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RESUMEN

HAPLOTIPOS DEL GEN DE LA TIMIDILATO SINTASA (REGIONES
S’UTR Y 3’°UTR) EN UNA MUESTRA DE POBLACION DE LA REGION
CENTRAL DE VENEZUELA

AUTORA:

CECILIA ANDREINA VILLEGAS MENDOZA

TUTORA:

DRA. NANCY DE LA TRINIDAD MORENO DE MARTINEZ

La enzima Timidilato Sintasa (TS) codificada por el gen TYMS, es un blanco para 5-
Fluorouracilo (5-FU) y Metotrexato, antineoplasicos que inhiben su funcién. La
expresion de TYMS estd modulada principalmente por un polimorfismo en 5’UTR el
cual consiste en secuencias de 28 pb repetidas en tdndem, los alelos mas comunes,
son los de dos (2R) y tres repeticiones (3R), este Ultimo se asocia con niveles
elevados de TS. En 3°UTR de TYMS existe otro polimorfismo consistente en la
delecion de 6pb, cuya presencia se asocia con inestabilidad del ARNm y disminucién
de los niveles enziméaticos. Una menor expresién de TS, se relaciona con mejor
respuesta farmacol6gica en pacientes con cancer tratados con ambos farmacos. El
objetivo del trabajo fue: Analizar los haplotipos del gen TYMS (regiones 5’UTR y
3’UTR) en una muestra de poblacion de la region central de Venezuela. Se obtuvo
consentimiento informado, se tomd una muestra sanguinea para aislar ADN. La
determinacion de los polimorfismos se realiz6 mediante ensayos de Reaccion en
Cadena de la Polimerasa y en la region 3'UTR se utilizd digestion con enzimas de
restriccion. Se identificaron 6 haplotipos cuyas frecuencias fueron: 2R/-6pb (5,96%),
2R/+6pb (31,7%), 3R/-6pb (31,3%), 3R/+6pb (30%) 4R/-6pb (0,38%), 4R/+6pb
(0,57%). El analisis de diplotipos en el conjunto de individuos estudiados arrojo que
el 50,77 de la poblacién posee un fenotipo de alta expresion de TS, lo que esta
asociado a respuesta pobre al tratamiento con 5-FU y Metotrexato. Los resultados del
trabajo aportan conocimientos basicos necesarios para iniciar estudios de
farmacogenética relacionados con la utilizacion de estos farmacos en pacientes con
cancer.

Palabras clave: Gen TYMS, Timidilato sintasa, haplotipos, 5-FU, Metotrexato



CAPITULO I

INTRODUCCION

1.1 Planteamiento del problema

La Timidilato Sintasa (TS), es una enzima fundamental en el metabolismo del
uracilo, la reparacion del ADN y el balance de los cuatro nucle6tidos requeridos para
la sintesis del mismo. Su funcion principal es catalizar la conversion de 5-
desoxiuridina monofosfato (dUMP) hasta 5-desoxitimidina monofosfato (dTMP), un
precursor esencial para la sintesis de ADN durante la replicacion celular (Voet y Voet
2006). Debido a que la inhibicién de TS trae consigo consecuencias catastroficas
sobre la replicacidn, siendo el efecto mas notable la muerte celular; a lo largo de los
afios se han utilizado diversos farmacos cuyo mecanismo de accién esta basado en la
inhibicion de la funcion de TS con el fin de tratar las enfermedades que involucran
crecimiento celular acelerado, como lo es el cancer. Sin embargo, se ha demostrado
gue la efectividad de estos agentes, depende, entre otros factores, de la tasa de
expresion de esta enzima, elemento que juega un rol bien importante en el tipo de
respuesta farmacologica de cada individuo (Krajinovic et al., 2002; Danenberg 2004;
Lenz et al., 2004; Marsh, 2005; Lima et al., 2013).

La expresion de TS esta modulada por varios polimorfismos en el gen que
codifica esta enzima (TYMS); uno de ellos, se encuentra en la regiéon no traducible en

el extremo 5’ (5’UTR), se conoce con el nombre de TSER y consiste en secuencias



de 28 pb repetidas en tindem que actiian como un elemento cis activador (Kaneda et
al., 1990; Lurje et al., 2009). Las repeticiones mas frecuentes son las formas alélicas
de dos y tres repeticiones identificadas como 2R y 3R, respectivamente (Marsh et al.,
1999; Marsh, 2005). En 3R se ha descrito, a su vez, un polimorfismo de un soélo
nucleétido (G>C) en la posicion 12 de la segunda repeticién (Mandola et al., 2003),
lo que da lugar a tres formas alélicas: 2R, 3RC y 3RG. El otro polimorfismo
identificado en este gen es la variacion de una secuencia de 6 pb (TTAAAG) en la
posicion 1494 en 3’UTR del gen (1494DEL6) cuya insercion o delecion se identifica
respectivamente como: +6pb y -6pb (Ulrich et al., 2000).

En este sentido, varios autores han demostrado que estas variantes alélicas
estan estrechamente relacionadas con el nivel de expresién de TS, lo que a su vez esta
asociado a la respuesta terapéutica, de manera que existe una relacién inversa entre el
nivel intracelular de enzima y el beneficio terapéutico en pacientes que reciben
quimioterapia con farmacos inhibidores de TS (Danenberg 2004; Marsh, 2005), de
modo que, ha sido demostrado a través de numerosos estudios que niveles altos de TS
se correlacionan directamente con mal prondstico en cancer de mama (Pestalozzi et
al., 1997), cancer gastrico (Lentz et al., 1996), cancer colorrectal (Aschele et al.,
1999) y Leucemia Linfoblastica (Krajanovic et al., 2002), entidades cuyo tratamiento
esta basado en este tipo de agentes quimioterapéuticos. En Venezuela se publicé un
trabajo importante donde se investigb la expresion de TS a través de métodos
inmunohistoquimicos, en muestras de biopsias provenientes de 34 pacientes con
cancer de colon quienes recibieron tratamiento con 5F-U y leucovorina. Los pacientes
en cuyos tumores se detectd una expresion baja de TS, mostraron una evolucion mas

favorable y tuvieron una mayor probabilidad de sobrevida (Hernandez et al., 2007).

Debido a que los polimorfismos del gen TYMS, juegan un rol fundamental en
la expresion de esta enzima, diversos autores proponen la utilizacion de los mismos

como elementos predictores de la efectividad de los farmacos inhibidores de TS



(Ross et al., 2010; Nalejska et al., 2014), hecho que est& basado en estudios diversos
donde se ha demostrado que los individuos con el genotipo 3R/3R en 5’UTR del gen
poseen una mayor eficiencia en la traduccién de ARNm de TS al ser comparados con
los individuos que poseen los genotipos 2R/3R y 2R/2R, quienes reflejan menores
niveles intracelulares de enzima (Kawakami et al., 2001). Asimismo estudios de
correlacion entre estos genotipos y la respuesta clinica demuestran que los pacientes
con genotipo 3R/3R tratados con MTX y 5-FU tienen mayor probabilidad de
presentar una respuesta deficiente al tratamiento en relacion a los pacientes con los
genotipos 2R/3R o0 2R/2R (Krajinovic et al., 2002; Huang et al., 2009).

Con respecto a la influencia que tienen la variantes genéticas en 3° UTR sobre
el nivel de expresion de TS, se ha determinado que el alelo -6pb esta vinculado con
inestabilidad del ARNm, niveles bajos del mismo y menor expresion enzimatica
(Ulrich et al., 2000; Lenz et al., 2002; Pullmann et al., 2006,). La importancia clinica
de dicha variante fue estudiada por Huang et al. (2009), quienes encontraron que los
pacientes con cancer de estdémago tratados con 5-FU que eran homocigotos para la
insercion (+6pb/+6pb) tenian una sobrevida total mas corta (11,5 meses) en
comparacion con los que portaban el genotipo -6pb/-6pb (36,9 meses) o +6pb/-6pb
(20,8 meses).

La distribucién de los genotipos TSER y 1494DELG6 se presenta de forma
variable en las distintas poblaciones, pudiendose observar en la mayoria que las
formas alélicas mas comunes (3R y +6pb) son las que condicionan al individuo a
respuesta deficiente ante la terapia con farmacos inhibidores de TS (Marsh et al.,
1999; lacopetta et al., 2001; Acuiia et al., 2006; Lecomte et al., 2004). Por ejemplo, se
ha reportado que el alelo 3R es predominante en poblaciones de origen asiatico, con
una frecuencia mayor al 80% en China, sin embargo en la poblacion caucasica la
frecuencia varia en torno al 60% (Marsh et al., 1999). Las mismas variaciones han
sido observadas con respecto a la distribucién de las formas alélicas en 3’"UTR; de

manera que en poblacion caucésica se ha reportado una frecuencia de 29% para la



variante -6pb, no obstante la frecuencia del mismo alelo en poblacién asiatica alcanza
el 65,30%, segun datos reportados por Ulrich et al. (2000), e Inoue et al. (2009),

respectivamente.

Tomando en cuenta estas diferencias poblacionales, y dada la importancia que
tiene la identificacion de estas variantes alélicas en individuos con cancer con alto
riesgo de recidiva de acuerdo a sus caracteristicas genéticas; enfermedad que en
Venezuela ocupa el segundo lugar entre las causas muertes en adultos y nifios con
edades comprendidas entre los 5-14 afios (MPPS/Anuario de mortalidad 2011), es
recomendable emprender el estudio de genes con importancia en farmacogenética;
disciplina que estudia el efecto de la variabilidad genética de un individuo en su
respuesta a determinados farmacos, y por estos motivos se ha planteado como
objetivo de este trabajo: Analizar los haplotipos del gen de la Timidilato Sintasa
(regiones 5’UTR y 3’UTR) en una muestra de poblacion de la region central de
Venezuela, y en un grupo de pacientes con diagnosticado con Leucemia Linfoblastica
Aguda, como paso previo al analisis de pacientes con cancer. Los datos obtenidos
pueden contribuir a la personalizacion del tratamiento de los pacientes con ciertos
tipos de neoplasias malignas y otras enfermedades, lo cual maximizaria la respuesta

terapéutica.



1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo general

Analizar los haplotipos del gen de la Timidilato Sintasa (regiones 5’UTR y 3’UTR)
en una muestra de poblacion de la Regién Central de Venezuela, y en un grupo de
pacientes diagnosticados con Leucemia y tratados con Metotrexato.

1.2.2 Objetivos especificos:

1.- Obtener frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos siguientes:

e Repeticion en tandem de minisatélites en la regiéon 5’UTR del gen TYMS
e Ausencia o presencia de la delecion de 6pb en la posicion 1494 en la region
3’UTR del gen TYMS
2.- Determinar el equilibrio de Hardy-Weinberg

3.- Estimar los haplotipos 5’UTR/3’UTR

4.- Establecer los posibles diplotipos y la frecuencia con la que éstos se presentan en

la poblacion analizada.
5.- Inferir en el fenotipo de expresion de TS mediante el analisis de los diplotipos.

6.- Comparar estadisticamente los resultados de este estudio con los obtenidos en

otras poblaciones



7.- Investigar el posible desbalance alélico o pérdida de la heterocigocidad de las
variantes presentes en las regiones 3’UTR y 5’UTR del gen TYMS en dos poblaciones
celulares diferentes (Medula 6sea y células bucales) de pacientes diagnosticados con
diagnostico de Leucemia, tratados con metotrexato y atendidos en el Servicio de

Hematologia del Hospital Central de Maracay - Edo. Aragua.



CAPITULO I

MARCO TEORICO

2.1 TIMIDILATO SINTASA

La Timidilato sintasa (TS) (EC 2.1.1.45) es un homodimero evolutivamente
muy conservado de 70 kD y 330 aminoacidos, donde alrededor del 20% de sus
residuos se mantienen invariables en los mamiferos, bacterias, virus, hongos y
protozoos. Un elevado porcentaje de estos residuos se ubican en una hendidura que
representa el lugar activo. Esta enzima tiene un rol fundamental en el metabolismo,
reparacion del ADN vy el balance de los cuatro nucleotidos requeridos para la sintesis
del mismo, siendo su funcion principal la de catalizar la conversién de 5-
desoxiuridina monofosfato (dUMP) hasta 5-desoxitimidina monofosfato (dTMP) un
precursor esencial para la sintesis de ADN durante la replicacion celular (Voet y Voet
2006).

El mecanismo de sintesis de dTMP, llevado a cabo por la TS involucra la
metilacion reductiva de dUMP mediante la transferencia de una unidad de carbono a
nivel de oxidacién de metileno y reduciéndolo a nivel de metilo. Durante esta
reaccion el 5,10 Metilentetrahidrofolato (5,10-MTHF) actia como cofactor y donador
del grupo carbono, generando a su vez la conversion simultanea de este Ultimo hasta
dihidrofolato (DHF), quien posteriormente es regenerado por otros mecanismos

enziméticos (Figura 1A). De esta manera la TS provee uno de los cuatro sustratos



Indispensables para la sintesis de ADN, ademas de tener importantes
implicaciones en el metabolismo del folato de la célula. (Voet y Voet 2006)

Estas funciones hacen de TS un elemento esencial en la multiplicacion celular,
motivos que la convierten en el principal blanco de accion de los farmacos utilizados
en la terapia contra el cancer, enfermedad que involucra una proliferacion celular

autonoma y descontrolada.

Entre estos agentes destaca el 5-fluorouracilo (5-FU) y su compuesto activo la
5-Fluorodesoxiuridina monofosfato (5-FAUMP), un analogo de uracilo capaz de
unirse a TS en presencia de 5,10-MTHF, y formar un complejo covalente TS-
5FdUMP-MTHF, que bloguea su funcion, disminuyendo al mismo la disponibilidad
de la misma para sintetizar dTMP vy replicarse, lo que trae como consecuencia la
muerte celular (Voet y Voet 2006; Nishino et al., 2013) (Figura 1B).

