𝛽 ​1 , y el valor ​p               

para 𝛽 ​1​≠0: p. 
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V.3. ​Objetivo Específico 3 
Identificar regiones genómicas que se asocian a cáncer gástrico en pacientes           

chilenos mediante un enfoque de Admixture Mapping.  

 

V.3.A ​Faseo de los cromosomas en los individuos del set de datos de casos de GC                

para determinar su haplotipo parental 

 

Se fasearon correctamente 792 individuos y 115.159 variantes, paso que se           

realiza para asignar alelos a los cromosomas paternos y maternos de cada individuo,             

dando un éxito del 100% en el procesamiento de los individuos y de 99.88% en las                

variantes. ​Sin embargo, se tuvo que eliminar el individuo EN219 que pertenece al             

grupo control, debido a que fue posible inferir correctamente solo un haplotipo            

parental del cromosoma 6. 

 

V.3.B ​Estimación de la ancestría local en regiones del genoma de individuos con             

fenotipo de caso de cáncer gástrico.  

 

Con el fin de evaluar si la asociación positiva entre PRS y la ancestría              

Mapuche puede explicarse por una asociación entre alelos de riesgo para SNPs            

conocidos y su ancestría local, se infirió la ancestría local de SNPs de cinco de los 11                 

SNPs de riesgo analizados (Figura 13). Se observa que los alelos de riesgo de              

cuatro SNPs están ubicados en regiones cromosómicas asociadas mayormente a          

ancestría europea (proporción > 0.5), exceptuando por rs9820958 que se encuentra           

mayormente en regiones cromosómicas de ancestría Amerindia, tanto para casos          

como para controles. Respecto a si estos los alelos de riesgo de estos SNPs están               

asociados al fenotipo, no se observan diferencias significativas entre casos y           
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controles para ninguno (Tabla Suplementaria 7), lo cual podría estar relacionado a la             

falta de asociación de cada SNP de manera individual en el punto 2.B. 

 

Esto quiere decir que la relación observada entre el PRS con la ancestría             

Mapuche, tanto en el análisis a nivel poblacional del objetivo 1 como en el de casos                

controles en este objetivo, se deba principalmente a la presencia de otros loci de              

riesgo en el genoma ubicados en regiones cromosómicas de ancestría Mapuche.           

Entonces, fue necesario evaluar si existen regiones cromosómicas enriquecidas de          

ancestría Mapuche asociadas al fenotipo caso de CG que pudiesen estar aportando            

susceptibilidad a este cáncer, lo que se realizó por medio de la metodología de              

Admixture Mapping. 

 

 

  

77 



 

 

Figura 13. Proporción de ancestrías Europea (EUR), Amerindia (AMR) y Africana           

(AFR) para los alelos de riesgo de cinco SNPs en 316 controles y 301 casos de                

Cáncer Gástrico. La proporción fue calculada como el número de cromosomas           

portadores de alelos de riesgo con una ancestría local Europea o Amerindia o             

Africana dividido el número total de cromosomas con ancestría inferida en esta            

región. 
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V.3.C ​Admixture Mapping para identificar regiones asociadas a Cáncer Gástrico por           

su ancestría. 

 

Se realizó un análisis de z-score, solo-casos, para determinar si existen loci            

enriquecidos en regiones genómicas de ancestría Amerindia o Europea en la           

muestra. En el análisis de z-score para regiones genómicas de ancestría Europea,            

no se encontraron variantes con valores de p significativos (datos no mostrados). En             

cambio, para el análisis de las regiones genómicas de ancestría Amerindia se            

observa que hay peaks en 3 regiones cromosómicas, 8p23.1, 13q33, y 20q13.32,            

que tienen un Z score positivo y un valor de p < 0.005 (Figura 14). Esto quiere decir                  

que existe un enriquecimiento de ancestría Amerindia. Sin embargo, estas regiones           

cromosómicas son sugerentes de asociación debido a que no alcanzan el nivel de             

significancia para establecer que están asociadas al riesgo de CG (valor de p <              

0.001). Esto implica que es necesario complementar este estudio con otros que            

tengan un mayor tamaño muestral para determinar si estas regiones cromosómicas           

están o no asociadas al CG en nuestra población. Cabe recalcar que los SNPs que               

fueron seleccionados desde la literatura, en el objetivo 1.1, no están incluidos dentro             

de las regiones genómicas identificadas por admixture mapping. 
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V.3.D ​Evaluación enriquecimiento de funciones génicas en regiones genómicas         

identificadas por Admixture Mapping. 

