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RESUMEN

Introduccion: El cancer es la segunda causa de muerte en Chile, y el digestivo es

responsable del 46,2% del total de los fallecimientos por esa causa; de ellos, el
cancer colorrectal (CCR) es la tercera causa de muerte después del gastrico y biliar.
Entre los farmacos mas empleados para el tratamiento del CCR se encuentran los
analogos de las pirimidinas (5-FU y su pro droga Capecitabina), que tienen como
blanco de accion a la enzima Timidilato Sintasa (TS), que cumple un rol clave en la
sintesis de DNA. La respuesta a este tratamiento no es igual para todos los
individuos, se ha postulado que la resistencia farmacoldgica en algunos pacientes, se
deberia a la presencia de variantes genéticas en la region enhancer del gen TS, que
producirian modificaciones cuantitativas y/o cualitativas de la enzima TS.La
farmacogenética ha logrado avances en la busqueda de marcadores biolégicos que

estan permitiendo predecir la respuesta interindividual a las terapias farmacoldgicas.

Los estudios clinicos realizados en pacientes con CCR sugieren que el locus TSER
(Thymidilate Synthase Enhancer Region)seria un buen indicador de la respuesta al
tratamiento a los anélogos de la pirimidinas. En todas las poblaciones estudiadas, se
ha descrito, la presencia de dos polimorfismos en el locus TSER, el primero consiste
en un VNTR (variable number tandem repeats), de 28 pares de bases (pb) que
origina los alelos TSER*2 y TSER*3, y el segundo en un SNP (single nucleotide
polymorphism), que produce unasustitucion nucleotidica G>C, dentro de la segunda

repeticion del alelo TSER*3. Ambos afectarian la expresion de la proteina TS.



Objetivo:Discernir larelacién entre las variantes genotipicas del locus TSER y la

expresion de la proteina TS en tejido normal y tumoral en pacientes chilenos con

cancer de colon y/o recto.

Pacientes y muestras: En el presente estudio participaron 53 pacientes con

CCR, atendidos en el Hospital San Juan de Dios-Santiago de Chile, de las biopsias
fijadas en formalina e incluidas en parafina se obtuvo muestras de tejido normal y

tumoral.

Métodos: Se genotipificaron las muestras de los distintos individuos de acuerdo a

los dos polimorfismos descritos para el locus TSER. Se emplearon las técnicas de
PCR para las dobles y triples repeticiones en tandem de 28pb y RFLP para la
sustitucion G>C, ubicada en la segunda repeticion del alelo TSER*3. Mientras que la
expresion intratumoral de la proteina TS fue evaluada por inmunohistoquimica (IHQ)

en tejido fijado e incluido en parafina.

Resultados: Las frecuencias genotipicas para el locus TSER seglin VNTR y SNP

(G>C) en tejido normal fueron las siguientes: TSER*2/*2 (22,6%), TSER*2/*3C
(15,1%), TSER*2/*3G (35,9%), TSER*3C/*3C (3,8%), TSER*3G/*3C (15,1%),
TSER*3G/*3G (7,6%). Se observd pérdida de heterocigocidad en tejido tumoral en
individuos con genotipo TSER*2/*3C (3,8%) y TSER*2/*3G (11,4%), generando los

genotipos TSER*2/-- (5,7%), TSER*3C/-- (1,9%) y TSER*3G/-- (7,6%). Se encontr6



asociacion estadisticamente significativa (P< 0.05) entre las variantes genotipicas

del locus TSER vy la expresién de proteina TS en tejido normal y tumoral.

Conclusiones: Hemos encontrado que la mayor expresién de la proteina se

asocia fuertemente con la presencia de los genotipos que tienen al menos un alelo
TSER*3G. Por lo tanto la genotipificacion en tejido normal y tumoral de los
polimorfismos ya descritos, podrian servir como potenciales predictores de la eficacia
de los tratamientos con 5-FU en pacientes chilenos con diferentes tipos de canceres.
Se requieren mas estudios para clarificar el verdadero rol que estarian jugando estos

polimorfismos en el tratamiento con 5-FU en nuestra poblacion.



SUMMARY

Introduction: Cancer is the second leading cause of death in Chile, and the tract is
responsible for 46.2% of total deaths for that cause, of which colorectal cancer (CRC)
is the third leading cause of death after gastric and bile. Among the most commonly
used drugs for the treatment of CRC are pyrimidine analogs (5-FU and its pro-drug
Capecitabine), which target the enzyme action Thymidylate Synthase (TS), which
plays a key role in the DNA synthesis. The response to this treatment is not the same
for all individuals, it has been postulated that the drug resistance in some patients, be
due to the presence of genetic variants in the region TS gene enhancer, which
produce modifications quantitative and/or gualitative of TS
enzyme.Pharmacogenetics has made progress in the search for biomarkers that

predict response are allowing interindividual to pharmacological therapies.

Clinical studies in patients with CRC suggest that TSER locus (Thymidylate Synthase
Enhancer Region) would be a good indicator of treatment response to pyrimidine
analogs. In all populations studied, has been described, the presence of two
polymorphisms in the TSER locus, the first is a VNTR (variable number tandem
repeats) of 28 base pairs (bp) that originates TSER*2 allele and TSER*3, and the
second in a SNP (single nucleotide polymorphism), which produces a nucleotide
substitution G>C, in the second repeat of TSER*3 allele. Both affect the TS protein

expression.



Objective: To discern the relationship between the genotypic variants of locus

TSER and TS protein expression in normal and tumor tissue in Chilean patients with

colon and/or rectum.

Patients and samples: The present study included 53 patients with CRC treated

at the Hospital San Juan de Dios, Santiago, Chile, from biopsies fixed in formalin and

embedded in paraffin samples obtained normal and tumor tissue.

Methods: We genotyped samples from different individuals according to the two

polymorphisms described for TSER locus. We used PCR techniques for double and
triple tandem repeats of 28pb and RFLP for substitution G>C, located in the second
repeat of TSER*3 allele. While the intratumoral expression of TS protein was

evaluated by immunohistochemistry (IHC) on tissue fixed and embedded in paraffin.