Por otra parte, se encuentran los analogos de folato, cuyo representante mas
comun es el Metotrexato (MTX), estos farmacos poseen un mecanismo de accion
basado en la inhibicion “indirecta” de la funcion de TS. ElI MTX, al igual que los
analogos de uracilo, inhiben la sintesis de pirimidinas por medio del bloqueo de la
accion de TS, pero en este caso el mecanismo de accion se basa en la inhibicion de la
enzima Dihidrofolato reductasa (DHFR), un elemento clave en el ciclo de
regeneracion del 5,10-MTHF, compuesto que es preciso para la funcion de TS. (Tian
y Cronstein 2007).
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J\ TIMIDILATO SINTASA oJ‘\
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5,10 Metilen-THF
GLICINA NADPH-+H*
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TRANSHIDROXIMETILASA DHFR
SERINA NADP*
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5,10-MTHF
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Figura 1. A) Relacion entre la TS y la sintesis de pirimidinas. B) Formacion del
complejo TS-FAUMP-MTHF (Inactivo) en presencia de FAUMP. Fuente:
Modificado de Longley et al. (2003).
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2.1.1 Gendela TS (TYMS)

La enzima TS es codificada por el gen TYMS (OMIN# 188350), ubicado en el
brazo corto del cromosoma 18, en la regién 18p11.32. (Hori et al., 1990), contiene 7
exones y codifica una proteina de 313 aminoacidos (Kaneda et al., 1990). Las
caracteristicas estructurales del gen TYMS son unicas en comparacién con muchos
otros genes, especialmente en el extremo 5’ no traducible (5’UTR), zona reconocida
como la “region promotora del gen TYMS”; es alli donde se encuentran los elementos
esenciales que participan en la regulacion de su expresion, proceso que a su vez, esta
modulado por varios polimorfismos cuya presencia 0 ausencia repercuten
directamente sobre la tasa de transcripcion y traduccion de TS, y cuyas variantes se
han vinculado a la eficacia terapéutica de diversos farmacos utilizados en la terapia
anti cancer. (Villafranca et al., 2001; Edler et al., 2002; Krajinovic et al., 2002;
Kawakami y Watanabe 2003; Marsh, 2005; Lurje et al., 2009; Hu et al., 2012)

El promotor de TYMS posee caracteristicas especiales que lo diferencian de la
mayoria de los genes, no posee caja TATA ni caja CAAT, sin embargo a lo largo de
la region 5’UTR existen otros elementos menos comunes, pero esenciales para la
actividad potenciadora del mismo. Algunos de estos estos elementos tienen
implicacion sobre la tasa de transcripcion, otros, a su vez, pueden tener repercusion
tanto en la tasa de transcripcion del gen como en la traduccion. Son: 1) La secuencia
consenso GAGGCGGA, reconocida por ser motivo de union de factores de
transcripcion de tipo Spl, los cuales tienen como funcién promover la expresion
génica. 2) la “caja CACCC?”; esta secuencia reguladora se encuentra en un gran
numero de genes, y en un amplio espectro de especies, incluidas las plantas, donde
actia potenciando la transcripcion; En el gen TYMS de humanos, se encuentra
ubicada a 70 pb corriente arriba del motivo de unién a Spl y ha sido ampliamente
estudiada en los genes de la beta globina humana debido a que son sitios de union de


http://omim.org/entry/188350#reference4
http://omim.org/entry/188350#reference4
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factores de transcripcion del tipo EKLF (del inglés: Erythroid Kruppel-Like Factor)
los cuales, se sabe son necesarios para la expresion de estos genes en etapas
especificas (Li et al., 2006). 3) Repeticiones en tandem de 28pb, estas ultimas
consisten en secuencias de 28 pb repetidas en tindem que actian como un elemento
cis activador puesto que a lo largo de las mismas existen motivos de union de factores
de transcripcion que actGan como un potenciador (del inglés: enhancer) y tienen
como funcion aumentar la sefial de transcripcion (Kaneda et al., 1990; Horie y
Takeishi 1997; Lurje et al., 2009; Mandola et al., 2003).

Los tres elementos principales del promotor actian en conjunto para mantener
la actividad del mismo, y cada uno de los cuales es esencial para modular la
expresion de TYMS en distintos niveles, por ej. El motivo de unién Spl
(GAGGCGGA) es considerado como la secuencia central del promotor cuya funcién,
al igual que la caja CACCC es mantener la actividad a nivel transcripcional, lo que
genera un efecto positivo sobre la tasa de expresion de TS (Horie y Takeishi 1997),
cabe destacar que entre ambas regiones y en una region corriente arriba de la caja
CACCC se identifican secuencias reguladoras que por el contrario, tienen una

funcién negativa sobre la expresion del gen (Figura 2) (Horie y Takeishi 1997).

5' UTR Repeticiones en Tandem de 28ph
Elementos reguladores negativos (Motivos de union de USF-1/2)

—H—i— CajaCACCC

-221 -142 -112 -97 -62 -41

Secuencia

SIT invertida

+1

Motivo de union Sp1

Figura 2. Elementos funcionales del promotor del gen TYMS.

Fuente: Kaneda et al., 1990; Horie y Takeishi 1997



12

Ademas de los elementos antes mencionados, la repeticiones en tdndem de 28
pb presentes en 5’UTR presentan en el interior de su secuencia motivos de unién de
factores de transcripcion del tipo USF1 y USF2 (secuencia consenso CACTTG),
elementos cuya funcion es controlar la expresion a través del incremento de la sefial
de transcripcion (Figura 2) (Mandola et al., 2003; Marsh, 2005). Las repeticiones en
tdndem de 28pb en 5’UTR son fundamentales para el funcionamiento del enhancer
por dos importantes razones; en primer lugar, llevan consigo los motivos de union
USF, de manera que al existir un mayor numero de repeticiones, aumenta la cantidad
de sitios de union para estos factores, lo que mantiene un efecto mayor sobre la
transcripcion (Mandola et al., 2003; Marsh, 2005). En segundo lugar, porque estas
repeticiones participan en la formacién de estructuras secundarias en forma de bucle,
hecho que es promovido por la presencia de una secuencia invertida complementaria
a la secuencia de 28 pb, y que se localiza corriente arriba de este sitio (Figura 3). Este
evento contribuyen no solo a la amplificacion de la sefial del promotor TYMS (Marsh,

2005), sino también a la regulacién postranscripcional (Gibson, 2006).

Se ha propuesto que al menos una copia de las repeticiones es necesaria para
la interaccion con la secuencia invertida, dando lugar a la formacién de una estructura
de bucle con tallo, cuyo tamafio, viene determinado por el nimero de repeticiones

presentes en dicha region del gen (Figura 3) (Marsh, 2005; Gibson, 2006).
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A Repeticiones
Secuencia enTandem Codénde
invertida iniciacion Exones
3 2 1

Figura 3. Elementos moduladores de la expresién de TYMS. A) Region limitante
5’UTR del ARNm TS, elementos proximos al codén de iniciacion. B) Formacion de

estructuras de bucle con tallo en la region limitante 5S’UTR del ARNm de TS.
Fuente: Modificado de Gibson, (2006).

La participacion de esta estructura secundaria durante la regulacion de la
expresion de TS a nivel postranscripcional, viene dada porque la traduccién de
ARNmM de TS humana estad controlada por su propio producto; estudios recientes
indican que TS posee también un papel como proteina autorreguladora de union al
ARNmM, en dicha funcion, TS puede unirse a la estructura tallo-bucle en 5’UTR de su
propio ARNm, en una region cercana al coddn de iniciacion, desestabilizando la
unién ribosoma-ARNmM e inhibiendo finalmente la traduccion (Chu et al., 1991). Este
mecanismo de autorregulacion ocurre cuando tiene lugar la presencia de dos
repeticiones de 28pb, no obstante, puede verse impedido en el caso de que exista una
repeticion adicional, ya que la copia adicional altera la estructura secundaria del tallo-
bucle ubicando a la region promotora en una proximidad méas cercana al sitio de
inicio de la traduccion, lo que impide la union de TS en ese lugar, y por ende, la
adecuada inhibicion por retroalimentacion conduciendo a un mayor nivel de

expresion de enzima activa (Gibson, 2006).
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2.2 POLIMORFISMOS EN EL GEN TYMS

Los polimorfismos del gen TYMS constituyen uno de los ejemplos clinicos
mas desarrollados a nivel de farmacogenética debido al importante papel que ejerce
TS en el metabolismo de las pirimidinas y del folato, habiéndose relacionado
principalmente a la respuesta terapéutica de varios medicamentos. Hasta el momento
se han descrito tres polimorfismos en el gen TYMS, todos asociados a la modulacién
de la expresion de TS; dos de éstos se encuentran ubicados en la region 5S’UTR y
consisten en un variable numero de repeticiones de 28 pares de bases en la region del
promotor (Horie et al., 1995), y un polimorfismo de nucleétido simple (SNP) (G>C)
(Mandola et al., 2003); EI tercer polimorfismo es una variacion de 6pb en el extremo
3’UTR (Urlich et al., 2000).

La asociacion existente entre estos polimorfismos y el nivel de respuesta
terapéutica se debe principalmente a su funcién como moduladores de la expresion de
TYMS, cuyas formas alélicas mas comunes en la poblacion estdn estrechamente
relacionadas con el aumento de los niveles de TS, lo que al mismo tiempo se
relaciona de forma inversa con el beneficio terapéutico observado en pacientes con
cancer tratados con farmacos inhibidores de esta enzima (Danenberg, 2004; Lentz,
2004). La sobreexpresion de TS se ha relacionado con el desarrollo de resistencia a
drogas, tales como 5-FU y sus prodrogas orales (Ej. Capecitabine), MTX y otros
antifolatos (Ej. Ralitraxed), los cuales son farmacos de eleccion en el tratamiento de
neoplasias malignas que afectan el tracto gastrointestinal y leucemias del tipo

linfoide.

Varios estudios basados en la cuantificacion de TS mediante técnicas de
inminohistoquimica han ratificado la existencia de esta relacion inversa entre el nivel

intracelular de enzima y el beneficio terapéutico, lo que se ve reflejado en la tasa de
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supervivencia del paciente con céncer. Aschele et al. (1999) estudiaron esta
correlacion en 48 pacientes de nacionalidad italiana que padecian de céancer
colorrectal avanzado y cuya terapia estaba basada en dosis de 5-FU en combinacion
con MTX y Leucovorina de forma alternada, ellos observaron que el 66% de los
pacientes que presentaron baja expresion TS tuvo una respuesta favorable, no
obstante en aquellos con alta expresion de enzima, solo se observd respuesta en el
24%. Un resultado similar fue encontrado por Cascinu et al., (1999), quien observo
que la mayor tasa de respuesta a 5-FU, en correlacion con otros parametros, ocurre en
pacientes con bajos niveles de TS, en los cuales también se observd una mayor
reduccion del tumor y una mayor duracion en el tiempo de respuesta. En este mismo
orden Leichman et al. (1997) estudiaron la tasa de respuesta y supervivencia de
pacientes con cancer colorrectal de colon tratados con 5-FU en funcién de los niveles
TS, basado en la cuantificacion de ARNm mediante la técnica de PCR en tiempo real,
encontrando en dicho estudio que los individuos con alta expresion de TS poseian
una supervivencia media mucho menor (8,2 meses) en comparacion con los que
exhibian menor cantidad de enzima circulante, cuya supervivencia media fue de 13,6

meses.

2.2.1 Polimorfismo TSER (rs34743033)

Este polimorfismo descrito por Horie et al. (1995), consiste en repeticiones en
tdndem de secuencias de 28 pb en 5’UTR de TYMS que actian como un elemento cis
activador (Figura 4) (Kaneda et al., 1990; Lurje et al., 2009). Recibe el nombre de
TSER (por sus siglas en inglés: Tymidylate Sintase Enhancer Region) y las
repeticiones pueden variar en nimero desde dos (TSER*2) hasta nueve (TSER*9),
siendo las mas frecuentes, las formas alélicas de dos (TSER*2) y tres repeticiones

(TSER*3) (Figura 4), identificadas también como 2R y 3R respectivamente; sin


http://clincancerres.aacrjournals.org/search?author1=Stefano+Cascinu&sortspec=date&submit=Submit
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embargo, formas alélicas con un mayor nimero de repeticiones (TSER*4/*5/*9) se
han observado principalmente en poblacion africana y asiatica (Marsh et al., 1999;
Luo et al., 2002).

+1 5'UTR ORF 3'UTR

oot £ -

) <€EINE&EIN C. TTATGAACTTTAAAGTTATAGT +6pb
A. TSER*2 TTATGAACT "~~~ "TTATAGT -6pb

) T T &TY

TSER*3

5'-CCGCGCCACTT|IGGCCTGCCTCCGTCCCG-3'

5"-CCGCGCCACTTICGCCTGCCTCCGTCCCG-3'

2° repeticion de TSER*3

Figura 4. Polimorfismos en el gen de la Timidilato sintasa (TYMS). A)
Polimorfismos TSER. B) Polimorfismo 3RG>C. C) Polimorfismo 1494DELS6.
Fuente: Modificado de Lurje et al. (2009)

La presencia del alelo TSER*3 en 5’UTR del gen estd relacionada
directamente con la sobreexpresion de TYMS, y se ha demostrado que los individuos
que presentan el genotipo 3R/3R tienen una mayor eficiencia en la traduccién de
ARNmM del gen cuando son comparados con aquellos que poseen los genotipos 2R/3R
y 2R/2R, quienes reflejan menores niveles intracelulares de enzima (Kawakami et al.,
2001). En este sentido, Villafranca et al. 2001 realiz6 un estudio dirigido a determinar

si los diferentes genotipos TSER podian ser predictivos del descenso del estadio
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tumoral y la supervivencia libre de enfermedad (SLE) en pacientes con céncer rectal
quienes recibieron tratamiento con 5-FU previa operacion, observando que la
disminucion del estadio tumoral en los pacientes homocigotos para la doble
repeticion y heterocigotos (2R/2R y 2R/3R) fue 3,7 veces mayor que en los pacientes

homocigotos 3R/3R.

Asimismo estudios de correlacion entre estos genotipos y la respuesta clinica
demuestran que los individuos que poseen la variante genética 3R/3R tienen una
mayor probabilidad de presentar falla terapéutica o una respuesta deficiente ante el
tratamiento con agentes quimioterapéuticos inhibidores de TS; Un ejemplo de ello es
el trabajo realizado por Krajanovic et al. (2002), quienes estudiaron nifios con
leucemia linfoblastica aguda (LLA) tratados con MTX y que poseian este genotipo,
encontrando que los mismos presentaban una pobre perspectiva de supervivencia en
comparacion con los que portaban los genotipos 2R/3R y 2R/2R; EI mismo resultado
fue hallado por Huang et al. (2009), al estudiar pacientes con cancer gastrico que
habian sido tratados con 5-FU.

Esta implicaciones clinicas, relacionadas al genotipo TSER de los individuos
con cancer, han sido el basamento para proponer a este polimorfismo como un
elemento predictor de respuesta farmacoldgica (Villafranca et al., 2001); lo que viene
dado principalmente por la relacion existente entre el alelo 3R y el aumento de la
eficiencia en la transcripcion y traduccion de TYMS, por tanto que la indagacion del
genotipo en este tipo de pacientes resulta en una herramienta de gran utilidad para el
médico tratante, ya que brinda informacién potencial acerca de la selecciéon de la

terapia, monitoreo de la enfermedad y prondstico de la misma.
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2.2.2 Distribucion del polimorfismo TSER en distintas poblaciones

Los alelos TSER estan distribuidos de manera variable en los distintos grupos
poblacionales. Se ha reportado que el alelo 3R es predominante en poblaciones de
origen asiatico, con una frecuencia mayor al 80% para China (Marsh et al., 1999; Gao
et al., 2012) y alrededor del 62% en el sureste de Asia (Marsh et al., 1999), en la
poblacion caucasica varia en torno al 60% (Marsh et al., 1999) y en caucasicos
americanos la frecuencia es alrededor del 54% (Marsh et al., 2000; Shi et al., 2005).
En italianos y espafioles las frecuencias se ubican entre el 50 y 43% de la poblacién,
respectivamente (Graziano et al., 2004; Menoyo et al., 2005); mientras que en
afrodescendientes varian entre el 49 y 56% (Marsh et al., 2000). En un estudio
realizado en Latinoamérica, especificamente en poblacion chilena se obtuvo una
frecuencia alélica de 55% para 3R (Acufia et al., 2006). Por otra parte el alelo 2R, en
contraste con lo anterior se ha observado en menor proporcion en poblaciones
asiaticas, con una frecuencia poco menor del 20% en poblaciones china y japonesa,
38% en el sureste de Asia, y alrededor del 40% en poblacién caucasica (Marsh et al.,
1999). Estos datos se encuentran resumidos en la Tabla 1.
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Tabla 1: Frecuencia alélica de los polimorfismos TSER en distintas poblaciones.