 

Las regiones genómicas que fueron identificadas en los cromosomas 8          

(8p23.1), 13 (13q33) y 20 (20q13.32), inicialmente contenían 69 SNPs. Para tener            

una mayor probabilidad de éxito en la búsqueda de asociaciones para variantes            

presentes dentro de estas regiones cromosómicas. Esto se realizó en dos pasos: i)             

se complementó con 204 SNPs presente en las regiones genómicas presente en el             

arreglo GSA; y ii) se buscaron SNPs en desequilibrio de ligamiento con los 204 SNPs               

en la base de datos de Haploreg v4.1​72​. En total se utilizaron 14550 variantes              

genéticas. 

 

En la base de datos de SNPNexus​77 se anotó la información con 14550             

variantes genéticas y las clasificaciones encontradas en Ensembl están en la Figura            

15. En los cromosomas 8 y 20 se encontraron una mayor cantidad de predicciones              

de efectos y tienen un efecto en regiones codificantes de genes. De hecho, en el               

cromosoma 13 se encontró un solo gen, en cambio, el cromosoma 8 y 20 tienen 14 y                 

11 genes, respectivamente (Tabla 13). Dentro de las variantes genéticas patogénicas           

relacionadas al cáncer se encontró: 1) Cromosoma 8: los genes ​BLK​, ​LINC00208​,            

MTMR9 y ​TDH se han relacionado al adenocarcinoma esofágico, y 2) Cromosoma            

20: ​GNAS-AS1 ​a cáncer de pulmón de células no pequeñas, ​NPEPL1 al cáncer de              

mama, ​GNAS​, ​STX16-NPEPL1, MIR296 ​y ​MIR298 ​que han sido relacionados a CG            

(Tabla 14).  

 

Las herramientas web GREAT​78 o PANTHER no arrojaron resultados         

significativos con las 14450 variantes genéticas ingresadas. Un resumen de las vías            

de señalización y los genes encontrados en PANTHER están presente en las Tablas             

Suplementarias 8 y 9.  
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Figura 15. Predicciones de efectos de 14550 variantes genéticas anotadas en           

ENSEMBL para las regiones cromosómicas asociadas a ancestría Amerindia         

identificadas con el análisis de solo casos de Admixture Mapping. A) Cromosoma 8,             

B) Cromosoma 13 y C) Cromosoma 20. 

 

 

 

Tabla 13. Genes presentes en las regiones cromosómicas asociadas a ancestría           

Amerindia identificadas con el análisis de solo casos de Admixture Mapping. 
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Tabla 14. Genes que se encuentran en regiones cromosómicas asociadas a la            

ancestría Amerindia, por Admixture Mapping, relacionados al cáncer. PMID:         

Identificador de la base de datos de PubMed. 
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VI. DISCUSIÓN 

 

Chile está dentro de los 10 países con la tasa de mortalidad más alta de CG a                 

nivel mundial y no se tiene la información genética suficiente para poder realizar             

modelos de predicción de riesgo. Los principales estudios genéticos de asociación           

para el CG se han realizado en poblaciones europeas y asiáticas, que no son los               

mejores modelos para nuestra población mestiza porque posee un gran componente           

Amerindio. Sin embargo, se han realizado algunos estudios con individuos de           

América Latina, como el de Boqueti et al (2013) que reportó que IL-1RN*2 aumenta              

el riesgo del CG en latinoamaricanos​81​, y un estudio en Perú realizado por Zamudio              

et al (2016) donde no se encontró una asociación entre una selección de variantes ya               