Results: The genotype frequencies for TSER according VNTR locus SNP (G>C) in
normal tissue were: TSER*2/*2 (22.6%), TSER*2/*3C (15.1%), TSER*2/*3G (35.9%),
TSER*3C/*3C (3.8%), TSER*3G/*3C (15.1%), TSER*3G/*3G (7.6%). Loss of
heterozygosity (LOH) was observed in tumor tissue in individuals with genotype
TSER*2/*3C (3.8%) and TSER*2*/3G (11.4%), generating genotype TSER*2/--
(5.7%), TSER*3C/-- (1.9%) and TSER*3G/-- (7.6%). Statistically significant
association was found (P<0.05) between a locus TSER genotype and TS protein

expression in normal and tumor tissue.



Conclusions: Were found that the enhanced expression of the protein is strongly

associated with the presence of the genotypes that have at least one allele TSER*3G.
Therefore genotyping in normal and tumor tissue of the polymorphisms described
above, could serve as potential predictors of efficacy of treatment with 5-FU in
Chilean patients with different cancers. Further studies are needed to clarify the true

role they would play these polymorphisms on treatment with 5-FU in our population.
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La probabilidad de presentar un cancer durante la vida es, uno de cada dos
varones y una de cada tres mujeres, segun la base de datos Surveillance,
Epidemiology and End-Results (SEER), de 1998-2000 [1]. En el afio 2008, se
contabilizaron 12.4 millones de casos diagnosticados y 7.6 millones de muertes por
cancer en el mundo[2]. Segun reportes de la Organizacion Mundial de la Salud del
afio 2008 el cancer colorrectal (CCR) represento el 9,4% del total de canceres a nivel
mundial. En general las tasas de incidencia y mortalidad de CCRson cerca del 35 a
40% mayor en hombres que en mujeres, las razones de este predominio en el sexo
masculino no estan completamente clarificadas[3].En cuanto a la tasa de incidencia
mundial por tumores malignos segun sexo, el CCR se encuentra en cuarto lugar en
hombres y tercero en mujeres[2]. El 91% de casos diagnosticados como CCR se

presentan en individuos sobre los 50 afios de edad [4].

La prevalencia de CCR muestra una amplia distribucion geografica,
observandose altas tasas en Nueva Zelanda, Australia, Norte Ameérica, Europa y
también en Japon, y con bajas tasas reportadas en Asia y Africa[2]. Segun datos de
la Sociedad Americana de Cancer, en EE.UU. se esperan cerca de 142.820 nuevos
casos y 50.830 muertes por CCR en ambos sexos para el afio 2013 [3]. La
prevalencia esta correlacionada con el desarrollo del pais, siendo maxima en zonas
industrializadas como EE.UU. y Europa. En consecuencia, los estudios
epidemioldgicos se han centrado en la identificacion de los factores prevalentes en
estas poblaciones que aumentan o reducen el riesgo de presentar CCR,
demostrandose deforma constante que mdltiples factores dietéticos y del estilo de

vida modifican este riesgo. Estudios de cohortes prospectivos asocian una elevada
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ingesta de carne roja, una ingesta baja de acido félico y una reduccion del calcio y la
vitamina D, al aumento del riesgo de presentar CCR. El aumento del indice de masa
corporal y los menores niveles de actividad fisica aumentan el riesgo de presentar un

CCR hasta dos veces [1,4].

En Chile no existen registros epidemiolégicos de tasas de incidencia de
tumores. El 2008, segun datos publicados por el Ministerio de Salud, la mortalidad
por tumores para el cancer de colon y de recto alcanzo una tasa de 7,2 y 2,4 por cien

mil habitantes, respectivamente [5].

En el mundo y en Chile se han hecho esfuerzos paramejorar las terapias y
programas de lucha contra el cancer; no obstante no se ha logrado disminuir
significativamente las tasas de mortalidad, lo que deja en evidencia que falta mucho
por hacer para alcanzar el éxito esperado[6]. En este sentido la farmacogenética,
subdisciplina de la genética, estd dando un nuevo enfoque a las estrategias
terapéuticas, con importantes avances conceptuales y metodoldgicos para abordar

esta tematica [7].

El término farmacogenética fue introducido por Vogel en 1959 como “la
subdisciplina de la genética que estudia las variaciones hereditarias clinicamente
importantes en la respuesta a drogas”. El objetivo mas importante en la investigacion
en farmacogenética es el estudio de la influencia de la variabilidad genética en la
respuesta (eficacia, seguridad y tolerancia) a los medicamentos [7,8]. Puede

afirmarse que este concepto fue introducido hace mas de 100 afios con los
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descubrimientos del médico britanico Sir Archibal Garrod. Este investigador
estudiando enfermedades poco frecuentes (alcaptonuria y porfiria), se dio cuenta de
que algunas de ellas se manifestaban por anomalias metabdlicas heredables, y
propuso que la variacion interindividual a la respuesta a drogas, también podria
surgir de desarreglos de factores metabdlicos. Esta vision profética de las bases de
la farmacogenética fue publicada en “The Inborn Errors of Metabolism” y en “The
Inborn Factors of Disease”. Garrod reemplazé a William Osler en la Universidad de
Oxford. Ambos tenian poco en comun en cuanto al concepto de enfermedad. Osler
consideraba que las personas tenian enfermedades y que todas las enfermedades
poseian caracteristicas bien definidas que las distinguian entre si; por lo tanto, para
Osler todos los pacientes que padecian una determinada enfermedad deberian ser
tratados de forma idéntica. Sin embargo, Garrod daba mayor importancia a las
diferencias interindividuales, y para €l no hay enfermedades sino enfermos, cada uno

con una “individualidad quimica” que hay que tener en cuenta para su curacion [9].

La farmacogenética cobrdé un gran interés en la década 1970 cuando Vesell
demostré a través de estudios en mellizos que la variabilidad en la velocidad del
metabolismo de drogas tiene una base genética [10]. A partir de este momento se
comienzan a describir respuestas notablemente distintas en la eficacia de los
farmacos administrados, las cuales han sido explicadas por la existencia de
polimorfismos genéticos de los blancos farmacéuticos o dianas terapéuticasy de las
enzimas que metabolizan farmacos. La mayoria de estos polimorfismos son de
nucleétido simple (SNP), los que representan aproximadamente méas del 90 % de

variacion genética en el genoma humano. El resto de la variaciébn es causada por
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inserciones y deleciones (ins/del), duplicaciones, microsatélites repetitivos, entre

otras [11].