Frecuencia alélica

Poblacion n Referencia
2R 3R 4R 9R

Chinos* 439 19% 81% ND ND Gao et al. (2012)

Chinos 192 18% 82% ND ND Marsh et al. (1999)

Surasiaticos 190 38% 62% ND ND

Caucésicos** 192 40% 60% ND ND

Italianos 272 50% 50% ND ND  Graziano etal. (2004)

Espanoles 57% 43% ND ND  Menoyo et al. (2005)

Afroamericanos 184 46% 52% 2% ND Marsh et al. (2000)

Kenyanos 196 44% 49% 7% ND

Ghaneses 496 40% 56% 3% 1%

Cauc_élsicos 208 46% 54% ND ND

americanos

Chilenos 736 55% 45% ND ND  Acufiaetal. (2006)

ND: No determinado

* Chinos de las Provincias de Huian y Jintan

** Caucasicos de las ciudades de Aberdeen y Glasgow, Escocia.

Con respecto a la distribucién genotipica, se conoce que el genotipo 3R/3R es

predominante en poblacidon asiatica con una frecuencia de 67% (China), mientras que

en poblacion caucasica se presenta con una frecuencia del 38%. Por otro lado, solo

del 2% al 5% de la poblacion china posee el alelo 2R en condicion homocigota
(2R/2R) (Marsh et al., 1999, Gao et al., 2012) sin embargo la presencia de este

genotipo en caucasicos es alrededor del 20% (Marsh et al., 1999).

Otros estudios que incluyen datos acerca de la distribucion genotipica de los

genotipos TSER en poblaciones cuyo origen obedece a una mezcla racial permiten

observar que existe igualmente una notable variabilidad en cuanto a su distribucion
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(Tabla 2), ejemplo de ello son los datos obtenidos por lacopeta et al. (2001), quienes
reportan frecuencias de 44% para 3R/3R, 34% para 2R/3R y 22% para el genotipo
2R/2R en un estudio realizado en poblacion australiana; por otra parte, Acufa et al.
(2006) encontro frecuencias de 31% para el genotipo 3R/3R, 47% para 2R/3R y 22%
para el homocigoto 2R/2R en pobladores de Chile. No obstante, cifras notablemente
variables fueron reportadas por Hammad et al. (2012), quien encontr6 frecuencias de
25% para 3R/3R, 39% para la forma 2R/3R, y 35% para el homocigoto 2R/2R en un
estudio realizado en pobladores del sur de Florida, el cual incluyo individuos de
cuatro grupos étnicos distintos (latinos o hispanos, blancos no hispanos,

afroamericanos y asiaticos).

Tabla 2: Frecuencia genotipica del polimorfismo TSER en distintas poblaciones.

Frecuencia genotipica

Poblacion Referencia
3R/3R 2R/3R 2R/2R

Chinos* 66% 29% 5% Gao et al. (2012)

Chinos 67% 31% 2% Marsh et al. (1999)

Caucésicos** 38% 43% 19%

Australianos 44% 34% 22% lacopeta et al. (2001)

Chilenos 31% 47% 22% Acuiia et al. (2006)

Esparioles 19 % 47 % 34 % Bolufer et al. (2007)

Italianos 22% 54 % 22 % Graziano et al. (2004)

Floridanos*** 25% 39% 35% Hammad et al. (2012)

* Chinos de las Provincias de Huian y Jintan

** Caucasicos de las ciudades de Aberdeen y Glasgow, Escocia.

*** Se incluyeron individuos hispanos, blancos no hispanos, afroamericanos y asiaticos. Habitantes del sur de Florida,
Estados Unidos.
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2.2.3 Polimorfismo 3RG>C

Ademas de las repeticiones en tandem existentes en 5"UTR, se ha descrito
otro polimorfismo en esta regién de TYMS que puede ocurrir s6lo en el caso de estar
presente el alelo 3R (Figura 4) y consiste en la sustitucién de una guanina por una
citosina G>C en la posicion numero 12 de la segunda repeticion, lo que da lugar a
dos nuevas formas alélicas: 3RG (alelo silvestre) y 3RC (variante) (Mandola et al.,
2003). Este cambio en la secuencia afecta uno de los dominios de unién de los
factores de transcripcion del tipo USF alterando asi la capacidad de éstos para
enlazarse al ADN, lo que interfiere de manera directa en la activacion transcripcional
de TYMS (Mandola et al., 2003, Thomas et al., 2010).

El Polimorfismo 3RG>C es comin en los blancos no hispanos, blancos
hispanos (latinos), afroamericanos y asiaticos. Estudios en distintas poblaciones
indican una distribucion variable del alelo 3RC, el cual se presenta con una
frecuencia de 56 %, 47 %, 28 % y 37 % para los blancos, hispanos, afroamericanos y

chinos, respectivamente (Mandola et al., 2003).

La presencia de formas alélicas 3RC y 3RG tiene impacto sobre la funcién de
la triple repeticion (3R) en el mecanismo transcripcional de TYMS, pudiendo
determinar su funcién activadora, de manera que el alelo 3RC se relaciona con
disminucion de la eficiencia de traduccion de TS; permitiendo clasificar a los
individuos que poseen este alelo dentro del grupo de “baja expresion” en
conformidad con aquellos que presentan el alelo 2R (Mandola et al., 2003; Lurje et
al., 2009). Kawakami et al., (2003), estudio este polimorfismo en una poblacion de
285 individuos con cancer colorrectal, observando una mayor tasa de supervivencia
en el grupo de baja expresion (genotipos 2R/2R, 2R/3C y 3C/3C) tratados con
fluoropirimidinas, en comparacion con el grupo clasificado como de “alta expresion”
(genotipos 2R/3G, 3C/3G, 3G/3G), en el cual no hubo ningun tipo de beneficio. Un
resultado similar fue observado por Li et al. (2013), quienes reportaron una mayor



22

tasa de respuesta en individuos con cancer de pulmoén que exhibian los genotipos
2R/2R, 2R/3C 0 3C/3C vy que fueron tratados con pemetrexed, antifolato que inhibe

la funcion de TS.

2.2.4 Polimorfismo 1494DEL6 (rs34489327)

Otro tipo de polimorfismo identificado en TYMS, es la variacion de una
secuencia de 6 pb (TTAAAG), en la posicion 1494 de la region 3'UTR y cuya
insercion o delecidn se identifica respectivamente como: +6pb y -6pb (Ulrich et al.,
2000). Estas variantes alélicas estdn igualmente relacionadas con el nivel de
expresion de TS, variable que fue estudiada por Lenz et al. (2002) quién report6 que
pacientes homocigotos para el alelo -6pb tienen una expresion de ARNm de TS 4,2
veces menor en comparacion con los que poseen la insercién. Dicha correlacion fue
estudiada por Mandola et al. (2004) quienes determinaron que el alelo -6pb esta
vinculado con inestabilidad del ARNm, niveles bajos del mismo y menor expresion
enzimatica, luego Pullmann et al. (2006) expone que la causa de la inestabilidad del
ARNmM se debe a que la ausencia de las 6pb aumenta la afinidad entre éste y el factor
regulador AUF1, una ribonucleoproteina que en ocasiones actia como
desestabilizador del ARNm.

La distribucion de las formas alélicas en 3’UTR varia de acuerdo a la
poblacion y los distintos grupos étnicos; Hasta ahora se conoce que el alelo -6pb se
presenta con una frecuencia de 29% en la poblacién caucésica, 33,53% en poblacion
francesa y 65,30%, en poblacién asiatica, segun datos reportados por Ulrich et al.
(2000), Lecomte et al. (2004) e Inoue et al. (2009), respectivamente.

La indagacion del genotipo en 3’UTR de TYMS también es considerada una

herramienta con valor pronostico en la respuesta farmacoldgica de pacientes con
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cancer, habiéndose relacionado igualmente con el pronostico del paciente sometido a
quimioterapia con farmacos inhibidores de TS. La importancia clinica de dicha
variante fue estudiada por Huang et al. (2009), quienes encontraron que los pacientes
con cancer de estdbmago tratados con 5-FU que eran homocigotos para la insercion
(+6pb/+6pb) tenian una sobrevida total méas corta (11,5 meses) en comparacion con
los que portaban el genotipo -6pb/-6pb (36,9 meses) o +6pb/-6pb (20,8 meses)
(Huang et al., 2009).

2.2.5 Haplotipos TYMS

El haplotipo de un individuo se define como el conjunto de alelos que se
transmiten simultdneamente en cada cromosoma, asi, un individuo, para un conjunto
de loci cercanos, posee dos haplotipos, uno heredado del padre y el otro de la madre
(Iniesta et al., 2005), al conjunto de haplotipos de un individuo suele llamarsele
“diplotipo”. La estimacion de los haplotipos en la investigacion genética es de gran
utilidad, ya que el haplotipaje puede dar como resultado una mejor comprensién del
prondstico de enfermedades, y la interrelacion entre los polimorfismos que afectan el

desencadenamiento de determinado fenotipo.

La determinacion de haplotipos del gen TYMS se efectda al combinar ambos
polimorfismos: TSER y 1494DEL6; el estudio de ambos loci en combinacién
proporciona informacion mas completa, lo que viene dado por la influencia que
tienen ambos polimorfismos sobre la tasa de expresion del gen. Varios estudios han
demostrado que estos polimorfismos estan en fuerte desequilibrio de ligamiento (D’=
0.71; P < .001) (Dotor et al., 2006), por lo que la inclusion de este analisis permite

obtener una mejor interpretacion en cuanto a la estimacion de la expresion de TS,
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informacion valiosa en la evaluacion del prondstico del paciente tratado con farmacos
inhibidores de TS.

La distribucion de los haplotipos, al igual que lo reportado para los
polimorfismos individuales varia en funcién de la poblaciéon analizada, asi como
también en funcion el grupo de estudio analizado (individuos sanos o enfermos), en la
mayoria de los casos se ha observado que los haplotipos mas comunes en la
poblacién son las combinaciones 3R/-6pb y 2R/+6pb, con frecuencias que oscilan
alrededor del 24 y 42%, respectivamente (Dotor et al., 2006; Graziano et al. 2004), a
excepcién de China, donde el haplotipo 2R/+6pb es menos frecuente, con cifras que
no superan el 14% (Zhang et al. 2004; Zhai et al. 2006).

2.3 EXPRESION DE TS EN TEJIDO TUMORAL

El nivel de expresion de TS en tejido tumoral varia considerablemente con
respecto al tejido normal, inclusive puede ser también significativamente diferente
entre tumores, y en referencia a esto ultimo, se ha reportado que esta expresion es
mayor en los tumores primarios que en las metastasis (Edler et al., 2002). Es
importante tomar en cuenta que la célula tumoral experimenta constantemente una
proliferacion rapida y descontrolada, lo que aumenta su necesidad de sintesis de
nucleotidos y explica en gran medida el porqué de la sobreexpresion de TS. Estas
poblaciones celulares captan y metabolizan el uracilo de manera mucho mas rapida y
eficiente (Mathews et al., 2002), hecho que las selecciona para el uso de agentes

quimioterapéuticos como el 5-FU y el MTX, analogos de este compuesto.

La efectividad y exito de la terapia con este tipo de farmacos depende, entre
otros factores, del nivel de expresion de TS, que esta estrechamente ligado tanto al

genotipo del individuo como al genotipo expresado en el tejido tumoral. Se ha
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descrito que el genotipo de TS en los tumores sélidos puede variar con respecto al
observado en la linea germinal del individuo, ya que estas poblaciones celulares
sufren alteraciones cromosomicas tales como deleciones y aberraciones, lo que trae
como consecuencia el desbalance alélico entre el tumor y la linea germinal
(Kawakami et al., 2002).

2.3.1 Perdida de la heterocigocidad

La pérdida de la heterocigocidad (LOH, del inglés: Loss Of Heterozygosity)
es un tipo de desbalance alélico operante en muchos tumores que implica la pérdida
por delecion de la totalidad de un gen y sus regiones limitantes, esta condicidn se
presenta con frecuencia en genes supresores de tumores, y se evidencia cuando el
genotipo de las células somaticas de un individuo difiere con respecto al observado en
la linea tumoral (Oriola et al., 2004). El gen de TS estd localizado en la region
telomérica del brazo corto del cromosoma 18, este cromosoma es conocido por ser un
sitio con alto porcentaje de deleciones, manifestadas en gran medida en el cancer
colorrectal (Vogelstein et al., 1989). Cuando se produce LOH en el locus de TS, el
genotipo del tumor de los pacientes heterocigotos pasara de ser 2R/3R al genotipo
2R/loss 0 3R/loss, lo que dara lugar a diferentes niveles de expresion de TS en dicho
tejido. La LOH ha sido estudiada por varios autores, quienes reportan frecuencias
muy parecidas, en base a esto, Zinzindohoue et al. (2001) reportaron una frecuencia
de LOH de 63 % (19/30) en metéstasis hepatica colorrectal, dichos resultados
concuerdan con lo reportado por Kawakami et al. (2002) quienes obtuvieron un
resultado de 62 % (31/50) de frecuencia de LOH en tumores colorrectales de

individuos con genotipo 2R/3R.
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El hecho de que el alelo 3R esté asociado con una respuesta clinica menos
favorable, ha conllevado al desarrollo de diversos estudios de farmacogenética en los
que se incluye ademas la genotipificacion del tejido tumoral del paciente, con el fin
de investigar la posible pérdida de heterocigocidad, y de esta manera predecir de
forma mas directa el posible pronostico del paciente en relacion al tratamiento
administrado. En base a esto, Uchida et al. (2004) estudio 30 pacientes con cancer
colorrectal tratados fluoropirimidinas, todos los cuales tenian la enfermedad en
estadio 1V, en este estudio se encontrd una frecuencia de LOH de 77%. Los pacientes
2R/3R en su linea germinal, y que presentaron un genotipo 2R/loss en sus tumores
tenian sorprendentemente mejor tasa de respuesta en comparacion con pacientes en
cuyos tumores se identifico el genotipo 3R/loss, asi como la supervivencia (333 dias
frente a 203 dias, respectivamente), esto permitié concluir que aquellos individuos
que posean un genotipo tumoral 3R/loss tendran peor pronostico que aquellos con
genotipo 2R/loss.