descritas como riesgo para el CG y casos de CG de ese país​48​. En Chile, se                

reportaron asociaciones entre SNPs de genes que pertenecen a la vía de            

señalización RAS/RAF/MEK/ERK con el CG​35​. En América Latina existe una          

subestructura poblacional que se evidencia con distintas proporciones de mestizaje,          

lo que implica que haya una alta diferenciación fenotípica y genotípica​41​. Es más, la              

ancestría Amerindia está compuesta por distintas subpoblaciones indígenas entre los          

países latinoamericanos, lo que podría reflejarse en cambios en el riesgo que tiene             

un marcador genético. Por lo tanto, fue necesario evaluar si SNPs ya descritos están              

asociadas a nuestra población también, y si su ancestría particular es un factor             

confundente en estas asociaciones.  

 

El PRS es un valor que permite combinar el efecto pequeño de varios SNPs              

que permite tener una mejor precisión del riesgo genético. Se esperaba correlacionar            

la distribución heterogénea de la tasa de mortalidad de CG descrita por el DEIS a lo                

largo del país​13 con un PRS, pero no fue posible con los SNPs de riesgo asociados                

en otras poblaciones. Sin embargo, encontramos una relación lineal positiva          

significativa entre la ancestría Amerindia y Mapuche con el PRS, y una relación lineal              
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negativa significativa con la Europea. Por lo tanto, existe una asociación entre el PRS              

con la ancestría que es heterogénea entre sus componentes ancestrales. Sin           

embargo, al comparar un PRS calculado con la selección de SNPs, en un grupo de               

individuos que representa los distintos componentes ancestrales, no se encontraron          

diferencias significativas entre las poblaciones Europea y Asiática con la Aymara,           

Mapuche y el grupo de individuos de ChileGenomico. Esto puede deberse a que los              

SNPs que están asociados en otras poblaciones no son predictivos en la nuestra, o              

los SNPs seleccionados no fueron suficientes para reproducir las diferencias en las            

tasas de incidencia y mortalidad observada a nivel mundial.  

 

Luego, se evaluó si los SNPs de riesgo seleccionados estaban asociados de            

manera independiente en la muestra caso-control de CG de la población chilena.            

Encontramos que solamente rs2294008 está asociado a CG en nuestra población, el            

cual se ha descrito que aumenta el riesgo del CG en un 33%. Está se ubica en el                  

gen ​PSCA (cromosoma 8q24.2), codifica para el antígeno prostático que es una            

proteína glicosilfosfatidilinositol de anclaje​82​. Esta proteína está relacionada a la          

proliferación celular y muerte celular, entre otros procesos, está presente en la            

próstata normal y sobreexpresado en el cáncer de próstata, y disminuído en los             

cáncer esofágico, vejiga y gástrico​31,82​. Cumple un rol importante en la adhesión            

celular que permite mantener la estructura del epitelio del estómago, que si es             

alterado permite la transición epitelial-mesenquimal que facultando la migración e          

invasión de las células tumorales a los vasos sanguíneos y linfáticos, que es el              

primer paso para la metástasis tumoral. 

 

Al separar los pacientes por tipo de cáncer, difuso e intestinal, rs2294008            

estuvo asociado solo con el tipo difuso. Sin embargo, el valor ​p nominal para el tipo                

intestinal fue menor a 0.05, mostrando una tendencia a tener efecto en ambos tipos,              

la diferencia sea sólo producto del bajo poder al dividir la muestra en dos. El hecho                

de que la mayoría de los SNPs estudiados no replicaron su asociación en nuestra              
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muestra es un resultado que podría darse ya que se ha reportado que hay variantes               

que no tienen la misma asociación en distintas poblaciones de estudio, e incluso             

pueden existir diferencias entre la histología difusa e intestinal de CG. Esta ya se ha               

reportado en algunos SNPs, como el rs4072037 que se ha descrito que se asociado              

en la población asiática, pero no en la caucásica​49​. La falta de asociación puede              

deberse a múltiples factores: i) factores ambientales no incluidos en los modelos            

ajustados, los cuales incluso podrían interactuar con los factores genéticos; ii)           

cambios en las frecuencias alélicas, como es el caso del rs2274223, y/o haplotípicas             

producto de la historia demográfica de la población chilena; iii) procesos de            

recombinación que hayan cambiado las asociaciones por ligamiento entre SNPs y           

variantes causales en la regiones estudiadas; iv) bajo poder para asociaciones con            

OR menor 1.8. Sin embargo, la comparación entre los valores de OR en la literatura               

y los estimados en el presente estudio, muestra una tendencia de asociación positiva             

en todos los SNPs, aunque con una tendencia a valores menores en Chile para un               

subconjunto de loci, sugiriendo una heterogeneidad de factores que afectan          

distintamente a los SNPs según su ubicación en el genoma.  