Todos los regimenes antineoplasicos conocidos son toxicos para el huésped.
Esto es debido a que los tumores malignos se originan a partir de tejido normal y sélo
hay pequefas diferencias bioquimicas entre los dos tipos de células, por lo tanto
cualquier tratamiento antineoplasico va afectar “calculadamente” a las células
normales. Ademas de este tipo de toxicidad existe la no premeditada, las RAM
(reacciones adversas a medicamentos). La OMS las define como: “una respuesta a
un medicamento que es nociva y no intencionada, y que ocurre a dosis normalmente
utilizadas en el hombre” [12]. Entre los mecanismos comunes que dan origen a las
RAM, podemos encontrar factores farmacocinéticos anormales, que estan
relacionados principalmente con polimorfismos genéticos que alteran la funcionalidad
de las enzimas que participan en la biotransformacion de farmacos. Por ejemplo, el
5-FU, tras su administracion, es catabolizado en el higado en una ruta de tres pasos
a 2-fluoro-B-alanina, actuando en primer lugar la enzima Dihidropirimidina
deshidrogenasa (DPD). La deficiencia de la cantidad y/o calidad de esta enzima
puede conducir a una toxicidad severa a 5-FU. El 59% de los casos reportados que
desarrollan toxicidad se deben a niveles bajos de DPD. Se han identificado en estos
pacientes 11 mutaciones en el gen DPYD, dentro de las cuales la mutacion IVS14+1
G>A se observa en el 52% de los casos. Por lo tanto, la toxicidad a medicamentos
“intencionada o no” es una gran limitante de todas las terapias antineoplasicas

[13,14,15].
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Otro punto que siempre se debe evaluar de un farmaco es su eficacia y su
tolerancia. La eficacia se define como “la capacidad del complejo farmaco-receptor,
evaluada por métodos cientificos, de producir un efecto previsto”’[16]. El efecto
terapéutico de un farmaco se logra alcanzando un intervalo preciso de concentracion.
Por debajo de este intervalo no se observara ningun efecto farmacologico y por
encima, el efecto puede ser excesivo y es posible que aparezcan efectos no
deseados. En cambio, la tolerancia a las drogas es basicamente la capacidad del

cuerpo para adaptarse a la presencia de una droga [17].

La resistencia es un concepto biolégico que se refiere a la capacidad heredada
del individuo de no ser sensible a un farmaco a las dosis habituales. Esta reduccion a
la sensibilidad se manifiesta en un grupo de individuos de la poblacion que probaran
ser tolerantes a dosis que son letales para la mayoria. Esta resistencia puede
presentarse especificamente en las células neoplasicas, producto a sus genomas

mutables e inestables. Esta singularidad no se presenta en las células normales [18].

Los principales mecanismos de resistencia farmacoldgica por variantes
genéticas puede producirse por: a) modificacion cualitativa y/o cuantitativa de las
dianas moleculares (p.ej., Timidilato Sintasa); b) aumento de la velocidad de
inactivacion farmacologica (p.ej., metabolismo ultra rapido, CYP2D6); c) disminucion
de la velocidad de penetracion del farmaco en las células; d) incremento en la

actividad de los mecanismos de salida o expulsion del farmaco; entre otros [18].
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La eficacia y la tolerancia de los analogos de pirimidinas (5-FU y su pro-droga
oral Capecitabina) han sido extensamente estudiadas, debido a que el blanco o
diana de estos farmacos es la enzima Timidilato Sintasa, clave en la sintesis del

DNA.

1.1 Timidilato Sintasa (TS)

Timidilato Sintasa (EC 2.1.1.45) es una enzima dimérica citosélica, que cataliza
la metilacion reductiva de deoxiuridina-5"-monofosfato (dUMP) a 2"-deoxitimidina-5"-
monofosfato (dTMP). Este dTMP conocido también como timidina, es un precursor
esencial en la biosintesis DNA [19]. El rol de esta enzima en el metabolismo
nucleotidico del DNA la convierte en el principal blanco o diana para las drogas
“antimetabdlicas”, analogas estructurales a las pirimidinas, tales como el 5-
Fluorouracilo (5-FU) y su pro-farmaco oral de menor toxicidad, la Capecitabina

[19,20].

1.2 5-Fluorouracilo (5-FU) y su pro droga Capecitabina

El 5-Fluorouracilo (5-FU) es un agente antineoplasico, que hace varias décadas
ha sido empleado en el tratamiento del CCR y otros tumores solidos [22]. 5-FU fue
sintetizado en 1957 como una droga antineoplasica, analogo fluorado del uracilo
(figura 1), que actia durante la fase S del ciclo celular a través de su metabolito
activo 5-fluorodeoxiuridina monofosfato (FAUMP), impidiendo la sintesis de DNA.

Esto provoca un desbalance de la proliferacion celular lo que implica apoptosis [21].
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H H H

Uracilo 5-FU Timina

Figura 1: Estructura quimica de Uracilo, 5-FU y Timina.
(http://es.wikipedia.org/wiki/Pirimidina, modificado)

Tanto en las células normales como en las tumorales los metabolitos activos
gue se generan a partir del 5-FU son 3: FUTP, FAUMP y FAUTP conocidos por sus
efectos citotdxicos. Si el 5-FU es administrado por via oral o por bolo, actia a través
del metabolito 5-FUTP, que se incorpora al RNAm intracelular, lo que conlleva a su
disfuncion e inhibicion de la sintesis de proteinas. En cambio si el 5-FU es
administrado por via intravenosa su accion es a través de FAUMP, provocando un
bloqueo en forma irreversible con TS, por la formacion de un complejo ternario
inactivo entre FAUMP, TS y su cofactor 5-10 metilentretahidrofolato (MTHF). FAUMP
también puede ser fosforilado a FAUTP e incorporado directamente al DNA. Esta
incorporacion errénea inhibe la elongacion de la cadena y altera su estabilidad, lo
que resulta en la produccion de roturas de hebra simple y fragmentaciéon del DNA

(figura 2) [21].
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Figura 2: Vias de conversién intracelular del 5-FU (*: metabolitos activos).
(Cancer Biology & Therapy 7:7,995-996; 2008, modificado).