2.4 EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER EN VENEZUELA

El cancer es una enfermedad multifactorial provocada por alteraciones en los
mecanismos de control que regulan el crecimiento celular, lo que trae como
consecuencia una division celular descontrolada que puede dar origen a tumores con
la capacidad de invadir y dafiar tejido circundante sano, y ademas, diseminarse a
través de la sangre y tejido linfatico a otros tejidos dando lugar a las “metastasis”. No
todos los canceres originan un tumor solido, sino que algunos casos, las células
cancerigenas alcanzan la medula 6sea, y se diseminan por el torrente sanguineo como
es el caso de las leucemias. Se conocen mas de 200 tipos diferentes de cancer, siendo

los més frecuentes los de piel, pulmén, mama y colorrectal (Herrero y Mulas 2008).
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En Venezuela, el céncer constituye una de las més frecuentes causas de
enfermedad o muerte, siendo uno de los problemas de salud més importantes del pais,
del modo que, una de cada cuatro personas, si alcanza la edad de 74 afios, sera
afectada por alguna de sus variedades y una de cada siete tiene el riesgo de fallecer
por esta causa (Capote, 2013). Para el afio 2011 el registro de defunciones por cancer
en Venezuela fue de 22.237 casos, alcanzando el 15.61% del total de muertes
registradas, ocupando el segundo lugar dentro de las veinticinco primeras causas de
muerte diagnosticadas en Venezuela, siendo superada solo por las enfermedades del
corazén, patologia que actualmente encabeza la lista. (MPPS/Anuario de mortalidad
2011).

En cuanto a las localizaciones de las distintas variedades de cancer existen
diferencias por género y edad, siendo notablemente diferentes los canceres de nifios,
adultos jovenes o personas de la tercera edad. Segun los datos estadisticos publicados
por el Ministerio del Poder Popular para la Salud (MPPS) en el anuario
epidemioldgico del afio 2011, la principal causa de muerte por cancer en varones y
hembras adultos se debi6 a tumores malignos del tracto digestivo (3.553 muertes) y
en lo referente a la mortalidad por cancer en nifios se registraron en Venezuela para el
afio 2011, 91 muertes por causas de leucemias del tipo linfoide en menores con
edades comprendidas entre los 5-14 afios, siendo este tipo de cancer la segunda causa

de muerte en este grupo etario.

En paises desarrollados como Estados Unidos y Esparia, cerca de 14 de cada
100 mil nifios tiene una forma de céancer. En este grupo las leucemias agudas
constituyen las neoplasias mas frecuentes, cuya incidencia a escala mundial, se estima
entre 20 a 35 casos por cada millon de habitantes al afio (Rendon-Macias et al.,
2012).
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2.5 LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA

La Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) es una neoplasia que se caracteriza
por la proliferacion clonal y acumulacion de células linfoides malignas en la médula
6sea (MO) y en la sangre periférica, es el tipo de cAncer mas comun en nifios menores
de 15 afios, y su incidencia es superior en el género masculino. Constituye el 25% de
todos los canceres en la edad pediatrica y aproximadamente 75% de todos los casos
de leucemia en la infancia. Esta neoplasia esta clasificada como uno de los tipos de
cancer mas curables, y en cuanto a su prondstico, datos recientes, que incluyen paises
desarrollados indican que existe un incremento en la supervivencia global de nifios
con LLA de 60% en 1984 a 83,5% en 2007, no obstante en paises subdesarrollados,
para ese afio, las cifras se mantuvieron aun alrededor del 60% (Renddon-Macias et al.,
2012).

2.5.1 Tratamiento de la Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA)

La LLA es una neoplasia rapidamente fatal si no se trata. Actualmente, cuatro
de cada cinco nifios pueden ser curados con los protocolos de tratamiento utilizados.
El tratamiento consiste en tres fases bien definidas: Induccién, Consolidacion y
Mantenimiento, durante las cuales se incorpora la profilaxis del Sistema Nervioso
Central (SNC), con quimioterapia intratecal o altas dosis de quimioterapia, donde el
farmaco de eleccion es el metotrexato (MTX) (Chona de Armas et al., 2010).

La Induccidn tiene como objetivo erradicar las células leucémicas y restaurar
la hematopoyesis con el fin de mejorar la condicion fisica del paciente. Durante esta

fase se administran ocho ciclos de tratamiento alternante de ciclofosfamida
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hiperfraccionada y altas dosis de metotrexato mas citarabina. Con la induccion,
usualmente més del 90% de los pacientes alcanzan remisién completa (Combariza et
al., 2007) (Chona de Armas et al., 2010). La fase de consolidacion mejora la remision
alcanzada por la induccién; comunmente los regimenes incluyen altas dosis de
metotrexato asociado a 6-—mercaptopurina. La fase de mantenimiento tiene como
objetivo mantener la remision ya alcanzada. La mayoria de los regimenes contempla
la combinacion de metotrexato semanal con 6-mercaptopurina diaria. La duracion
total del tratamiento debe ser de dos afios o de dos afios y seis meses (9,10). (Chona
de Armas et al., 2010).

La profilaxis del SNC es un componente fundamental de la terapia posterior a
la remision, para garantizar la supervivencia libre de enfermedad, es de gran
importancia durante el tratamiento de las leucemias, ya que las células leucémicas
poseen gran afinidad por dicha ubicacion y si no se administra un tratamiento
profilactico, el 50% de los pacientes recaerd en el SNC (Ruiz-Arguelles y Ruiz-
Delgado 2009). Los tratamientos incluyen quimioterapia intratecal y sistémica en
altas dosis con penetracion del SNC (por ejemplo, altas dosis de metotrexato 0 ARA-
C) (Chona de Armas et al., 2010).



CAPITULO 111

MARCO METOLOGICO

3.1 Tipo de investigacion

De acuerdo a los objetivos planteados se trata de un estudio de tipo
descriptivo, debido a que se determinaran dos polimorfismos del gen de la Timidilato
Sintasa, en dos grupos de poblacion venezolana, un grupo de individuos sanos y un
grupo de pacientes diagnosticados con Leucemia Linfoblastica Aguda, con el fin de
obtener las frecuencias genotipicas y alélicas de las distintas variables, y de esta

manera reconstruir y analizar los haplotipos.

3.2 Poblacién y Muestra

La muestra poblacional estuvo constituida por dos grupos: 260 individuos,
aparentemente sanos residentes de la region central de Venezuela, mayores de 18
afios, de ambos sexos y sin relacion de consanguinidad. Este grupo fue considerado
en la investigacion como la “Poblacion de referencia”. Los sujetos se seleccionaron
de forma aleatoria mediante un muestro probabilistico no intencional. El segundo

grupo estuvo compuesto por 20 pacientes con diagndéstico clinico de Leucemia,
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atendidos en el Servicio de Hematologia del Hospital Central de Maracay -
Edo. Aragua; Estos individuos debian tener tratamiento con regimenes de MTX, y
diagnostico confirmado de la enfermedad por citometria de flujo. El protocolo de
investigacion fue disefiado de acuerdo a las pautas descritas en el Cdodigo de Bioética
y Bioseguridad de Venezuela, El estudio fue aprobado por el Comité de Bioética del
Instituto de Investigaciones Biomédicas “Dr. Francisco Triana Alonso”. Para el caso
de los enfermos se conté ademas con la aprobacién la comision de ética del Hospital
Central de Maracay. Todos los participantes firmaron su consentimiento informado, y
en el caso de los enfermos con edades entre 5 y 17 afios se solicitd la autorizacion de

Su representante.

La muestra biologica de la poblacion de referencia consistié en 2 mL de
sangre periférica, mientras que la de los enfermos estuvo constituida por un hisopado
de mucosa oral y un volumen variable de aspirado medular (200-400 uL), a partir de

las cuales se realizd el aislamiento de ADN.

3.3 Obtencién de la muestra de ADN

A todos los individuos pertenecientes al grupo referencia se les extrajeron 2
mL de sangre periférica de la region del antebrazo, esta muestra se conservo a 4°C
con EDTA hasta su posterior procesamiento. El aislamiento del ADN se logré
aplicando una modificacion de la técnica de Miller et al. (1988), la cual se basa en la
aplicacion de soluciones lisantes que permiten la ruptura celular, dicha técnica es

comunmente utilizada para extraer ADN de leucocitos a partir de sangre.

El procedimiento para llevar a cabo el aislamiento de ADN fue el siguiente:
Se tomaron 300 pL de sangre periférica y se trataron con 1 mL de solucion de lisis de

gldbulos rojos, esta mezcla se centrifugo a 2700 rpm por 10 minutos, durante este
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tiempo se produjo la lisis de los eritrocitos debido al caréacter hipoténico de la
solucion, este procedimiento se repitid dos veces, se descartd el sobrenadante y el
sedimento obtenido, constituido por leucocitos, fue lavado con 1,5 mL de solucién de
lisis de globulos blancos, luego se centrifugo bajo las mismas condiciones anteriores,
con el fin de obtener solo los nucleos celulares, se descartd el sobrenadante y el
sedimento obtenido fue sometido a incubacion durante tres horas a 50 °C en una
solucion que contenia: 230 pL tampon Tris-EDTA pH: 7,2 en proporcion 20:5 mM,
14 uL de SDS al 10% y 4 pL de proteinasa K (10 mg/mL) (Invitrogen). Al término
de esta incubacidn se realizo la precipitacion del ADN y proteinas con Isopropanol al
100% y acetato de amonio (7M), respectivamente. La medusa obtenida fue lavada
con Isopropanol al 70% y finalmente se resuspendié en 300 mL de Tris-EDTA en

proporcion 10:1 mM.

La muestra de medula dsea fue obtenida a partir de pacientes con diagnéstico
de Leucemia, a quienes se les realiza el anélisis de medula 6sea como parte rutinaria
de los estudios de seguimiento de la enfermedad. El procedimiento fue realizado por
un médico hematologo, y consistio en la extraccion de un volumen de médula 6sea de
la espina iliaca postero-superior. La muestra fue repartida para los distintos analisis, y
una parte fue utilizada para esta investigacion, previo consentimiento informado del

paciente.

Para realizar aislamiento de ADN se utilizO un protocolo previamente
optimizado por Flores-Angulo et al. (2013), el cual esta basado en una modificacion
del método salino de Miller et al. (1988) para sangre periférica. EI volumen éptimo
de aspirado medular para obtener ADN fue de 75 yuL y se agregaron entre 0,27 —
0,33 pg/pL de proteinasa K (80 — 100 pg en un volumen final de 300 pL).

Adicionalmente, al grupo de pacientes con Leucemia se les realizd un
hisopado en ambos carrillos para obtener células de la mucosa oral, estas muestras

fueron resuspendidas en tubos con etanol al 70% y conservadas hasta el momento del
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andlisis. Para el aislamiento de este ADN en primer lugar se estandarizé un
protocolo de extraccion por salting out, metodologia que se fundamenta en la
precipitacion de proteinas utilizando concentraciones elevadas de sales (acetato de
amonio) quedando el ADN en disolucion, el cual es recuperado posteriormente
mediante precipitacion con Isopropanol al 99%; se realizaron ensayos previos, en los
cuales se ajustaron pardmetros criticos tales como, tiempo y velocidad de
centrifugacion de cada una de las etapas, condiciones del tampdn de lisis (solucion
que contenia: Tampon Tris-EDTA 20:5, SDS 10% Yy proteinasa K), y concentracion
Optima de acetato de amonio. Una vez fijadas las condiciones se procedi6 a realizar el
aislamiento del ADN a partir de las muestras del grupo de pacientes.

3.4 Verificacién de cantidad y calidad de las muestras de ADN

La cantidad del ADN obtenido a partir de las diferentes muestras (sangre
periférica, medula dsea y células bucales) se verific6 mediante espectrofotometria.
Para medir la concentracion se utilizé un equipo de lectura modelo BioPhotometer
plus marca Eppendorf ®. Se realiz6 una dilucién 1/100 a partir de la solucién madre
de ADN Yy se efectuaron las lecturas de absorbancia a 260 y 280nm, los calculos de la

concentracion se determinaron utilizando la férmula siguiente:

[ADN (ug/mL)]= Aseonm X dilucion x 50 ug/mL *

* Es un valor constante que indica lo siguiente: una solucion de ADN de doble hebra que
contenga 50 pg/mL tiene una medida de Agg = 1.
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Para verificar la calidad de la muestras, en primer lugar, se evalué que las
mismas tuviesen un minimo de contaminantes proteicos, esto se realizo a través de la
determinacion de la relacion Aggo/Azg. La obtencidon de un indice cuyo valor se
encuentre entre 1,6 - 1,9 es indicativo de buena desproteinizacion (Kirby, 1992). En
segundo lugar se comprobo la integridad del ADN mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1% durante una hora a 80 voltios, se emple6 el marcador de tamafio Fago
Lambda Hind I11 Eco RI; los geles fueron tefiidos con SYBR Green® y revelados en

un equipo de fotodocumentacion modelo Gel Doc™-XR, marca Bio-rad®.

3.5 Determinacion del polimorfismo TSER (Region 5’"UTR)

El anélisis del extremo 5’UTR se realizé mediante amplificacién por PCR de
un segmento de ADN en esta regién del gen. La observacion de un tamafio
caracteristico del producto PCR permitié identificar los genotipos de cada individuo.
Asi, los sujetos que poseen el genotipo 2R/2R generan una banda de 116 pb, los
homocigotos 3R/3R una banda de 144 pb, y en los individuos heterocigotos se
evidencian dos bandas cuyos tamafios dependen del ndimero de repeticiones en
tandem de la secuencia de 28pb (Tabla 3). El tamafio del producto PCR se verificd

mediante comparacion con una escalera molecular de 20 pb.
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Tabla 3: Tamaro del producto PCR segun el nimero de repeticiones del
polimorfismo TSER en 5"UTR del gen TYMS.

Alelo Tamarno del producto PCR
2R 116 pb
3R 144 pb
4R 172 pb

3.5.1 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés:

Polymerase Chain Reaction)

El procedimiento se inici6 con la estandarizacion del ensayo PCR. El
programa de amplificacién se establecié tomando como referencia las caracteristicas
de los oligonucle6tidos cebadores (Tabla 4), y se realizé de la siguiente manera: pre-
desnaturalizacion: 96°C por 3 minutos, desnaturalizacion: 94 °C durante 60
segundos; la hibridacion de los cebadores ocurrié en dos pasos: 62°C por 3 minutos -
desnaturalizacion- 62 °C por 60 segundos, y finalmente la extensién a 72°C por 60
segundos, con una extension final a 72 °C durante 30 segundos (Figura 5). Las

OTM

muestras fueron amplificadas en un termociclador modelo C10 marca Bio-Rad®.
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Tabla 4: Oligonucleotidos cebadores utilizados para el analisis del polimorfismo

TSER.
Cebador Secuencia ™ Referencia
5D 5’- AAAAGGCGCGCGGAAGGGGTCCT -3’ 67,3 °C lacopetta
et al. (2001)
5 R 5- TCCGAGCCGGCCACAGGCAT -3’ 65,7 °C

Las concentraciones Optimas de cada componente se ajustaron mediante
curvas de concentracion hasta lograr una banda integra, sin producto inespecifico ni
efecto de barrido, posteriormente se fijaron las concentraciones de los componentes y
se procedid a realizar los ensayos de PCR. La reaccion se llevo a cabo en un volumen
final de 25 pL que contenia: MgCl2 0,7 mM, mezcla de los cuatro dNTPs 140 pM,
enzima Taq ADN polimerasa 1U, oligonucle6tidos cebadores 0,35 uM, ADN 20 ng.