 

Se evaluaron modelos lineales generalizados para determinar si el efecto en           

conjunto de distintas variables son más predictivas de riesgo que los SNPs de             

manera individual​65​. Se realizó una selección de los SNPs que fuesen más            

predictivos y se evaluó si las ancestrías podrían ser un factor que mejoren el puntaje               

de riesgo. La ancestría por sí sola no mejora el nivel predictivo del modelo basal.               

Esto concuerda con no haber encontrado diferencias significativas en las ancestrías           

globales entre casos y controles. Sin embargo, la selección de variables en el modelo              

que tiene solo las variables de ancestría, el primer modelo de predicción que incluye              

un componente ancestral es el que tiene la ancestría Mapuche. Este resultado podría             

relacionarse con la tendencia observada entre la tasa de mortalidad y la Zona Sur del               

país, donde se encuentra un mayor promedio de ancestría Mapuche.  
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Cuando se realizó la selección de los SNPs de riesgo que son más predictivos              

para nuestra población a través de una búsqueda exhaustiva de modelos de riesgo,             

se seleccionaron solamente rs2294008, rs4072037 y rs12693932, indicando que no          

son necesarios todos los SNPs seleccionados para tener un modelo de riesgo en             

esta muestra caso-control. El PRS fue una variable genética que mejora el ajuste de              

todos los modelos logísticos, y su OR más alto es en el modelo de interacción               

PRSxMAP (OR = 2.21). Es decir, que la proporción de ancestría Mapuche modifica el              

efecto del riesgo que confiere el PRS. Este resultado podría indicar que el PRS              

incluye variantes que tienen un efecto de epistasis con variantes que tienen distinta             

frecuencia en las poblaciones Europea y Mapuche. Esto es concordante con los            

resultados obtenidos en el análisis de correlación de PRS con ancestría Mapuche            

tanto en la muestra de ChileGenomico como en la de casos de CG. Este tipo de                

relaciones ya se ha descrito en otros tipos de cáncer, como el cáncer de mama,               

donde el estudio de Torres ​et al ​(2018) reportó que la proporción de ancestría Nativa               

Americana podría modificar el efecto que confiere variables de susceptibilidad          

comunes, y que esto podría predecir el riesgo del cáncer de mama tan preciso como               

factores de riesgo descritos como la historia familiar de éste cáncer​83​. Esto sustenta             

que la ancestría mejora los modelos de predicción de riesgo en poblaciones mestizas             

y, además, la importancia de evaluar marcadores genéticos en estas poblaciones. 

 

La inferencia de la ancestría del locus de cinco variantes de riesgo en la              

muestra caso-control mostró que no hay diferencias significativas en la ancestría           

entre casos y controles, y dado que observamos que la variable de ancestría             

Mapuche modifica el efecto del PRS, fue importante determinar si existen otras            

variables presente en regiones de esta ancestría que puedan estar asociadas al CG.             

Para evaluar esto se utilizó Admixture Mapping (AM), el cual es un método utilizado              

en poblaciones mestizas para correlacionar la ancestría de un locus con un            

fenotipo​84​. Se buscó encontrar una sobrerrepresentación de la ancestría del locus de            

una población parental respecto al promedio muestral​58​. Esto fue evaluado con las            
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ancestría Europea y Amerindia, lo que no fue observado en regiones asociadas a la              

primera. En cambio, se encontraron tres regiones cromosómicas sugerentes de          

asociación ubicados en 8p23.1, 13q33 y 20q13.32 asociados a ancestría Amerindia.           