El 5-FU puro es muy téxico, por lo que habitualmente es administrado como
Capecitabina, con mayor biodisponibilidad para la célula, ingresando a ella por
transportadores de nucleodsidos. La Capecitabina es transformada en las células
hepaticas por la carboxilesterasa (CE) en 5'-deoxi-5-fluorocitidina (5'-DFCR) y este a
su vez en 5'-deoxi-5-fluorouridina (5'-DFUR) por la enzima citidina deaminasa (CyD),
cuya concentracion es elevada en higado, plasma vy tejido tumoral. Finalmente, 5'-
DFUR es convertido 5-FU por la accion timidina fosforilasa (TP), cuya concentracion
es de 3 a 10 veces mas alta en tejido tumoral que en el tejido normal

adyacente(figura 3) [22,23].
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Figura 3:Conversion enzimatica de Capecitab

enzima que se encuentra en la mayoria de los

1.3 Estructura del gen Timi

El gen Timidilato Sintasa (T

cromosoma 18pl11.32. TS esta constituido por 7 exones, 6 intrones, 2 regiones
flanqueadoras que se transcriben pero no se traducen (5’'UTR y 3'UTR) y su

promotor (figura 4). Los exones presentan secuencias que van entre 72 y 250 pares

de bases (pb) y los intrones entre 507

ina a 5-FU.Capecitabina se absorbe en el tubo digestivo y se

procesa en el higado para obtener 5’-desoxi-5-fluorocitidina (5’-DFCR). La citidina deaminasa, una

tejidos, convierte posteriormentela 5’-DFCR en 5’-desoxi-5-

fluorouridina (5’-DFUR). Después la enzima Timidina fosforilasa hidroliza la 5’-DFUR para dar el farmaco activo 5-
fluorouracilo (5-FU). (Cancer Colorrectal, Dana-Farber Cancer Institute, pag.69)

dilato Sintasa

YMSo TS; OMIM#188350), se ubica en el

y 6271pb [24,25].
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Figura 4: Representacion esquematica del gen Timidilato Sintasa (TS).
(Clinical Colorectal Cancer, Vol. 1, No. 3, 175-178, 2001, modificado)

1.3.1 Regioén no traducida 5" (5"'UTR)

La regidon 5°"UTR se localiza rio arriba inmediatamente después del codon de
inicio de la transcripcion (ATG). Kaneda y colaboradores (1990) describieron que
5'UTR presenta un alto contenido de nucleétidos G y C, desde el residuo -1 al -140

(79%), y un area rica en purinas entre los residuos -101 y -140 (G+A, 70%) [24].

5'UTR esta constituido por una: a) region polimérfica de secuencias repetidas
en tandem de 28pb, que pueden variar entre 2 a 9 repeticiones (VNTR, variable
number tandem repeats) [26] y b) secuencia de 14pb ubicada entre la primera
repeticion de 28pb del VNTR y una de igual numero de nucleétidos pero invertida,
localizada entre -139 y -112. Esta secuencia invertida tiene una complementariedad

del 75% con cada una de las repeticiones del VNTR [24].

En todas las poblaciones estudiadas se ha encontrado variacion para este
VNTR, siendo las repeticiones dobles (2R) y triples (3R) las mas frecuentes. Cuando
el VNTR presenta 2R, la primerasecuencia repetida se localiza a -69pb del codon de
inicio de la transcripcion y la segunda se encuentra adyacente a éste, rio abajo. En el

19



caso, de presentarse 3R, se ha descrito que la primera y segunda repeticion son
idénticas y colindantes, ubicadas entre -97 y -70pb y entre -69 y -42pb,
respectivamente, mientras que la tercera repeticion se encuentra entre -41 y -8pb,
éstacontiene siempre una insercion de 6pb (-13 a -8pb) y una sustitucion G>C en el
residuo nucleotidico -30 [24]. La zona que incluye las repeticiones ha sido
denominado por consenso locus TSER (Thymidilate Synthase Enhancer Region). Por
lo tanto, los alelos se designan segun el nimero de repeticiones como TSER*2,

TSER*3, etc. [26,27].

En el locus TSER se ha descrito, excluyendo la tercera repeticion, entre el 7™y
12° nucledtido una secuencia de consenso: CACTTG denominada caja-E, que tiene
un efecto potenciador o enhancer de la transcripcion del gen TS. Este sitio une
factores estimulantes de la transcripcion o USF (UpstreamStimulatory Factor).
Mandola y colaboradores (2003) describieronun polimorfismo de nucleotido simple
(SNP, single nucleotide polymorphism) dentro de la caja-E, que consiste en la
sustitucion G>C en el 12° nucledtido de la segunda repeticion, dando lugar a los

alelos TSER*3G y TSER*3C (figura 5) [28].
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Thimidylate Synthase Enhancer Region (TSER)

USF
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Figura 5: Secuencia nucleotidica del locus TSER tanto para el alelo 2R (superior), y el alelo 3R (inferior). Se
sefiala la ubicacion del SNP dentro de la caja- E (*), y la sustitucion G>C (flecha)
(Cancer Research2003; 63:2898-2904, 2003, modificado).

1.3.2 Regiodn no traducida 3" (3'UTR)

Esta region flanqueadora de 496pb se ubica inmediatamente después del
codon de finalizaciébn de la transcripcion (TAG). Ulrich y colaboradores (2000)
identificaron una delecién de 6pb entre los nucleotidos 15198 y 15204. En poblacién
caucasica el rango de frecuencia de esta delecién es de 27 a 29%. La funcién de

este polimorfismo es desconocida [28,29,30].