El producto de esta PCR fue verificado mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida al 8%, se aplicaron 180 voltios durante 1 hora, y los geles fueron
revelados con sales de plata, se observo el resultado obtenido para cada individuo y se
tomo6 una fotografia digital utilizando equipo de fotodocumentacién Modelo GEL-
DOC XR marca Bio-rad®
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Figura 5: Programa de amplificacién utilizado en el andlisis del polimorfismo
TSER.

3.6 Determinacion del polimorfismo 1494DEL6 (Region 3°UTR)

El analisis del polimorfismo 1494DEL6 se realizd a través de ensayos de
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) acoplados al metodo de Polimorfismos
de Longitud Fragmentos de Restriccion (RFLP, del inglés: Restriction Fragment

Length Polymorphism).

3.6.1 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

En primer lugar se optimizo el ensayo de PCR para amplificar una secuencia
de 142/148 pb de la region 3'UTR del gen TYMS, las condiciones de amplificacion se
establecieron tomando como base los lineamientos de Ulrich et al. (2000) y las
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concentraciones optimas de cada componente del ensayo PCR se ajustaron mediante
curvas de concentracion hasta obtener banda integras, sin producto inespecifico ni
efecto de barrido. Una vez realizada esta optimizacion, se fijaron las concentraciones

de los componentes y se procedio a realizar los ensayos de PCR.

La reaccion de PCR se llevo a cabo en un volumen final de 25 uL que contenia:
MgCl,; ImM, mezcla de los cuatro ANTPs 180 uM, enzima Taq ADN polimerasa 0,70
U, oligonucleodtidos cebadores 0,25 uM, ADN 15 ng. Las caracteristicas de los

cebadores se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5: Oligonucledtidos cebadores utilizados para amplificar una secuencia de
142/148 pb de la region 3’'UTR de TYMS.

Cebador Secuencia ™ Referencia
TS1 5-CAAATCTGAGGGAGCTGAGT-3’ 50,5 °C Urlich et al.
TS2 5 -CAGATAAGTGGCAGTACAGA -3’ 446 °C (2000)

El programa de amplificacidn const6 de una pre-desnaturalizacion inicial a 96
°C por 3 minutos, seguido de una desnaturalizacion a 96°C durante 30 segundos, la
hibridacion de los cebadores se llevd a cabo a 52 °C por 30 segundos, y la extension
ocurrio a 72 °C durante 30 segundos, con una extension final por 3 minutos a 72 °C
durante 30 ciclos. Las muestras fueron amplificadas en un termociclador modelo

C100™ marca Bio-Rad®.

Las distintas amplificaciones fueron verificadas mediante electroforesis en
geles de poliacrilamida al 6%, la migracion se realizé a 140 voltios durante lhora y
posteriormente estos geles fueron revelados con sales de plata. ElI tamafio del

producto fue comparado con una escalera molecular de 50 pb.
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3.6.2 Polimorfismos de Longitud Fragmentos de Restriccion

El producto de esta PCR fue sometido posteriormente a ensayos de RFLP
mediante digestion con la enzima Dra |, el ensayo se llevé a cabo a una temperatura
de 37 °C durante dos horas, segun especificaciones del fabricante. La presencia de la
secuencia de 6 pb TTAAAG en la posicion 1494 del gen introduce un sitio de
restriccion (TT/AA) para la enzima Dra I, lo que genera un patrén caracteristico en el
tamafo de los fragmentos, y permite identificar el alelo +6pb, por el contrario la
ausencia de esta secuencia en dicha region del gen desprovee de sitio de restriccion
para esta enzima, evitando la digestion del producto PCR, lo que permite identificar a
los individuos que poseen el alelo -6pb. El tamafio esperado para los fragmentos de
restriccion de cada genotipo posible se muestra en la Tabla 6.

Tabla 6: Fragmentos de restriccion esperados para la digestion de los productos
PCR con la enzima Dra I.

Genotipo Tamaiio del fragmento
+6pb/+6pb 83 pb, 65 pb
-6pb/-6pb 142 pb
+6pb/-6pb 83 pb, 65 pb, 142 pb

Al finalizar el periodo de incubacion del ensayo de restriccion se efectud
electroforesis en geles de poliacrilamida al 8%, se aplicaron 140 voltios durante 1
hora y los geles fueron revelados con sales de plata. Se observo el patron de

restriccion obtenido para cada individuo, comparando con un marcador de tamafio
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molecular Phi X174 Hinf |, y finalmente se tomo una fotografia digital utilizando
equipo de foto documentacion Modelo GEL-DOC XR marca Bio-rad®.

3.7 Desbhalance alélico

Se analizaron los polimorfismos TSER y 1494DEL6 en cada uno de los
pacientes con Leucemia a partir de ADN proveniente tanto de células de la mucosa
oral como de medula 6sea con el fin de conocer si los polimorfismos se presentaban
de la misma manera en ambos tipos celulares: Linea germinal (células bucales) y
tejido potencialmente tumoral (medula Osea), este analisis se realizd basado en el
hecho descrito por varios autores donde el nivel de expresion de TS en tejido tumoral
varia considerablemente con respecto al tejido normal, lo que esta relacionado al
desbalance alélico debido a la perdida de la heterocigocidad en el locus TS (Oriola et
al., 2004; Vogelstein et al., 1989).

Los resultados obtenidos de los polimorfismos en cada uno de los pacientes a

partir de las distintas localizaciones fueron comparados y almacenados en una tabla.

3.8 Determinacion de frecuencias de genotipos y alelos, equilibrio de Hardy-
Weinberg y comparacion con otras poblaciones

Los genotipos en las regiones 5’UTR y 3’UTR fueron asignados a partir de la
observacién directa de los geles de poliacrilamida provenientes de cada una de las
electroforesis. Los datos de los genotipos de cada individuo fueron organizados en
una tabla, a partir de la cual se calcularon las frecuencias genotipicas y alélicas de
cada una de las variantes de los polimorfismos TSER y 1494DELS6, para ello se
utilizé el programa estadistico SPSS statistic 19 (IBM corp., 2010), y una vez
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obtenidos estos datos se determind el equilibrio de Hardy-Weinberg mediante el
programa H-W Equilibrium Calculator. Las frecuencias genotipicas y alélicas
obtenidas en la poblacién analizada fueron comparadas con las observadas en otras
poblaciones mediante la prueba de chi cuadrado, para lo que se establecié un nivel de

significancia de 0,05.

3.9 Estimacion de haplotipos y diplotipos

Basado en los genotipos observados, se procedio posteriormente a estimar las
frecuencias de cada haplotipo. La estimacion de este pardmetro se realizé utilizando
el programa PHASE version 2.1.1. Con base en los datos estadisticos generados del
analisis de los haplotipos de cada individuo y del conjunto de la poblacion estudiada,
se determiné la frecuencia de los diplotipos, es decir, el par de haplotipos que posee
cada individuo, lo que permiti6 clasificar a dicha poblacién conforme al fenotipo de

expresion de TS.

La estimacién de los posibles pares de haplotipos en cada sujeto se obtuvo a
partir del analisis de los datos con el programa PHASE. Una vez conocido el total de
diplotipos méas probables, se procedié a calcular la frecuencia de cada uno en la

poblacién de referencia, con el fin de conocer como estan distribuidos.

3.10 Inferencia del fenotipo de expresion de TS

El anélisis posterior de cada diplotipo permitio estratificar a la poblacion de
acuerdo al fenotipo de expresion de TS en individuos de alta, intermedia o baja
expresion enzimatica, lo que estd relacionado directamente con la respuesta

farmacoldgica ante el tratamiento con farmacos inhibidores de TS.
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La inferencia del fenotipo de expresion de TS se realiz6 tomando como
referencia lo propuesto por Afzal et al. (2011), dicha clasificacion se basa en el
predominio de los alelos funcionales de cada loci, en el par de cromosomas, lo que
influye de manera global en la tasa de expresion del gen; de forma tal que la
presencia de méas de dos alelos relacionados al incremento de la expresion enzimatica
(3R 0 +6pb) 0 viceversa (2R o -6pb), tomando en consideracion ambos cromosomas,
tendra mayor influencia sobre el fenotipo de expresion de TS, esto se ilustra en la
Figura 6, correspondiente a un individuo de alta expresion (diplotipo: (3R/+6pb) /
(2R/+6pb)) , notese en dicha representacion el predominio de alelos asociados a alta
expresion de TS (3/4 alelos).

Gen TYMS

( | - | ) ..

) - ) Par cromosomico 18
3R +6pb
( | | ) Haplotipo: 3R/+6pb

2R +6pb

( | | ) Haplotipo: 2R/+6pb
5"UTR 3"UTR

Figura 6: Representacion grafica del diplotipo de un individuo con alta
expresion de TS. Clasificado segun el predominio de alelos funcionales.



CAPITULO IV

RESULTADOS

4.1 Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo TSER

Se identificaron 5 genotipos, lo cual se logré6 mediante la observacion de los
distintos tamafos del producto PCR de la region 5’UTR. En la figura 7 se muestra un

ejemplo del patrén electroforético obtenido en 7 individuos.

pb pb

200— —200
—160
—140
—120

150 —

100 — — 100

—60

Figura 7: Electroforesis en gel de poliacrilamida al 8% para visualizar el
polimorfismo TSER. Se muestran los distintos genotipos encontrados. Linea 1:
Escalera de tamafio de 50 pb, Linea 2: Control negativo, Lineas 3 y 7: heterocigotos
2R/3R, Linea 4: Homocigoto 3R/3R, Lineas 5-6: Homocigotos 2R/2R, Linea 8:

Heterocigoto 2R/4R, Linea 9: Heterocigoto 3R/4R, Linea 10: Escalera de tamafio de
20pb.
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En el grupo de referencia, se identificaron 5 genotipos, la forma heterocigota
2R/3R predomind con una frecuencia de 48,8 %, seguido por 3R/3R (36,2%) y 2R/2R
(13,1%), el alelo 4R solo fue hallado en condicién heterocigota (Tabla 7, Figura 7,
Linea 8). El alelo predominante en esta poblacién fue 3R con una frecuencia de
61,35%, mientras que 2R se presentd con una frecuencia de 37.69% (Tabla 7). La
distribucion de los genotipos en el grupo de referencia se encuentra en equilibrio de
Hardy-Weinberg (p=0,99)

Tabla 7. Frecuencia genotipica y alélica del polimorfismo TSER en 5’UTR del gen
TYMS. Poblacion de referencia.

Frecuencia genotipica Frecuencia alélica
Genotipo n =260 (%) Alelo n =520 (%)
TSER 5°UTR
2R/2R 34 13,10 2R 196 37,69
2R/3R 127 48,80
3R/3R 94 36,20 3R 319 61,35
2R/4R 1 0,40
3R/4R 4 1,50 4R 5 0,96

En relacién al grupo de enfermos (Tabla 8), se observo que a diferencia del
grupo de referencia el genotipo predominante fue 3R/3R, con una frecuencia de 45%,
seguido de 2R/3R (40%), mientras que los menos frecuentes contindan siendo 2R/2R
y 2R/4R, con frecuencias de 10 y 5%, respectivamente. Con respecto a la frecuencia
alélica, de igual forma, el alelo mé&s comun fue el de tres repeticiones (65%). El alelo

4R solo fue encontrado en un individuo en forma heterocigota con el alelo 2R, la
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frecuencia alélica de este ultimo fue de 32,5%. La distribucion de los genotipos se

encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg (p=0,39).

Tabla 8. Frecuencia genotipica y alélica del polimorfismo TSER en S’UTR del

gen TYMS. Grupo de enfermos.

Frecuencia genotipica Frecuencia alélica
Genotipo n=20 (%) Alelo n =140 (%)
2RI2R 2 10 2R 13 32,50
2R/3R 8 40
3R/3R 9 45 3R 26 65,00
2R/4AR 1 5 4R 1 2,50
Total 20 100 40 100

4.2 Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo 1494DEL6

Se encontraron los tres genotipos posibles, en la Figura 8 se observa el

resultado de una electroforesis de los productos PCR de la region 3’UTR de TYMS, y

en la Figura 9 se observan los patrones de restriccion que identifican cada uno de los

genotipos, se muestra el resultado de 11 individuos; en el resto de la poblacion

analizada se obtuvieron perfiles similares.
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Figura 8: Electroforesis en gel de poliacrilamida al 8% para verificar la
presencia de productos PCR region 3’'UTR del gen TYMS. Linea 1: Escalera de

tamafio molecular de 100 pb. Linea 2: Control negativo. Lineas 3-15: productos PCR
142/148 pb.

Figura 9: Electroforesis en gel de poliacrilamida al 8%, para observar resultado
de RFLP de la region 3°UTR del gen TYMS. Linea 1: Control Negativo de
digestion, Lineas 2-12: Productos PCR 142/148pb digeridos con Dra |, Linea M:
Marcador de tamafio molecular Phi X174 Hinf I. En las lineas 2,5,7 y 8 se observan
dos bandas: 83 y 65 pb (+6pb/+6pb), En las lineas 3,6,9-11 se observa una banda de
142 pb correspondiente a individuos homocigotos para la delecion (-6pb/-6pb), y en
las lineas 4 y 12 se observa un patron de tres bandas: 142, 83 y 65 pb, lo que indica la
presencia de heterocigotos (+6pb/-6pb).
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En el grupo de referencia; 101 individuos resultaron homocigotos para la
insercion +6pb+6pb, lo que representa una frecuencia de 38,8%, se encontraron 41
individuos homocigotos para la delecion -6pb/-6pb (15,8%) y 118 resultaron
heterocigotos +6pb/-6pb (45,4%), siendo este ultimo el genotipo mas comun (Tabla
9). Con respecto a la frecuencia alélica, se observé que el alelo +6pb, el cual se asocia
con una mayor expresion de la enzima se presentd con una frecuencia de 61,54 %,
mientras que -6pb tuvo una frecuencia de 38,46 % (Tabla 9). La distribucion de los
genotipos para el polimorfismo 1494DELS6, estd en equilibrio de Hardy-Weinberg
(p=0,99).

Tabla 9. Frecuencia genotipica y alélica del polimorfismo 1494DEL6 en 3°UTR
del gen TYMS. Poblacién de referencia.