Anteriormente, se identificaron aberraciones en el número de copias en los mismos            

cromosomas en CG, junto que más de un 70% de los adenocarcinomas tienen una              

ganancia en los genes ​STX16 ​y ​GNAS​, los cuales también fueron identificaron en el              

análisis de Admixture Mapping​85​. De los 26 genes identificados, han sido           

relacionados con el cáncer: ​GNAS-AS1 con cáncer de mama​86​; ​BLK con leucemia            

linfocítica crónica​87​; ​LINC00208 esofágico y esófago de Barrett​88​; ​MTMR9 y ​TDH con            

el cáncer esofágico​89,90​. Aquellos que han sido relacionados específicamente con el           

CG son: ​GNAS​, ​STX16-NPEPL1​, ​MIR296 y ​MIR298​91–95​. El gen ​GNAS codifica a la             

subunidad alfa s de la proteína G, que está involucrada en muchos procesos             

celulares, los que incluyen la proliferación celular y supervivencia celular, los cuales            

tienen un rol importante en el crecimiento tumoral, angiogénesis y la diseminación            

metastásica​94​. ​MIR296 es un microRNA tiene resultados contradictorios en el CG,           

donde se ha reportado que puede tener un rol como supresor de tumor y de               

promover el crecimiento celular. Sin embargo, se ha observado que se encuentra            

elevado en pacientes de CG chinos, por lo que podría utilizarse como un             

biomarcador para este cáncer​92​. ​MIR298 es otro microRNA cuyo blanco es el gen             

BAX​, el cual regula la proliferación celular. Se ha descrito que este un tratamiento              

para el CG, bufalina, tiene como blanco a este microRNA, permitiendo que la             

proteína BAX cumpla su rol estimulando el proceso de apoptosis​93​. Finalmente,           

STX16-NPEPL1 se transcribe a un lncRNA, RNA no codificante largo, cuyo rol            

tumoral no ha sido bien definido. Sin embargo, no hay estudios donde estos genes              

hayan sido asociados con el CG, es decir que tenga un valor de riesgo, ni un riesgo                 

asociado a la ancestría. Esto implica que tanto las variantes genéticas que han             

identificadas en estudios de CG como las que aún no han sido relacionadas al CG,               

podrían estar asociadas al riesgo de CG en nuestra población, y no han sido              

evaluadas debido a que no se tiene la suficiente evidencia en otras poblaciones. Esto              
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demuestra que es necesario poder identificar variantes genéticas, descritas o no,           

enriquecidas en regiones cromosómicas asociadas a la ancestría Amerindia y que           

podrían ser factores de riesgo para el CG.  

 

Si bien es cierto que el valor de p que se está utilizando como umbral para                

determinar si una variante genética identificada por AM es significativa fue obtenido            

desde un estudio realizado en latinoamericanos​75​, la muestra son individuos que           

residen en Estado Unidos, Puerto Rico y México. Éstos pertenecen a poblaciones            

que tienen marcadores de ancestría Amerindia parecidos a la nuestra, pero la            

diferencia reside en que tenemos distintas ascendencias indígenas y, por otro lado,            

la asociación encontrada entre ancestría y PRS fue significativa con la ancestría            

Mapuche, que es más difícil realizar la inferencia de esta ancestría en un locus. Esto               

puede estar generando un sesgo en los resultados encontrados por AM, lo que             

podría verse evidenciado en variantes genéticas que no están siendo identificadas           

que podrían estar asociadas a la ancestría Mapuche. Otra limitación, es que el valor              

de p esté siendo subestimado, por lo que no se están tomando en cuenta              

asociaciones que serían significativas en nuestra población, o que se esté           

sobreestimado y se necesita un valor de p menor para identificar SNPs asociados a              

esta ancestría. 