1.3.3 Promotor del gen TS

El promotor del gen TS no presenta las secuencias de iniciacion de la
transcripcion tipicas de la mayoria de los genes eucariéticos (TATA, CAAT y GC). La
region mas importante que promueve la transcripcion del RNAm de TS es la
conformada por tres secuencias que unen proteinas (Ets, Spl y LSF) entre —161 y —
141pb rio arriba. La secuencia que une Ets esta adyacente a la secuencia que une la

Spl, mientras que la que liga a LSF se sobrepone a ambas secuencias [24,31].
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1.4 Locus TSER y resistencia al 5-FU

Kawakami y colaboradores (1999) estudiaron la asociacion entre genotipo
TSER vy la expresion de la proteina en tejidos tumorales de 70 pacientes con cancer
gastrointestinal, 49 de ellos no recibieron tratamiento (grupo control) y 21 fueron
tratados con UFT (Tegafur+Uracilo) antes de la cirugia. En el grupo control hallaron,
niveles decrecientes de proteina TS segun los genotipos: TSER*3/TSER*3
>TSER*2/TSER*3>TSER*2/TSER*2. Esta gradiente sugiri6 una dependencia entre
niveles de la proteina y genotipo.En el grupo tratado con UFT cuantificaron los sitios
de unién covalente del complejo binario: FAUMP y proteina TS, mediante el ensayo
estequiométrico H3-FAUMP, este ensayo midié los niveles de TS total y TS libre (no
forma el complejo FAUMP-TS), encontrando niveles significativamente mayores de
TS libre en tejidos tumorales con genotipos TSER*3/TSER*3 versus
TSER*2/TSER*3, y bordeando la significacion hallaron mayor nivel de TS total en los
individuos TSER*3/TSER*3 con respecto a los TSER*2/TSER*3. No estudiaron estas
relaciones en los pacientes con genotipo TSER*2/TSER*2 debido al pequefio tamafo
muestral (3 de 70). Es por esto que ellos proponen que los genotipos para el locus
TSER vy los niveles de proteina pueden ser usados como predictor de la respuesta de

los pacientes tratados con 5-FU [32].

En un trabajo publicado por Marsh y colaboradores (2001), estudiando 24
pacientes caucasicos con diagnéstico de cancer colorrectal y tratados con 5-FU,
encontraron que la sobrevida media fue mayor en los pacientes que presentaban el

genotipo TSER*2/TSER*2 que la de los TSER*3/TSER*3. El riesgo que ellos
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estimaron a la resistencia al 5-FU fue 2,33 veces mayor en pacientes que
presentaban al menos un alelo TSER*3 en comparacion con los homocigotos
TSER*2/TSER*2 [33]. Pullarkat y colaboradores (2001), encuentran la misma
relacion entre genotipo y sobrevida en pacientes de EE.UU., estimando una
sobrevida en promedio de 16,2 meses para los pacientes TSER*2/TSER*2 con
cancer colorrectal tratados con 5-FU en relacion a 8,5 y 8,3 meses en los pacientes
TSER*2/TSER*3 y TSER*3/TSER*3, respectivamente. Ademas, encuentran una
asociacion estadisticamente significativa entre grado de toxicidad a 5-FU y genotipos
para TSER. Los pacientes TSER*3/TSER*3 presentan una menor toxicidad
comparados con los TSER*2/TSER*3 y TSER*2/TSER*2. Esto se explicaria porque
los pacientes con genotipo TSER*3/TSER*3 tienen mayor nivel de expresién de
proteina TS y por ende el farmaco tiene menor eficacia, lo que lleva a una
disminucién de la muerte celular en tejido tumoral y a una baja toxicidad en las

células normales [34].

Uchida y colaboradores (2004)estudiaron la pérdida de la heterocigocidad del
locus TSER, en células tumorales y evaluaron como estapérdida afectaba la
respuesta y sobrevida en individuos heterocigotos para la repeticion de 28pb
deTSER. Estudiaron tejido sano (control) y tumoral en 30 pacientes con cancer
colorrectal, tratados con la combinacién basada en fluoropirimidas S-1, todos ellos en
estadio IV. La frecuencia delgenotipo heterocigoto TSER*2/TSER*3 en tejido sano
fue un 73% (22 de 30), de este set de individuos heterocigotos el 45% (10) mostraron
un genotipo TSER*2/---, mientras que el 32% (7) mostré un genotipo TSER*3/--- en

tejido tumoral. La tasa de respuesta en pacientes con genotipo TSER*2/--- en las
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células tumorales fue del 80% (8 de 10) en comparacion con el 14% (1 de 7) en el
grupo con genotipo TSER*3/--- (P = 0,029). Los pacientes que presentaban en los
tumores genotipos TSER*3/---, tuvieron una supervivencia significativa-mente menor
en comparaciéon con los que presentaban en el tejido tumoral genotipo TSER*2/---.
Estos resultados proporcionan mas apoyo a laevidencia de que el alelo TSER*3
actia como un determinante negativo en la respuesta a la terapia basada en
fluoropirimidas, y que podria ser utilizado como un marcador biolégico de la

respuesta a la quimioterapia dirigida contra la enzima TS [35].

Acufia y colaboradores (2005) describieron las frecuencias genotipicas y
alélicas para locus TSER en dos poblaciones de Santiago de Chile de distintos
estratos socioeconomicos, pacientes de la Clinica las Condes (CLC) y donantes de
sangre del Hospital San José. No se encontraron diferencias significativas entre
las  frecuencias para el locus TSER(CLC:  TSER*3/TSER*3=33,7%;
TSER*2/TSER*3=46,3%; TSER*2/TSER*2=20%;TSER*3=56,8%. HSJ: TSER*3/TSER*3=29,2%;
TSER*2/TSER*3=48,3%; TSER*2/TSER*2=22,5%;TSER*=53,4%). Por lo tanto, si suponemos
que estas frecuencias son las de los pacientes con cancer colorrectal tratados con
fluoropirimidas (5-FU y Capecitabina), aproximadamente el 30% de ellos presentaria
el genotipo TSER*3/TSER*3 y por ende una respuesta ineficaz al tratamiento con
fluoropirimidas; es decir, estos pacientes tendrian una esperanza de vida disminuida

al compararlos con pacientes de genotipo TSER*2/TSER*2 [36].