Frecuencia genotipica Frecuencia alélica
Genotipo n =260 (%) Alelo n =520 (%)
1494DEL6
+6pb/+6pb 101 38,80 +6pb 320 61,54
+6pb/-6pb 118 45,40

-6pb 200 38,46
-6pb/-6pb 41 15,80

Al determinar este polimorfismo en el grupo de enfermos, se obtuvieron las
siguientes frecuencias genotipicas: 12 individuos presentaron el genotipo +6pb+6pb,
cuya frecuencia se corresponde con el 60%, s6lo 3 resultaron homocigotos para la
delecion -6pb/-6pb (15%) y 5 individuos resultaron heterocigotos +6pb/-6pb (25%).
Con respecto a la frecuencia alélica, se observo que el alelo +6pb, en este grupo, tuvo
una frecuencia de 72,5 %, mientras que la de -6pb fue de 27,50 % (Tabla 10).
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Tabla 10. Frecuencia genotipica y alélica del polimorfismo 1494DEL6 en 3°UTR
del gen TYMS. Grupo de enfermos.

Frecuencia genotipica Frecuencia alélica
Genotipo N (%) Alelo n (%)
+6pb/+6pb 12 60 +6pb 29 72,50
+6pb/-6pb 5 25
-6pb 11 27,50
-6pb/-6pb 3 15
Total 20 100 40 100

4.3 Frecuencia haplotipica S’UTR/3’UTR

Los resultados de la frecuencia haplotipica obtenida en el grupo de referencia

y los enfermos se detallan en las Tablas 11 y 12, respectivamente.
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Tabla 11. Distribucion de haplotipos regiones 5’UTR/3’UTR del gen TYMS,
poblacién de referencia (n= 260 individuos).

Haplotipo TSER / 1494DELG6 n (%)

1 2R/-6pb 31 (5,96%)
2 2R/+6pb 165 (31,73%)
3 3R/-6pb 163 (31,35%)
4 3R/+6pb 156 (30,00%)
5 4R/-6pb 2 (0,39%)
6 4R/+6pb 3(0,57%)

El andlisis de ambos loci en la poblacién de referencia arrojo la existencia de
6 haplotipos, siendo el mas comun (2R/+6pb), el cual se presentd 165 veces, con una
frecuencia relativa de 31,73% (Tabla 11), el haplotipo (3R/-6pb) fue hallado casi con
la misma frecuencia, 163 veces (31,35 %). La combinacién (3R/+6pb) tuvo una
frecuencia del 30%, mientras que (2R/-6pb) solo se presenté 31 veces, lo que
representa el 5,96%. Esta Gltima observacidn permite inferir el hecho que solo una
pequefia proporcion de la poblacion estudiada posee el haplotipo con alelos
totalmente relacionados a baja expresion enzimatica, y de forma contraria alrededor
del 30% de la poblacion posee en combinacion los alelos completamente asociados a
alta expresion de TS (3R/+6pb). La frecuencia de los haplotipos (4R/+6pb) y (4R/-
6pb) fue de 0,57 y 0,39 %, respectivamente (Tabla 11).

Con respecto al grupo de enfermos; individuos con diagndstico de Leucemia,
solo se encontraron 5 haplotipos, de los cuales el mas comadn fue (3R/+6pb) con una
frecuencia de 42,5%, seguido de (2R/+6pb) (30%), la frecuencia del haplotipo (2R/-
6pb), se presentd soélo en el 2,5% de la poblacion. (Tabla 12).
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Tabla 12. Distribucion de haplotipos regiones S’UTR/3’UTR del gen TYMS,
grupo de enfermos (n=20 individuos).

Haplotipo TSER / 1494DEL6 n (%)

1 2R/-6pb 1(2,5 %)
2 2R/+6pb 12 (30 %)
3 3R/-6pb 9 (22,5 %)
4 3R/+6ph 17 (42,5 %)
5 4R/-6pb 1(2,5 %)

La frecuencia haplotipica observada en ambos grupos de estudio se compar6
estadisticamente, este analisis arroj6 que no existen diferencias significativas
(p>0,22) entre los haplotipos observados en la poblacion de referencia y el grupo de
enfermos (Tabla 13).

Tabla 13. Comparacion estadistica haplotipos S’UTR/3’UTR, Grupo de
referencia vs grupo de enfermos:

Haplotipos
Grupo 1 2 3 4 5 6
2R/-6pb 2R/+6pb 3R/-6pb 3R/+6pb  4R/-6pb  4R/+6pb
Eggg%')‘da 31(596%) 165 (3173%) 163 (31,35%) 156 (30%) 2 (0,39%) 3 (0,57%)
Enfermos 1(5%) 12 (30 %) 9(225%)  17(425%) 1(25%) 0(0) 0,22
(n=20)

Se consideran estadisticamente significativos valores de p<0,05
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4.4 Frecuencia diplotipica en poblacion de referencia

El resultado del andlisis anterior reveld la existencia de seis haplotipos,
pudiendo existir entre ellos 21 combinaciones posibles, cuyos pares de detallan en la
Tabla 14. En la poblacion de referencia sélo se presentaron 13 de estos posibles
diplotipos, siendo el mas frecuente (2,3) el cual aparecidé en el 22,30 % de la
poblacion, seguido de (2,4) y (3,4) con frecuencias de 21,15% y 18,84 %,
respectivamente. Los diplotipos menos frecuentes fueron (1,1) (2,5) y (3,1) con

frecuencias de 0,39 %.

La poblacion en estudio fue clasificada en funcion del nivel de expresion de
TS, tomando como referencia los diplotipos observados. Se pudo determinar que de
los 260 individuos analizados, 31 poseen diplotipos de baja expresion, lo que
representa el 11,92%, 132 (50,7%) diplotipos de alta expresion, y el 37,37% restante
correspondid a individuos clasificados como de expresion intermedia (Tabla 15).
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Tabla 14: Fenotipo de expresion de TS en funcion de los diplotipos deducidos
con el programa PHASE 2.1.1en la poblacion de referencia.

Diplotipos TYMS

Definicion

Fenotipo de expresion de TS

1,1)* (2R/-6pb) / (2R/-6pb)

1,2)* (2R/-6pb) / (2R/+6ph) .
Bajo

1,3)* (2R/-6pb) / (3R/-6pb)

(1,5) (2R/-6pb) / (4R/-6pb)

(2,4)* (2R/+6pb) / (3R/+6pb)

(2,6) (2R/+6pb) / (4R/+6pb)

(3,4)* (3R/-6pb) / (3R/+6pb)

(3,6)* (3R/-6pb) / (4R/+6pb) Alto

(4,4)* (3R/+6pb) / (3R/+6pb)

(4,5) (3R/+6pb) / (4R/-6pb)

(4,6)* (3R/+6pb) / (4R/+6pb)

(5,6) (4R/-6pb) / (4R/+6pb)

(6,6) (4R/+6pb) / (4R/+6pb)

(1,4 (2R/-6pb) / (3R/+6ph)

(1,6) (2R/-6pb) / (4R/+6pb)

(2,2)* (2R/+6pb) / (2R/+6pb)

(2,3)* (2R/+6pb) / (3R/-6ph) Intermedio

(2,5)* (2R/+6pb) / (4R/-6pb)

(3,3)* (3R/-6pb) / (3R/-6pb)

(3,5)* (3R/-6pb) / (4R/-6pb)

(5,5) (4R/-6pb) / (4R/-6pb)

*: Diplotipos encontrados en poblacion venezolana.
La inferencia del fenotipo de expresion en funcion de los diplotipos se realizé basado en el predominio de
los alelos influyentes sobre incremento de la expresion enzimatica o viceversa en ambos loci. Los diplotipos
con dos alelos de alta expresion y dos alelos de baja expresion fueron clasificados como de expresion

intermedios
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Tabla 15: Nivel de expresion de TS en poblacion de referencia

Nivel de expresion de TS N° de individuos Frecuencia (%0)
Bajo 31/260 11,92
Alto 132/260 50,77
intermedio 97/260 37,3

4.5 Frecuencia diplotipica en el grupo de enfermos

En el grupo de enfermos solo se presentaron ocho diplotipos, los mas
comunes fueron (2,4) y (4,4), ambos determinantes del fenotipo de expresion de TS
alto, 60% de los individuos analizados presentaron este fenotipo de expresion de TS,
35% expresion intermedia, y 5% expresion baja. Los resultados se detallan en la
Tabla 16.

4.6 Comparacion estadistica de los polimorfismos TYMS con los reportados en
poblaciones de otras latitudes

Las frecuencias genotipicas obtenidas para cada uno de los polimorfismos
estudiados fueron comparadas con las obtenidas en otras poblaciones (Tablas 17 y
18). En lo que respecta a la distribucion del polimorfismo TSER, se observo que no
existen diferencias significativas (p>0,05) cuando se compara con poblacion
australiana, kenianos, caucasicos, afroamericanos y espafioles, sin embargo, existen
diferencias cuando se compara con poblacion de origen asiatico (China), habitantes
del sur de Florida y chilenos. Estos resultados y sus datos estadisticos se observan

con detalle en la Tabla 17.
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Tabla 16. Fenotipo de expresion de TS en funcion de los diplotipos deducidos

con el programa PHASE 2.1.1 en el grupo de enfermos.

Paciente Diplotipo Fenotipo de expresion de TS
1 (2,5) Intermedio
2% (2,4) Alto

3 (2,2 Intermedio
4 (2,4) Alto

5 (1,3) Bajo

6 (2,3) Intermedio
7 (2,4) Alto

8 (4,4) Alto

9 (2,2 Intermedio
10* (2,4) Alto

11 (2,3) Intermedio
12 (4,4) Alto

13 (4,4) Alto
14%* (3,3) Intermedio
15 (3,4) Alto

16 (4,4) Alto

17 (4,4) Alto

18 (3.4) Alto

19 (2,4) Alto

20 (3,3) Intermedio

60% de los individuos poseen un fenotipo de alta expresion de TS, 35% expresion intermedia, y

5% expresion baja.

* Leucemia Linfocitica Crdnica (LLC)
** L_eucemia Mieloide Crénica (LMC)

Pacientes sin asterisco: Leucemia Linfobléstica Aguda (LLA)
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Tabla 17: Distribucion genotipica del polimorfismo TSER en varias poblaciones.

2R/2R 2R/3R 3R/3R 2R/4R  3R/4R

Poblaciones (%) n(%) (%) n(%6) (%) p Ref
Venezolanos 34 (13,1) 127 (48,8) 94 (36,2) 1(04) 4(15)
(Presente estudio)
(n=260)
Chinos (n=96) 2(2) 30 (31) 64 (67) 0(0) 0(0) 0,0001 Marsh et al.
(1999)
Caucasicos* 18 (19) 41 (43) 37 (38) 0(0) 0(0) 0.3980 Marsh et al.
(n=96) (1999)
Australianos 20 (22) 31 (34) 40 (44) 0 (0) 0 (0) 0.115 lacopeta et al.
(n=91) (2001)
Floridanos ** 26 (351) 29(39,2) 18 (24,3) 0(0) 1(1.4) 0.0006 Hammadetal.
(n=74) (2012)
Chilenos 78 (21,1) 174 (47,2) 116 (31,2) 0(0) 0(0) 0.0081 Acufia et al.
(n=368) (2006)
Kenianos 17 (7) 43 (44) 25 (26) 10 (10) 3(3) 0.3314 Marsh et al.
(n=98) (2000)
Afroamericanos 18 (20) 49 (53) 22 (24) 0 (0) 3(3) 0.1550 Marsh et al.
(n=92) (2000)
Espafioles 68 (19,6) 162 (46,7) 117 (33,7) 0 (0) 0(0) 0.1383  Boluferetal.
(n=347) (2007)
Italianos 31 (22) 74 (54) 31 (22) 0 (0) 0(0) 0.0315 Grazianoetal.
(n=136) (2004)

*Caucasicos de las ciudades de Aberdeen y Glasgow, Escocia.
** Habitantes del sur de Florida, Estados Unidos.
Se consideran estadisticamente significativos valores de p<0,05

Por otra parte, al comparar la distribucion de los genotipos en cuanto al
polimorfismo 1494DELG6 entre la poblacion de referencia de este estudio y varias
poblaciones de otras latitudes, se observd que no existen diferencias significativas
cuando se compara con las muestras de poblaciones de Italia, Espafia, Francia y
México (p>0,05), mientras que existen diferencias cuando se compara la distribucion

de este polimorfismo con poblacion caucésica y japonesa (p<0,05).
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Tabla 18. Distribucion genotipica del polimorfismo 1494DELG6 en varias

poblaciones.
. +6pb/+6pb +6pb/-6pb -6pb/-6pb
Poblaciones n (%) n (%) n (%) p Ref.
Presente estudio 101 (38,8) 118 (45,40) 41 (15,80)
(n=260)
Estadounidenses 46 (48,4) 42 (44,3) 6 (7,3) 0,0430 Ulrich et al.
(n=95) (2000)
Franceses (n=85) 34 (40) 45 (52,94) 6 (7,06) 0,112  Lecomteetal.
(2004)
Japoneses (n=36) 4(11,1) 17 (47,22) 15 (41,68) 0,0001 Inoue et al.
(2009)
Chinos (n=439) 43 (9,8) 197 (44,9) 199 (45,3) 0,0001 Gao etal.
(2012)
Italianos (n=139) 63 (45,0) 58 (42,0) 18 (13,00 0,430  Grazianoetal.
(2004)
Mexicanos (n=200) 92 (46) 86 (43) 22 (11) 0,183  Gallegos-Arreola
et al. (2008)
Espafioles (n=110) 49 (44,5) 44 (40) 17 (15,5) 0.566  Patifio-Garcia et
al. (2009)

Se consideran estadisticamente significativos valores de p<0,05

4.7 Desbalance alélico

El andlisis de los genotipos de ambos polimorfismos en células tanto de la linea

germinal (mucosa oral) como del tejido potencialmente tumoral (medula 6sea), en el

grupo de enfermos, revelo que en el polimorfismo 1494del6; 5/20 individuos resultaron

heterocigotos (+6pb/-6pb), mientras que en TSER, se encontraron 9/20: 8 (2R/3R) y 1

(2R/4), Tablas 8 y 10. Esta proporcion genotipica se mantuvo idéntica en ambas

poblaciones celulares, por tanto en el estudio de estos 20 pacientes se descart6 la

posibilidad de existencia de pérdida de la heterocigocidad para ambos loci.



CAPITULO V

DISCUSION

Los polimorfismos del gen de la TS constituyen uno de los ejemplos clinicos
mas desarrollados a nivel de farmacogenética, lo que se debe principalmente a la
marcada influencia que éstos tienen sobre el nivel de expresion de la enzima y su
relaciobn con la respuesta farmacologica. Este aspecto ha sido ampliamente
desarrollado por varios autores (Kawakami y Watanabe 2003; Marsh, 2005; Di
Francia et al., 2012 (a); Lima et al., 2013), quienes concuerdan en el hecho que la
sobreexpresion de TS se asocia a resistencia de farmacos tales como: 5-FU,
Capecitabine, Tegafur, MTX, entre otros. El estudio de la distribucién de los
polimorfismos del gen TYMS en la poblacion venezolana resulta fundamental, debido
a que la frecuencia genotipica de cada uno de ellos varia en funcion de los grupos
poblacionales analizados (Marsh et al., 1999; lacopetta et al., 2001; Acufa et al.,
2006; Lecomte et al., 2004; Gao et al., 2012). Los resultados de esta investigacion
aportan informacion acerca de la distribucion de los dos polimorfismos mas
influyentes del gen TYMS en una muestra de poblacién de la region central de

Venezuela.