 

El presente trabajo de tesis sugiere la necesidad de realizar estudios de            

asociación genética a nivel genómico en nuestra población mestiza, debido a que            

este estudio presenta limitaciones: 1) se analizaron solo algunas los SNPs que han             

sido asociados al CG en otras poblaciones, por lo que podrían existir variantes             

genéticas que están asociadas en nuestra población que no fueron analizadas; 2) es             

necesario un mayor tamaño muestral para replicar las asociaciones pequeñas de           

cada SNP. 
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VII. CONCLUSIONES 

 

Este es el primer estudio de riesgo genético que busca SNPs que estén             

enriquecidos en regiones genómicas de ancestría Amerindia en casos de CG. A            

partir de nuestros resultados, podemos concluir que: 1) el riesgo poligénico para CG             

de los chilenos, estimado con 13 variantes genéticas asociados en la literatura, está             

asociado positivamente con las ancestrías Amerindia y Mapuche; 2) el puntaje de            

riesgo poligénico calculado con estos marcadores también estuvo asociado con          

riesgo de CG en la muestra caso-control, y su grado de asociación fue mayor para               

individuos con más ancestría Mapuche; 3) tres de los once SNPs evaluados fueron             

seleccionados como predictores de riesgo en los modelos logísticos, y la interacción            

entre el PRS y la ancestría Mapuche indica que pueden existir variantes genéticas             

que tienen un efecto de epistasis con otras que tienen una diferencia en su              

frecuencia entre las poblaciones ancestrales Europea y Mapuche; y 4) los pacientes            

chilenos de CG presentan evidencia de un enriquecimiento de la ancestría amerindia            

en tres loci, en los cromosomas 8, 13 y 20, sugiriendo presencia de variación              

genética para riesgo de CG asociada a este componente ancestral. 

 

Dentro de las variantes genéticas identificadas dentro de estas regiones          

cromosómicas no se han descrito asociaciones con el CG. Por lo tanto, nuestros             

resultados podrían guiar a un nuevo trabajo con más individuos para asociar            

marcadores genéticos para crear modelos predictivos de riesgo de CG en la            

población chilena. Estos modelos podrían usarse como parte de una medida           

preventiva que permita realizar un seguimiento de individuos que tienen un alto            

riesgo para desarrollar este cáncer. Esto también podría utilizarse para realizar un            

diagnóstico en estadíos tempranos del CG, lo que mejoraría significativamente la           

supervivencia de estos pacientes. Es decir, el poder identificar de manera más            

exacta marcadores genéticos asociados a la ancestría Amerindia, y ojalá a la            
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ancestría Mapuche, podría crear un modelo de riesgo que podría incluirse en la guía              

clínica del Minsal para el CG, significando un ahorro considerable en tratamientos, al             

mismo tiempo que se evita que la calidad de vida de un paciente se vea mermada                

por el paso por esta enfermedad. 

 

Futuros estudios con mayor tamaño muestral serán necesarios para replicar          

estas asociaciones en nuestra población y para realizar un análisis de mapeo fino de              

la variación genética en los loci identificados en este trabajo​96​. 
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• Se está escribiendo un manuscrito para una publicación que incluye datos del             

objetivo 1 de esta tesis.  
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X. ANEXOS 

 

Figura suplementaria 1. Primeros 10 países con la mayor tasa de mortalidad cruda             

para el Cáncer Gástrico para ambos sexos, todas las edades en el 2018. Datos              

obtenidos de la Agencia Internacional para la Investigación del Cáncer          

(https://gco.iarc.fr/today/home).  
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Tabla Suplementaria 1. Resultados del meta-análisis realizado por el grupo de           

Mocellin et al (2015): Variantes genéticas asociadas significativamente con el riesgo           

de cáncer gástrico con un nivel de evidencia intermedio o alto.  
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X.1 ​Objetivo Específico 1 

 

 

Tabla Suplementaria 2. Región de nacimiento de los 1691 individuos analizados           

que pertenecen al proyecto ChileGenomico. 

 

 

 

 

Tabla Suplementaria 3. ​Resumen edad y sexo de los 1691 individuos analizados            

que pertenecen al proyecto ChileGenomico. 