Yu y colaboradores (2008) estudiaron la region 5’UTR del gen TS y la expresion

tisular de la proteina TS en 68 biopsias de pacientes con cancer decolon, los cuales
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no recibieron quimioterapia antes de la cirugia. La longitud de las repeticiones en
tandem fue determinada mediante amplificacion de DNA gendmico por PCR,
mientras que la expresion intratumoral de la proteina TS fue evaluada por
inmunohistoquimica (IHQ) en tejido fijado e incluido en parafina. Los niveles de TS
fueron valorados semicuantitativamente mediante un score de inmunoreactividad
(SIR), que considerd la intensidad de la inmunotincion y el porcentaje de células
tumorales positivas para la inmunotincion. Encontrandose que los pacientes con
genotipo TSER*3/TSER*3 (40/68) presentaban unSIR significativamente mayor que
los que presentaban genotipo TSER*2/TSER*3 (22/68)(5.73+ 3.25 vs. 3.77 £ 2.64, p
value = 0.015). El SIR de pacientes con genotipo TSER*3/TSER*3 en tejido tumoral
fue mayor que para los que presentaban genotiposTSER*2/TSER*2 (6/68) (5.73 +
3.25 vs. 2.17 + 1.47, p value = 0.008). El SIR no fue estadisticamente significativa

entre los genotipos TSER*3/TSER*2 y TSER*2/TSER*2 (datos no mostrados) [37].

En un estudio publicado por Kristensen y colaboradores (2010) estudiaron la
relacion entre las variantes del locus TSER versus niveles de expresion de RNAm y
proteina TS en 68 pacientes daneses con cancer colorrectal. Ellos encontraron que
los pacientes con genotipo TSER*3/TSER*3 tenian niveles significativamente
mayores de proteina TS comparados con los pacientes con genotipo
TSER*3/TSER*2 (8.8 + 1.3 vs. 5.3 + 0.9, P=0.01) y TSER*2/TSER*2 (8.8 £ 1.3 vs.
3.1 £ 0.1, P=0.003). No detectaron diferencias significativas entre los pacientes con
genotipo TSER*3/TSER*2 y TSER*2/TSER*2. Estos autores correlacionaron
genotipo y los niveles de RNAm, encontrando que los pacientes con genotipo

TSER*3/TSER*3 presentaban un incremento significativo en la expresion de RNAm
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TS comparado con los pacientes con genotipo TSER*3/TSER*2 (P=0.01)y
TSER*2/TSER*2 (P=0.02). No hallaron diferencias significativas en los niveles de
expresion del RNAm TS entre los pacientes con genotipo TSER*3/TSER*2 y
TSER*2/TSER*2 (P=0.11) [38].

Por ultimo es necesario mencionar que los niveles de RNAm y de proteina TS
son considerados indicadores prondsticos para varios canceres, entre los cuales se
encuentra el cancer de colorrectal. En una revision conjunta de datos de 73
publicaciones analizados por meta-analisis, se encontré6 que los individuos
TSER*2/TSER*2 o TSER*2/TSER*3 presentan un menor riesgo a cancer de
colorrectal a diferencia del cancer de mama, donde los individuos TSER*2/TSER*2

presenta un riesgo significativamente alto [39].

Los resultados explicitados en la literatura apoyan la existencia de un gradiente
de expresion diferencial de proteina TS segun genotipo TSER (TSER*3G/TSER*3G >

TSER*3G/TSER*3C >  TSER*3G/TSER*2>TSER*3C/TSER*3C >  TSER*3C/TSER*2 >

TSER*2/TSER*2). Es por ello que se hace necesario realizar estudios prospectivos,
para confirmar si este polimorfismo podria utilizarse comoun marcador biolégico util
para la optimizaciéon de la terapia con fluoropirimidas en pacientes chilenos con

cancer.
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Il.- HIPOTESIS
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Timidilato Sintasa (TS) presenta una expresion proteica diferencial, influenciada
por los polimorfismos (VNTR y SNP) del locus TSER, segln genotipos que generan
mayor (TSER*3G/TSER*3G > TSER*3G/TSER*3C >TSER*3G/TSER*2) y menor expresion
(TSER*3C/TSER*3C > TSER*3C/TSER*2 > TSER*2/TSER*2), tanto en tejido normal como

tumoral de pacientes chilenos con cancer colorrectal.
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lll.- OBJETIVOS
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3.1 Objetivo General
Determinar si existe asociacion entre las variantes alélicas del locus
TSER vy los niveles de expresion de la proteina TS en tejido normal y

tumoral, de pacientes chilenos con cancer colorrectal.

3.2 Objetivos Especificos:

a. Seleccionar segun criterios clinicos y anatomopatolégicos, pacientes con
diagnostico de cancer de colon y/o recto, tratados en el Hospital San

Juan de Dios — Santiago de Chile.
b. Conocer las frecuencias genotipicas y alélicas para el locus TSER,
considerando los polimorfismos (VNTR y SNP), tanto en tejido normal

como tumoral, de los pacientes seleccionados.

c. Valorar mediante un score de inmunoreactividad (SIR), los niveles de

expresion de TS en tejido normal y tumoral.

d. Determinar si existe perdida de heterocigocidad en tejido tumoral en los

pacientes.

e. Relacionar los niveles de expresion de TS con los distintos genotipos del

locus TSER.
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V.- PACIENTES,
MATERIALES Y
METODOS
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4.1 Seleccidon de pacientes

En el presente estudio se contempld la participacion de pacientes chilenos de
ambos sexos, menores a 86 afios de edad, diagnosticados con cancer de colon y/o
recto sigmoides (CCR), sometidos a quimioterapia coadyuvante en base a
fluoropirimidas (5-FU o Capecitabina), entre Noviembre del 2008 a Marzo del
2012,atendidos en el Hospital San Juan de Dios (HSJD) — Santiago de Chile, que es
parte de la Red de Salud Metropolitana Occidente, la cual recibe a los pacientes
pertenecientes a las comunas de Pudahuel, Renca, Cerro Navia, Quinta Normal y Lo
Prado, también le corresponde atender a las provincias de Melipilla y Talagante.La
poblacidn en estas comunas segun el mapa de nivel socioecondmico de Chile,
basado en el censo 2002 (fuente Adimark), pertenecen principalmente a los estratos
socioeconémicos medio-bajo y bajo (C2, C3 y D), y son homologables con la

poblacidon que atiende el Complejo Hospitalario San José [40].