Cuando se compar0 la distribucion genotipica polimorfismo TSER con los
reportados en muestras de poblaciones de otras latitudes, se observaron diferencias
significativas con: chinos, chilenos, habitantes del sur de Florida e italianos (p<0,05)
(Marsh et al., 1999; Acufa et al., 2006; Hammad et al., 2012; Graziano et al., 2004);
mientras que existe similitud con muestras de poblacidon caucasica, espafiola y
afroamericana (Marsh et al., 1999; Bolufer et al., 2007; Marsh et al., 2000) (Tabla
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17). Este resultado guarda relacion con el proceso de mestizaje que ha
operado con el transcurrir del tiempo en la poblacion venezolana; la cual inicialmente
fue producto de una mezcla de pobladores originarios (amerindios), colonos
espafnoles y esclavos africanos, con una contribucion posterior de inmigrantes
principalmente de Italia, Portugal y Espafa (Rodriguez-Larralde et al., 2001; Castro
de Guerra y Suarez, 2010), lo cual condujo a modificar la composicién genética de la
poblacién, y se produjo una sustitucion de los genes nativos por genes de caracter
europeo y africano, quedado practicamente sublevado el componente amerindio
(Castro de Guerra y Suarez, 2010), por lo cual resultaria interesante estudiar como
estan distribuidos estos polimorfismos en poblaciones indigenas venezolanas, con el
fin de conocer cuéles son los alelos predominantes en este componente menos

mezclado y asi establecer comparaciones.

Con base a lo antes expuesto, es importante mencionar que la presencia del
alelo TSER*4 (4R) en la poblacion analizada hace evidente el aporte africano que
existe en nuestro pais, ya que este alelo ha sido reportado principalmente en
poblaciones afrodescendientes (Marsh et al., 2000), este hallazgo coincidente con lo
observado por Hammad et al. (2012), quienes también reportaron presencia de 4R en
pobladores del sur de Florida, cuya muestra, estuvo integrada por latinos, blancos no

hispanos, asiaticos y afroamericanos.

Cuando se compararon las frecuencias genotipicas del polimorfismo
1494DEL6 con otras localidades, se observaron diferencias estadisticamente
significativas con respecto a poblacion caucésica, japonesa y china (p<0,05), no
obstante, no existen diferencias al comparar con poblacién de Francia, Italia, México
y Espaiia (p>0,05) (Tabla 18). En relacion a este polimorfismo existe menor
probabilidad de encontrar diferencias en los diversos grupos de poblacién, ya que se
trata de un sistema bialélico y existen solo tres genotipos probables, a diferencia del
polimorfismo TSER, el cual tiene varias formas alélicas (Marsh et al., 2000), y de

esta manera se incrementa el nimero de combinaciones posibles para los genotipos.
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Durante el estudio de ambos polimorfismos en la poblacion de referencia se
pudo observar que alelo mas comun es siempre el que se asocia a respuesta
terapéutica deficiente. En el caso del polimorfismo TSER, el alelo mas frecuente es
3R (61,35 %) (Tabla 7), el cual también es predominante en poblaciones tales como:
chinos, cuya frecuencia alcanza niveles que superan el 80 % (Gao et al., 2012),
pobladores del sudeste asiatico (62 %), y caucasicos (60 %) (Marsh et al., 1999),
mientras que en el polimorfismo 1494DELG6, predomina la forma +6pb con una
frecuencia de 61,54 % (Tabla 9). La frecuencia alta observada con respecto a estos
alelos en poblacion venezolana resulta de gran interés, debido a que estas variantes al
promover la sobreexpresion de TS, son capaces de contribuir a la resistencia a
farmacos como el MTX y 5-FU, aspecto que se relaciona con el prondstico del
paciente, puesto que la tasa de sobrevida depende en gran medida del éxito de la
terapia; Un ejemplo de esto lo constituye el trabajo reportado en Venezuela por
Hernandez et al., (2007), donde se investigé mediante métodos inmunohistoquimicos,
la expresion de TS en muestras de biopsias provenientes de 34 pacientes con cancer
de colon, quienes recibieron tratamiento con 5-FU y leucovorina; estos autores
observaron que los pacientes en cuyos tumores se detectdé una expresion baja de TS,
mostraron una evolucion mas favorable y tuvieron una mayor probabilidad de

sobrevida.

Cabe sefalar que MTX y 5-FU no son de prescripcion esporadica, sino que
por el contrario son farmacos de eleccion en el tratamiento de varios tipos de cancer,
en especial el 5-FU, que es utilizado en el tratamiento de tumores solidos, como el
cancer colorrectal (Hitre et al., 2005; Meza et al., 2011), gastrico (Kawakami et al.,
2005), mama (Fujishima et al., 2010) entre otros, y cuya eficacia, segun lo reportado
por estos autores depende en buena medida del genotipo expresado tanto en la linea
germinal del paciente como en el tejido tumoral. EI 5-FU es el tercer agente
antitumoral maés prescrito, y el principal agente utilizado en el tratamiento del cancer

colorrectal, sin embargo, estd documentado que sélo del 20 al 30% de los pacientes
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responden satisfactoriamente al tratamiento con este farmaco (Bandres y Garcia
Foncillas, 2004). Aunque esta descrito que la resistencia a este tipo de farmacos
puede obedecer a causas farmacocinéticas, por ejemplo; defectos en las enzimas que
los metabolizan, también es evidente que las causas farmacodindmicas juegan un rol
fundamental en el desarrollo de resistencia, razones que agregan importancia al hecho
de conocer cudl es la distribucion de los alelos asociados a alta expresion de TS,
como es el caso de 3R y +6pb, puesto que el éxito de la terapia antitumoral, segun lo

expuesto en parrafos anteriores, depende en buena medida de los genotipos TYMS.

Con respecto a los alelos 2R y -6pb asociados a mejor respuesta
farmacoldgica y mayor tasa de sobrevida (Krajinovic et al., 2002; Huang et al., 2009),
fueron encontrados en menor proporcion: 37,69 % (2R) (Tabla 7) y 38,46% (-6pb)
(Tabla 9). Esta observacion resulta comin en la mayoria de las poblaciones, por
ejemplo; en caucasicos y habitantes del sudeste de Asia la distribucion del alelo 2R se
mantiene entre el 40 % y 38 %, respectivamente, seguin datos reportados por Marsh et
al. (2000) y Marsh et al. (1999). Asimismo, se ha descrito que el alelo -6pb se ha
presentado con frecuencias que varian entre el 29% hasta el 34% en caucéasicos y
franceses, respectivamente (Ulrich et al., 2000; Lecomte et al., 2004), y por el
contrario en paises asiaticos alcanza frecuencias que superan el 65%, del mismo
modo en Chile, la frecuencia del alelo 2R sobrepasa el 50%. Estas observaciones
resaltan el valor que tiene el emprender estudios de marcadores genéticos en funcion
de poblaciones especificas de cada regidn, pais, o grupo étnico, debido la variabilidad
con que las mismas se presentan, y la influencia actual que tiene la constitucion

genética del individuo en la farmacoterapia.

Si bien las variantes alélicas en 5’UTR de TYMS poseen mayor influencia
sobre la tasa de expresion enzimatica, resulta muy importante prestar atencion a los
polimorfismos presentes en 3’UTR, principalmente porque la variante alélica mas
comun en esta region (+6pb) estd asociada con el aumento en los niveles de expresion
de TS debido al incremento en la estabilidad del ARNm (Pullmann et al., 2006), la
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influencia de esta variable sobre el beneficio terapéutico fue estudiado por Fujishima
et al., (2010) quien midid el nivel de expresion de TS en pacientes con cancer de
mama en relacion a los genotipos que éstas expresaban en 3’UTR; dicho estudio
mostré que el nivel de expresion de TS en el tejido normal y tumoral de pacientes con
genotipo +6pb/+6pb es significativamente mayor que en los pacientes con otros
genotipos, estos Ultimos, al exponer menor cantidad de enzima circulante podrian
tener el mayor beneficio de la quimioterapia, no obstante, y en contraste con lo antes
expuesto, este grupo se convierte al mismo tiempo en el mas vulnerable a desarrollar
toxicidad relacionada con el medicamento, variable que también debe considerarse al
momento de dosificar al paciente.

Esta descrito que el riesgo para el desarrollo de la toxicidad relacionada a este
tipo de farmacos depende en gran medida de los efectos generales de las enzimas que
los metabolizan (Ezzeldin y Diasio 2008), sin embargo, hoy dia se conoce que los
polimorfismos del gen TYMS, tanto en 5'UTR como en 3'UTR tienen potencial para
ser catalogados como predictores de toxicidad en los pacientes tratados con
quimioterapia basada en 5-FU y MTX, de hecho, se ha determinado que un aumento
en la expresion de TS en tejido normal se encuentra vinculado con menor toxicidad al
empleo de 5-FU (Santini et al., 2004).

En este sentido, existen estudios que demuestran que los alelos que
condicionan al individuo para una buena respuesta terapéutica, son al mismo tiempo
los que los predisponen al desarrollo de toxicidad en varios grados. Lecomte et al.,
(2004) estudiaron el grado de toxicidad en un grupo de 90 pacientes con cancer
colorrectal, los cuales recibieron quimioterapia basada en 5-FU, y demostraron que
los individuos homocigotos 2R/2R en 5"UTR de TYMS tenian efectos secundarios
mas severos al 5-FU, con una tasa de toxicidad grado 3 0 4 de hasta 43%, en contraste
con los que poseian el genotipo 3R/3R, de los que solo el 3% llegd a desarrollar

toxicidad en esta magnitud (p<0,01).
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Lo antes expuesto indica que los agentes quimioterapéuticos utilizados en el
tratamiento de los tumores solidos que afectan el tracto gastrointestinal u otra
localizacion son efectivos s6lo en algunos pacientes, por ejemplo, es sabido que a
pesar que todos los pacientes con cancer colorrectal en estadio Il son tratados con
este farmaco, la tasa de supervivencia se encuentra alrededor del 65%, pues el 35%
restante fallece a pesar de haber recibido el tratamiento (Moertel et al., 1995), lo que
podria atribuirse en parte a los efectos altamente toxicos del medicamento. En un
estudio realizado en 118 pacientes venezolanos con cancer colorrectal quienes
recibieron terapia adyuvante con 5-FU posterior a cirugia, donde el 66,7% de esto
paciente presentd eventos adversos que incluian: diarreas, nauseas, vomitos, y

neuropatia periférica (Meza et al., 2011)

Estas observaciones demuestran la importancia que tienen ambos
polimorfismos TYMS sobre el desarrollo de resistencia o toxicidad ante estos agentes
quimioterapéuticos, de forma tal que al pretender utilizar los polimorfismos TYMS
como marcador de resistencia o toxicidad al 5-FU, MTX y sus derivados, es
fundamental analizar en conjunto los polimorfismos de las regiones 5’UTR y 3’UTR,
con base en esto el analisis de haplotipos 5"UTR/3"UTR resulta atil en mayor grado,
debido a que estas variantes en combinacién son mas eficaces para determinar el

nivel de expresion enzimatica.

En relaciona este aspecto, se ha reportado que existe una notable asociacion
entre el alelo +6pb y la variante 2R, ya que las mismas se encuentran en desequilibrio
de ligamiento (D’= -0,76) (Lecomte et al., 2004). El haplotipo 2R/+6pb se asocia
significativamente con alto riesgo de efectos secundarios graves a 5-FU aun cuando
la variante +6pb se relaciona de manera directa con el aumento de la expresion de TS.

Dicha observacion explica por qué los individuos con genotipo -6pb/-6pb poseen un
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riesgo de toxicidad al 5-FU significativamente inferior en relacion a los pacientes con
el genotipo +6pb/+6pb (OR: 0,19; 95% CI: 0,04-0,91) (Gusella et al., 2009).

El analisis de haplotipos en ambos grupos de estudio mostré una asociacion
preferencial entre 2R y +6pb, aspecto antes descrito por Lecomte et al., (2004), de
manera que casi siempre que se presenta el alelo 2R, este aparece en combinacién con
+6pb, este haplotipo resultdé ser el mas comun en la poblacién de referencia; no
obstante este acontecimiento sucede casi de la misma manera con el alelo -6pb, el

cual se vincula preferentemente con la variante 3R.

En el presente trabajo se encontré que las combinaciones mas comunes en la
poblacién de referencia son: 2R/+6pb y 3R/-6pb, las mismas que predominan en
poblacion italiana (Graziano et al., (2004), sin embargo al comparar estadisticamente
la distribucion de estos haplotipos con dicha poblacién, se observan diferencias
significativas (p=0.010), esto se debe al predominio que tiene la combinacion
2R/+6pb (40,6%) en poblacidn italiana (Graziano et al., (2004), el cual difiere con lo
encontrado en la poblacion de referencia, donde este haplotipo se presenta con
frecuencia de 31,73% (Tabla 11). Los resultados hallados en el presente trabajo
acerca de la distribucion de haplotipos difieren en mayor grado con lo reportado para
poblaciones de origen asiatico, donde el haplotipo 2R/+6 se clasifica entre los menos
frecuentes (10,4%) (Zhang et al., 2004), y obedece su causa a la baja frecuencia con

la que se presenta el alelo 2R en esta poblacion.

Los datos obtenidos acerca de la distribucion de genotipos y haplotipos en la
poblacion de referencia aportan el conocimiento basico necesario para emprender
estudios a futuro con fines de investigacion en farmacogenética o para los estudios de
asociacion de un genotipo o haplotipo determinado con un tipo de cancer (Graziano et
al., 2004). Esta informacién ademas de poseer gran valor desde el punto de vista de

genética poblacional, es fundamental para estimar el diplotipo de los individuos,
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variable que finalmente permite inferir con mayor certeza el nivel de expresion de TS
del individuo, factor que ejerce gran influencia al momento de predecir el tipo de
respuesta farmacologica o predisposicion del paciente a desarrollar toxicidad cuando

es tratado con 5-FU, MTX y sus prodrogas.

En funcién de lo antes descrito es importante resaltar que los haplotipos méas
frecuentes en la poblacion de referencia: 2 y 3 (2R/+6pb y 3R/-6pb) (Tabla 11), al
estar en combinacion con cualquiera de los otros haplotipos, existe mayor
probabilidad de generar un fenotipo de expresion de TS intermedio, o alto (Tabla 14),
siendo menos probable el desarrollo de un fenotipo de baja expresién, ya que para
que esto sea posible, cualquiera de estos dos haplotipos tendria que aparecer en
combinacion exclusivamente con el haplotipo 2R/-6pb, hecho que ocurrié con una
frecuencia de 0,38%, y debe su causa a la baja frecuencia con la que el haplotipo 2R/-
6pb aparece en la poblacién (Tabla 11).