106 



 

 

 

 

Figura Suplementaria 2. ​Regresiones de las ancestrías globales Europea, Africana,          

Aymara, Mapuche y Amerindia estimadas en 1465 individuos del proyecto de           

ChileGenomico con 137 Marcadores Informativos de Ancestría (AIMs)        

genotipificados con KASPar con 150 AIMs genotipificados por GT-Seq. Coeficiente          

de determinación: R​2​; y valor de p de : p.β1  
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Figura Suplementaria 3. Regresiones entre la ancestría global estimada con el           

programa ADMIXTURE y ancestría global estimada desde el total de la ancestría            

local inferida con RFMix para las 420 muestras del proyecto de ChileGenomico.            

Modelos lineales con el estadístico R​2​. Ancestría global (global): se estimó con el             

programa ADMIXTURE. Ancestría local (local): ancestría global calculada con el total           

de loci de cada población ancestral inferidos por ancestría local. Coeficiente de            

determinación: R​2​. 
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Tabla Suplementaria 4. ​Proceso de selección de SNPs de riesgo de Cáncer            

Gástrico para su genotipificación por medio de la técnica GT-Seq. Investigador: lista            

de SNPs entregadas por el investigador encargado del Cáncer Gástrico. Selección           

por p y OR: se agregaron SNPs que cumplieron con esos criterios. No Diseñado:              

SNPs cuyos partidores no fueron diseñados. Corrida de Prueba: SNPs que           

generaron homo o heterodímeros de partidores, por lo que fueron eliminados de la             

lista de SNPs seleccionados. Desequilibrio de Ligamiento (LD): Lista final de SNPs            

donde se eliminaron aquellos que se encontraban con un r​2​ mayor a 0.8.  
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Figura Suplementaria 4. Frecuencia de las proporciones de ancestrías globales          

Europea, Aymara y Mapuche de 1691 individuos del proyecto de ChileGenomico. 
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Figura Suplementaria 5. División de Chile por macrozonas. Las macrozonas          

incluyen un subgrupo de regiones políticas del país: a) Norte Grande: Arica y             

Parinacota (XV), Tarapacá (I) y Atacama (II); b) Norte Chico: Copiapó (III) y             

Coquimbo (IV); c) Centro: Valparaíso (V), Metropolitana (XIII o RM), Libertador           

General Bernardo O’Higgins (VI), Maule (VII), Biobío (VIII); d) Sur: Araucanía (IX),            

Los Ríos (XIV) y Los Lagos (X); y e) Austral: Aysén del General Carlos Ibáñez del                

Campo (XI) y Magallanes y la Antártida Chilena (XII). 
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Figura Suplementaria 6. Puntaje de Riesgo Poligénico (PRS) en las distintas           

macrozonas del País. Datos representados por el promedio error estándar. Prueba        ±     

de ANOVA. Valor de p de la ANOVA: ANOVA p-value. 
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Figura Suplementaria 7. ​Representación de cromosomas mestizos con sus         

regiones asociadas a las ancestrías Africana: AFR, Ancestría Europea: EUR (azul),           

Ancestría Amerindia: AMR (verde), y Ancestría Desconocida: UNK (negro). La          

ancestrías locales de las regiones cromosómicas fueron inferidas con el programa           

RFMIX. Se presentan dos individuos: A) Individuo con 72% de ancestría Nativa y             

24% de ancestría Europea; y B) Individuo con 49% de ancestría Europea y 47% de               

ancestría Nativa. Megabases: Mb. 

 

  

113 



 

X.2 ​Objetivo Específico 2 

 

 

Figura Suplementaria 8. Flujo de trabajo del control de calidad realizado a los             

genotipos de la muestra caso-control obtenidos con el microarreglo Global Screening           

(GSA). 

 

 

 

Tabla Suplementaria 5. Características de edad y sexo de 317 controles y 301             

casos de Cáncer Gastrico. Datos representados con el número de muestras y el             

porcentaje del total de la muestra. Valor de p de la prueba de t-student: p. 
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Figura Suplementaria 9. Estimaciones de las Ancestrías Globales Europea (CEU e           

IBS), Africana (YRI), Asiática (CHB), Aymara (PEP) y Mapuche (MAP) en la muestra             

caso-control de Cáncer Gástrico (GSA). La muestra GSA incluye 326 controles y 316             

casos de Cáncer Gástrico. Proporción del genoma: proporción de ancestría global           

asociada a una componente ancestral (CEU, IBS, YRI, CHB, PEP o MAP). K es el               

número de componentes ancestrales utilizados para estimar las ancestrías globales          

de cada individuo. 