Los criterios para la inclusion de pacientes en este estudio, ademas de los
mencionados, se basaron en el diagndstico anatomopatolégico, considerando
exclusivamente pacientes con diagnéstico de CCR de tipo histoldgico:
adenocarcinoma, por ser el mas frecuente, en estadio Il o Ill de la enfermedad, de
acuerdo a la clasificacion TNM 2002 del American Joint Committee on Cancer
(AJCC)[41].No se consideraron los pacientes en estadio | y IV dado que no nos
servirdn para estudios posteriores, la idea es tener una base de datos lo mas
homogénea posible, considerando que el tratamiento curativo para los pacientes en

estadio | es la reseccion quirargica del tumor primario y en el estadio IV el
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tratamiento terapéutico combina el uso de fluoropirimidas con anticuerpos
monoclonales (Cetuximab y Panitumumab), dirigidos especificamente contra el factor
de crecimiento epidérmico (EGFR). En cambio el estadio Il y Ill el tratamiento es la
reseccion quirdrgica del tumor primario y posterior a ésta el uso de fluoropirimidas
[42].

De la ficha de cada paciente se obtuvo datos tales como edad, sexo,
antecedentes familiares, localizacion, tipo y estadio del tumor, dosis de agente
quimioterapéutico, fechas de inicio y término de la quimioterapia, y recidivas del
cancer, entre otras variables, las que se ordenaran en una planilla computacional
para el registro y andlisis de la informacion. Todos los pacientes aprobaron su

participacion mediante la firma de un consentimiento informado.

4.2 Obtencion y analisis de las muestras

A patrtir de las biopsias, almacenadas en los archivos histologicos del Servicio
de Anatomia Patoldgica del Hospital San Juan de Dios, se obtuvieron muestras de
tejido fijado en formalina e incluidas en parafina (TFFIP). Para la obtencion de tejido
normal y tumoral de las biopsias, se examinaron al microscopio laminas con cortes
histoldgicos tefiidos con hematoxilina eosina (HE). A partir de éstas se delimitaron
areas, adyacentes al tumor primario, de tejido tumoral y tejido normal, y mediante la
técnica de macrodiseccion manual por perforacion (punching) de las biopsias
incluidas en bloques de parafina, se obtuvieron fragmentos tisulares de 7 mm de

diametro.
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4.2.1 Extraccion de DNA a partir de tejido fijado en formalina e

incluido en parafina (TFFIP).

La extraccion de DNA tanto de tejido normal y tumoral, se realiz6 empleando el
kit comercial QIAamp DNA FFPE tissue kit (Qiagen) [43], bajo el siguiente protocolo

de desparafinizacion:

e Desde las muestras obtenidas mediante punching, se cortaron 10 a 15
secciones de 10 ym de grosor con micrétomo, las cuales fueron colocadas en
tubos eppendorf de 1,5 ml.

e Se agregd 1 ml de xilol, dejando a temperatura ambiente por 10 min., y
agitando brevemente cada 3 min., seguido de una centrifugacion a 14500
r.p.m. por 5 min., y eliminando el sobrenadante por aspiracion con pipeta.

e Luego, se agregd etanol absoluto, agitando durante 15 segundos, y se
procedi6 a centrifugar a 14500 r.p.m. durante 2 minutos, eliminando el
sobrenadante (este paso se repitido 1 vez mas).

e Se dej6 secar a 56°C durante 10 minutos.

e Una vez obtenido el pellet de tejido, se continud con el protocolo de extraccion

de DNA descrito por el fabricante (Qiagen, Cat. no. 56404).
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4.2.2 Genotipificacion del locus TSER, segln repeticiones en

tandem dobles o triples de 28 pares de bases.

La genotipificacion del VNTR de 28 pb localizado en el locus TSER, fue
realizada mediante reaccién en cadena de polimerasa convencional (PCR), usando
partidores  sentido 5 AAAAGGCGCGCGGAAGGGGTCCT3 y antisentido
5 TCCGAGCCGGCCACAGGCAT3" descritos por lacopetta y colaboradores (2001)
[44]. La mezcla de PCR fue llevada a cabo en un volumen final de 25uL, conteniendo
4 L de DNA gendmico, 2,5uL de buffer 10X incluido MgCI**, 2,5 yL de DMSO al
10%, 2,0uL de cada partidor a una concentracion 10 uM, 0,2U de Taq Polimerasa
(New England Biolabs) y 11,4uL de agua desionizada grado PCR. El protocolo para
la reaccion de PCR consistio en una denaturacion del DNA durante 5 minutos a
94°C, para luego continuar con 32 ciclos de amplificacion en 3 etapas: una
denaturacion de 40 segundos a 94°C, seguida por un apareamiento a 60°C durante
40 segundos y una extension a 72°C durante 60 segundos, la extension final fue
durante 5 minutos a 70°C, la reaccion de amplificacion fue realizado en sistema

termociclador (PTC-100™ MJ Research INC.).

Las secuencias de los partidores sintetizados son complementarias a la region
gue flanquea al VNTR de 28 pb del locus TSER, de modo que la presencia de 3
repeticiones exhibi6 un producto de PCR de mayor longitud que uno de 2
repeticiones. Los productos de PCR fueron separados en gel de agarosa al 3% y
resueltos con tincion de Bromuro de Etidio en un transluminador UV Vilber Loumat

modelo TFX-20M, obteniéndose bandas de 144pb y 116pb, para el alelo TSER*3 y
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TSER*2, respectivamente.Para corroborar el tamafio de los amplificados (144 y

116pb) se utilizé un estandar de peso molecular a una escala de 25pb.

4.2.3 Genotipificacion del locus TSER, segun SNP (G>C)
localizado en el 12° nucledétido de la segunda repeticion

del alelo TSER*3.

Se empled la técnica RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism),
descrita por Kawakami y colaboradores (2003) [45], para la identificacion del SNP
(G>C) localizada en el 12° nucledtido de la segunda repeticion del alelo TSER*3, y
que produce los alelos TSER*3G y TSER*3C. La reaccion se llevé a cabo en un
volumen final de 20 uL, conteniendo 5U de enzima de restriccion Hae Ill, 5uL de
producto de PCR obtenido de la genatipificacion del VNTR de 28 pb del locus TSER
(excluyendo de la genotipificacion a los pacientes con genotipo TSER*2/*2) y agua
desionizada grado PCR, hasta completar el volumen final. La digestion enzimatica
fue realizada a 37°C durante toda una noche. Los productos de la digestion fueron
separados en gel de acrilamida:bisacrilamida 19:1 al 8% pl/v, por electroforesis en
camara vertical (Protean Il Xi Cell, Biorad) y resueltos con tincién de Nitrato de Plata
al 0,3%, obteniéndose bandas de 66, 37, y 28pb de longitud para el alelo TSER*3G y
de 94y 37pb para el alelo TSER*3C. Para corroborar el tamafio de los amplificados

se utilizdé un estandar de peso molecular a una escala de 25pb.
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4.2.4 Determinacion de la expresion de Timidilato Sintasa (TS)
en muestras de tejido normal y tumoral, mediante técnica
inmunohistoquimica (IHQ).