Cuando la poblacién de referencia es clasificada en funcién del nivel de
expresion de TS (Tabla 15) se pudo observar que mas del 50% de la poblacién posee
el fenotipo de alta expresion, y solo una minoria (11,92%) se ubica dentro del grupo
de baja expresion. Este resultado puede ser consecuencia de la alta frecuencia con la
que se presenta el haplotipo 3R/+6pb en la poblacion de referencia (30%), el cual al
poseer dos alelos asociados a la sobreexpresion de la enzima contribuyen en mayor
grado en la aparicion del fenotipo de expresion de TS alto, pues el mismo por si solo
aporta la mitad de la carga necesaria para que esto ocurra, y al aparecer en
combinacion con casi cualquiera del resto de los haplotipos es capaz de determinar la

aparicion de este fenotipo.

El analisis de polimorfismos TYMS en el grupo de enfermos permitié conocer
que al igual que en poblacién sana, los alelos predominantes fueron los que

predisponen al individuo a pobre respuesta farmacoldgica, sin embargo, en este grupo
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de estudio, fue notable una mayor presencia de los alelos +6pb y 3R, en comparacion
con lo observado en el grupo de referencia. En este sentido, se hall6 que para
1494DELS, el genotipo méas frecuente fue +6pb/+6pb, el cual estuvo presente en
12/20 individuos, lo que constituye el 60% de los pacientes, asimismo se encontro
una predominio notable del alelo 3R, el cual se present6 casi con la misma con una
frecuencia poco menor que el anterior (65%), y que se ve reflejado en los genotipos
exhibidos por este grupo de pacientes, de los cuales el 45% posee el genotipo de alta

expresion de TS (3R/3R) y 40% el genotipo de expresion intermedia (2R/3R).

La frecuencia alta del haplotipo 3R/+6pb (42,50%) en el grupo de pacientes
(Tabla 12), llama la atencion en gran medida, principalmente por tratarse de
individuos con una neoplasia hematoldgica, lo cual podria estar relacionado a la
sobreexpresion de TS. Este hallazgo podria sugerir la existencia de una asociacion
entre estos alelos y la susceptibilidad a la enfermedad, aspecto que ha sido estudiado
por varios autores: Nazki et al. (2012) y Weng et al. (2012), estos Gltimos hallaron
que el genotipo 3R/3R puede contribuir a la susceptibilidad de riesgo de LLA en
nifios y linfoma no Hodgkin en caucésicos, y que a su vez el genotipo (-6pb/-6pb)
podria tener un efecto protector en neoplasias hematoldgicas. La existencia de una
asociacion entre los polimorfismos TYMS vy la susceptibilidad al cancer ha sido
propuesta por otros investigadores en cancer de pulmén (Takehara et al., 2005),
adenocarcinoma esofagico, gastrico y de la unidn gastroesofagica (Graziano et al.,
2004; Yang et al., 2012; Zhang et al., 2004), cancer de mama (Zhai et al., 2006; Da
silva Nogueira et al., 2012), entre otros. Sin embargo, al comparar estadisticamente
los resultados obtenidos en este trabajo acerca de la distribucién de los haplotipos en
los dos grupos de estudio analizados: poblacion de referencia y grupo de enfermos,
no existen diferencias significativas (p=0,22). Este resultado podria deberse al tamafio
pequefio de la muestra (n=20), por ello es recomendable analizar un mayor nimero de

pacientes.
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La determinacion de los dipoltipos TYMS en el grupo de enfermos reveld que
el 60% de los pacientes analizados posee el fenotipo de alta expresién de TS,
condicion que les hace propensos a desarrollar falla terapéutica al ser tratados con
MTX, no obstante, es esta proporcion de individuos los que poseen una mayor
capacidad de superar los efectos adversos del medicamento (Santini et al., 2004). El
35% restante tendra probabilidad de responder medianamente ante el tratamiento con
este farmaco y desarrollar efectos adversos en distinta medida. Esta inferencia esta
basada en lo observado por Krajinovic et al., (2002), quienes estudiaron nifios con
LLA tratados con MTX encontrando que los portadores del genotipo 3R/3R tienen
una pobre perspectiva de supervivencia en comparacion con los que portan los
genotipos 2R/3R y 2R/2R.

Este resultado posee importancia desde el punto de vista clinico debido que al
momento del analisis, estos pacientes estaban siendo tratados con MTX. Cabe
recordar que los pacientes con LLA reciben altas dosis de MTX (Combariza et al.,
2007; Chona de Armas et al.,, 2010) y que este farmaco y sus derivados no solo
forman parte de los estandares de tratamiento de la LLA, sino que ademas son de
aplicacion en tratamiento de otras neoplasias hematoldgicas y otros tipos de cancer,
como el osteosarcoma (Patifio-Garcia et al., 2009), cancer de vejiga invasivo (Vera-
Gimon et al., 2003), e inclusive la artritis reumatoide (Rego-Pérez et al., 2009; Lima
et al., 2014). EI conocimiento de estos resultados por los médicos tratantes permitira,
en primer lugar estudiar la relacion existente entre el fenotipo de expresion de TS de
cada paciente diagnosticado con leucemia y la tasa remision completa alcanzada, y
asi poder comparar el comportamiento de dichos pacientes con lo reportado en otros

paises.

Debido a que la variabilidad de respuesta de los pacientes ante determinado
medicamento, se debe fundamentalmente a polimorfismos genéticos que afectan la

actividad de las enzimas que participan en la farmacocinética o en la
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farmacodinamica del medicamento (Candelaria et al., 2006; Moran et al., 2008),
como es el caso de TS, el conocer el perfil genético del individuo, no solo permite al
médico tratante llevar la medicina hacia un nivel mas personalizado, sino que
beneficia en gran medida al paciente, el cual estara en condicion de recibir, desde el
principio el tratamiento que mas le favorezca y dosis con un mayor ajuste (Jakka y
Rossbach, 2013), del mismo modo, el conseguir identificar a los individuos con
mayor probabilidad de beneficio de determinado farmaco durante la terapia anti
cancer, podria conllevar a la larga a la modificacién de los regimenes de tratamiento,
de forma tal que se disminuya el uso generalizado de los mismos, hecho que en
definitiva tiene un impacto social, puesto que podrian fortalecerse las politicas de
salud dirigidas al financiamiento de este tipo de terapia, mecanismo que ha sido
propuesto en algunos paises de Europa con el fin de brindar el mayor beneficio al
numeroso grupo de pacientes que reciben quimioterapia (Tirelli et al., 2011), lo que
tiene como objetivo, disminuir los efectos tanto fisicos y psicologicos, como
monetarios que acarrea el método de ensayo y error, de los cuales se estima que
representan el 1,9% del total de costos hospitalarios y el 15% de los costos totales del

tratamiento en pacientes que padecen alguna enfermedad crénica (Marsh, 2007).

Hoy dia el estudio de los polimorfismos de la TS representan una herramienta
de gran ayuda en el desafio que tiene el tratante al elegir la farmacoterapia adecuada
para el paciente afectado por algiun tipo de cancer, en el cual sea necesario
administrar 5-FU o MTX. Si bien en la actualidad, ain se encuentra en discusion el
uso especifico de los polimorfismos TYMS como elemento predictivo en el
tratamiento adyuvante, debido a la inconsistencia en algunos resultados, segun lo
indico la Sociedad Americana de Oncologia Clinica (ASCO) en el afio 2006 (Locker
et al., 2006), la gran mayoria de estudios demuestran que existe una marcada relacion
entre el nivel de TS expresado por el paciente (determinado por los genotipos TYMS)
y la respuesta farmacoldgica o la toxicidad desarrollada por los mismos, por lo que,

desde el punto de vista clinico, dejar de considerarle significa desaprovechar los
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numerosos beneficios que ofrece este conocimiento tanto para el tratante como para

el paciente.

Asimismo es necesario tomar en cuenta que la prediccion de la efectividad o
toxicidad de estos farmacos no depende unicamente de los polimorfismos del gen
TYMS, y que a pesar de que la inhibicion de la TS es el principal mecanismo de
accion del 5-FU (Schilsky et al., 1998), es fundamental incluir un enfoque integral en
donde se evallen ademas otros marcadores que son clave tanto en el metabolismo del
farmaco como otras enzimas que participan en la farmacodinamia e interacciones
blanco-medicamento (Ezzeldin y Diasio 2008; Di Francia et al., 2012 (b);
Loganayagam et al., 2013). Un ejemplo de ello son los polimorfismos del gen DPYD,
que poseen influencia sobre la actividad de la dihidropirimidina deshidrogenasa
(DPD), enzima limitante de la velocidad en el catabolismo 5-FU que tiene un papel
critico tanto en la efectividad antineoplasica como en la toxicidad del farmaco, del
modo que, segun lo indican varios autores, una actividad intratumoral incrementada
de la DPD se correlaciona con resistencia al 5-FU, mientras que una actividad
disminuida conlleva un descenso en la tasa de catabolismo del 5-FU con el
consiguiente aumento de su toxicidad (L6pez et al., 2008; Schwab et al., 2008;
Gonzélez-Haba et al 2012).

Otros polimorfismos con valor predictivo, en cuanto a toxicidad y efectividad
son los del gen de la Metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR), enzima es muy
importante durante la regeneracion de folato reducido. Entre los polimorfismos que
influyen sobre la actividad de esta enzima destacan dos SNP cuya presencia genera
variantes con actividad disminuida que tienen efectos sobre la eficacia y toxicidad del
medicamento (Rego-Pérez et al., 2009). Aaunque dichas variantes han sido asociadas
principalmente al MTX, existen estudios recientes que los reconocen como
marcadores farmacogenética clinicamente Utiles en la prediccion de la toxicidad a la

terapia con fluoropirimidinas (Loganayagam et al., 2013).
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Es importante sefialar que en el presente estudio solo se incluy6 en el anélisis
de 5°UTR de TYMS, el polimorfismo TSER, y a pesar que éste es el de mayor
influencia, el estudio de esta regidn estara mas completo si se incluye el andlisis del
polimorfismo 3RG>C, el cual da lugar a las formas alélicas 3RC y 3RG variantes que
tienen impacto sobre la funcion de 3R en el mecanismo transcripcional de TS,
pudiendo determinar su funcién activadora, de manera que los individuos que
exhiban el genotipo 3RC pueden ser clasificados dentro del grupo de alelos de “baja
expresion” en conformidad con aquellos que presentan el alelo 2R, asi posean la

triple repeticion (Mandola et al., 2003; Lurje et al., 2009).

Los resultados obtenidos en este trabajo constituyen datos estadisticos de
referencia en poblacién de la region central de Venezuela, y son a su vez el
fundamento para realizar estudios futuros de casos y controles, necesarios para
dilucidar algunas hipoétesis producto de esta investigacion. El estudio de los
polimorfismos del gen TYMS en poblacién venezolana constituye el punto de partida
de investigaciones posteriores que tienen como fin la indagacion de otros
polimorfismos y genes implicados en la respuesta a este tipo de medicamentos, lo
cual constituye la base de la medicina personalizada, que a futuro podra mejorar la
efectividad del tratamiento en pacientes con cancer.
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CONCLUSIONES

El andlisis de diplotipos en la poblacién de referencia, demostro la presencia
de 13 diplotipos, siendo el mas frecuente (2,3) el cual aparecio en el 22,30 %
de los individuos analizados. Se pudo determinar que el 50,7% de la
poblacion posee diplotipos de alta expresion de TS, este conocimiento es
importante en farmacognética, debido a que la expresion de TS ha sido

utilizada como marcador predictivo y de pronéstico en algunos tipos de cancer

La determinacion de los diplotipos TYMS en el grupo de enfermos reveld que
el 60% de los pacientes, al poseer el fenotipo de alta expresion de TS, son
vulnerables a presentar falla terapéutica cuando son tratados con MTX, u otro
inhibidor de TS, no obstante, es esta proporcién de individuos los que poseen
una mayor capacidad de superar los efectos toxicos del medicamento, estos
datos constituyen la plataforma para investigar como es la evolucion de los
pacientes diagnosticados con Leucemia tratados con este tipo de farmacos, en

funcién del fenotipo de expresion de TS.

Las diferencias estadisticas observadas en lo que respecta a la distribucién de
los polimorfismos TSER y 1494DEL6 del gen TYMS entre la poblacién
estudiada y otras poblaciones, refleja la necesidad de emprender estudios de
los marcadores de importancia en farmacogenética en el pais, sobre todo por

el caracter mestizo de la poblacion venezolana.
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La presencia del alelo TSER*4 (4R) en poblacion venezolana hace evidente el
aporte africano que existe en nuestro pais, ya que este alelo ha sido reportado
principalmente en poblaciones afrodescendientes.

El estudio comparativo de los polimorfismos TYMS en dos poblaciones
celulares diferentes, provenientes del grupo de enfermos descartdo la

posibilidad de existencia de pérdida de la heterocigocidad para ambos loci.

Los resultados obtenidos en esta investigacion contribuyen a la creacién de
bases de datos necesarias para emprender estudios de farmacogenética en
relacion al gen TYMS en la regién central del pais. Esta base de datos podra
ser utilizada como referencia para deducir los haplotipos y diplotipos de los
individuos que lo requieran, permitiendo inferir en el posible fenotipo de
expresion de TS, lo que esta relacionado directamente con la respuesta

terapéutica y toxicidad ante farmacos inhibidores de TS.
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RECOMENDACIONES

Resulta fundamental la evaluacion de otros marcadores asociados a la
respuesta terapéutica de farmacos inhibidores de TS, del modo que se incluya
el estudio no solo de las enzimas que participan en la farmacodindmica, sino
también aquellas que participan en la farmacocinética del medicamento, esto
debido a que el conocimiento del efecto conjunto de otras enzimas que
participan en la ruta de estos medicamentos permite inferir de una manera méas

global en el fenotipo de respuesta a este tipo de farmacos

Debido a la heterogeneidad con la que se presentan los polimorfismos TYMS
en las distintas poblaciones, aunado a las caracteristicas étnicas de nuestro
pais, es necesario analizar individuos de otras regiones de Venezuela, con el

fin de conocer si existen diferencias en la distribucion de los mismaos.

Analizar la evolucion del tratamiento con MTX en funcién de la expresién de

TS en el grupo de pacientes incluidos en este estudio

Es recomendable estudiar un mayor numero de individuos enfermos,
especialmente aquellos tratados con este tipo de farmacos, esto permitiria a su
vez indagar la posible asociacién de los polimorfismos TYMS con la

enfermedad, mediante el estudio de casos y controles.

Es de gran importancia establecer relacién directa con la comunidad médica,
con el fin de dar a conocer esta informacion y buscar las bases para integrar

conocimientos de farmacogenética en la practica clinica.
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