 

 

115 



 

 

Figura Suplementaria 10. Error de Validación Cruzada para las estimaciones de           

ancestrías globales de 329 controles y 316 casos de Cáncer Gástrico. Estimación de             

ancestrías globales por individuo fue realizado con ADMIXTURE. K es el número de             

poblaciones que se utilizaron para estimar la ancestría global de cada individuo. 
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Figura Suplementaria 11. Error de Validación Cruzada para las estimaciones de           

ancestría de 317 controles y 301 casos de Cáncer Gástrico. Se eliminaron individuos             

por parentesco con el programa REAP. Estimaciones de ancestrías globales por           

individuo fue realizado con el programa ADMIXTURE. K es el número de poblaciones             

que se utilizaron para estimar la ancestría global de cada individuo. 
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Tabla Suplementaria 6. Proporción del genoma que pertenece a las ancestrías           

Mapuche, Aymara, Europea, Africana y Asiática de 317 controles y 301 casos de             

Cáncer Gástrico. Error Estándard: EE, valor de p para la prueba de t-student: p.  
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Figura Suplementaria 12. Análisis de Componentes Principales (PCA) en la          

muestra de 317 controles y 301 casos de Cáncer Gástrico. Se utilizaron cinco             

poblaciones de referencia; Europea (CEU), Africana (YRI), Este de Asia (EAS),           

Aymara (AYM) y Mapuche (MAP), y las muestras mestizas de casos y controles. Se              

utilizó el programa Plink1.9. Componente principal: PC. 
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Figura Suplementaria 13. Frecuencia de los alelos de nueve SNPs que no tienen             

diferencias significativas entre controles y casos de Cáncer Gástrico. Freq_A1:          

Frecuencia Alelo de Riesgo; Freq_A2: Frecuencia de alelo no Riesgo; Missing: Datos            

perdidos. Test: Chi-cuadrado. 
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X.3 ​Objetivo Específico 3 

 
 
Control de calidad ancestría local vs global muestra caso-control 
 
 

 

Tabla Suplementaria 7​. Frecuencias de ancestrías locales Europea (EUR) o          
Amerindia (AMR) de los alelos de riesgo de cinco SNPs. Valor de p de la prueba de                 
Chi-cuadrado: valor de p.  
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Figura Suplementaria 14. ​Número de Individuos (N) necesarios para identificar una           

variante significativa, en un estudio con un poder del 80% y un valor de p de                

significancia < 0.001, por el riesgo (odd ratio) de desarrollar la enfermedad en un              

análisis de solo casos de admixture mapping. N de la muestra: 294 casos de Cáncer               

Gástrico. 
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Figura Suplementaria 15. Número de Individuos (N) necesarios para identificar una           

variante significativa, en un estudio con un poder del 80% y un valor de p de                

significancia < 0.001, por el riesgo (odd ratio) de desarrollar la enfermedad en un              

análisis de caso-control de admixture mapping. N de la muestra: 308 controles y 294              

casos de Cáncer Gástrico. 
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Figura Suplementaria 16. Gráfico cuantil-cuantil (Q-Q) de los valores de p           

observados en el análisis de solo casos de admixture mapping para la ancestría             

Amerindia y los valores de p esperados. Observed -log​10​(p): -log​10 de los valores de p               

calculados con z-score. Expected -log​10​(p): -log​10 de los valores de p esperados en             

una muestra que tiene una distribución normal. 
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Tabla Suplementaria 8. Nombre de los genes encontrados por la herramienta web            

PANTHER dentro de las regiones genómicas asociadas a la ancestría Amerindia           

identificadas por AM. 

 

 

 

Tabla Suplementaria 9. Nombre de las vías de señalización encontradas por la            

herramienta web PANTHER dentro de las regiones genómicas asociadas a la           

ancestría Amerindia identificadas por AM. 
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