A las muestras histoldgicas de 7mm de didmetro previamente seleccionadas,
tanto de tejido normal como tumoral, se les realizaron cortes de 4 micrones de
espesor, que fueron colocados en portaobjetos silanizados, alineando cortes de
tejido normal (TN) y tumoral (TT) de un mismo paciente. A lo largo de un portaobjeto
se dispusieron cortes de TN y TT de 3 pacientes, ademas de un control positivo
correspondiente a tejido colénico normal con intensidad leve de reactividad, un
control negativo que consisti6 en un corte al azar de las mismas muestras
estudiadas, y al que se le dioelmismo tratamiento inmunohistoquimico, excepto que

no se le agrego el anticuerpo primario (TS-106: SC-33679).

Los portaobjetos con las muestras histoldgicas fueron desparafinadas y
rehidratadas en pasos sucesivos de xilol por 10 min. y alcoholes de 100°, 95° y 70°
por 5 minutos cada uno a temperatura ambiente. Posteriormente, la reactividad
antigénica fue recuperada colocando los portaobjetos en una jarra de Coplin con
solucion de EDTA (4cido etilen diamino tetracético) 1mM pH 8,0, precalentando a
94°+1°C vy colocados en un sistema de vapor adaptado para IHQ (Oster 5711) por
40 minutos, luego fueron dejadas enfriar a temperatura ambiente por 15 minutos, y

posteriormente lavadas 2 veces en agua destilada por 3 minutos.
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La expresidon de la TS, fue determinada agregando 50uL de anticuerpo 1gG
monoclonal murino TS 106: SC-33679 (Santa Cruz Biotechnology, INC.) a una
dilucion de 1:50 e incubadas por 40 minutos a 37°t1°C en camara humeda.
Seguidamente, se realizaron 2 lavados con buffer PBS 1X, pH 7,4, durante 5

minutos.

Para la visualizacion de la reaccion inmunohistoquimica, se empled el sistema
de deteccién NovoLink™Polymer Detection System (Leica microsystems Product No:
RE7140-K)[46], siguiendo el protocolo descrito por el fabricante.La evaluacion

inmunohistoquimica fue realizada con un microscopio de luz (Olympus BX43).

Para valorar semicuantitativamente la expresion de proteina TS, se le asigné
una puntuacion en una escala de 0 a 3 al grado de intensidad de la inmunotincion
(O: indetectable, 1: débil, 2: moderada, 3: fuerte), y de 0 a 4 al grado de extension
de la inmunotincion ( 0: 0% de células, 1: reaccion en 1 a 25% células tumorales, 2:
reaccion en 26 a 50 % células, 3: reaccion en 51 a 75% células, 4: reaccion en 76 a
100% de ceélulas), los valores obtenidos de cada parametro analizado fueron
multiplicados para obtener un score de inmunoreactividad (SIR). La evaluacion

delas muestras las realizaron dos médicos patélogos experimentados.
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4.3 Analisis estadisticos

Se construyeron tablas y graficas descriptivas de variables nominales como
sexo, localizacion de tumor, genotipos, alelos y numéricas, como rango de edad,
estadio del tumor y score de inmunoreactividad (SIR). Se estimaron por conteo
directo las frecuencias genotipicas y alélicas para el locus TSER y luego se evalué si

las frecuencias genotipicas observadas para el locus TSER se encuentran en

equilibrio genético de Hardy y Weinberg (prueba de Bondad de Ajuste, x*,p<0,05) .

La estimacion del porcentaje de mezcla indigena se realiz6 de acuerdo al
método de Bernstein [47]. Las frecuencias alélicas utilizadas para estimar este
porcentaje de mezcla, fueron las de los alelos A, B y O del sistema ABO y “d” del
sistema Rh. Las frecuencias alélicas para ABO y Rh de las poblaciones ancestrales
se obtuvieron de la literatura; Espafioles ABO*O = 0,65;RHD*d = 0,41 y Aborigenes
Chilenos ABO*O = 0,98; RHD*d =0,0[48]. Esto nos permite comparar objetivamente
nuestros datos con los de otras poblaciones de origenes étnicos similares o distintos.
Por ultimo, para indagar una posible asociacion entre cancer de colorrectal y locus
TSER, se cotejo si las frecuencias genotipicas y génicas de la Clinica las Condes
(CLC) y Hospital San José (HSJ) fueron significativamente distintasa las del Hospital
San Juan de Dios (HSJD). La CLC y el HSJ son considerados poblaciones controles

de nuestros datos.

Se estimaron los promedios y las desviaciones estandares de las puntuaciones

obtenidas al semicuantificar los niveles de TS, de acuerdo al genotipo del VNTR y

39



SNP del locus TSER. La prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis [49], con un
a<0,05, fue utilizada para evaluar la existencia de diferencias significativas entre las

medias de los rangos del score de inmunoreactividad, segin genotipo del locus

TSER.
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V.- RESULTADOS
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En este estudio participaron 53 pacientes de ambos sexos, diagnosticados con
cancer de colon y/o recto sigmoideo (CCR), atendidos en el Hospital San Juan de
Dios (HSJD) - Santiago de Chile, entre Noviembre del 2008 a Marzo del 2012. De
estos, 30 (56,6%) fueron hombres y 23 (43,4%) mujeres, y las edades, al momento

de la reseccion quirdrgica del tumor, oscilaron entre 35 y 85 afos.

La tabla 1 presenta la distribucion de la localizacién y estadio del tumor de los
pacientes estudiados, separados por sexo y edad, en ésta podemos observar que el
rango de edad mas frecuente de presentacion de la enfermedad en hombres se
encuentra entre los 55 - 64 afios (10 casos; 33,3%), y en mujeres entre los 65 - 74
afios (9 casos; 39,1%). En nuestro estudio encontramos 25 hombres (83%) y 17

mujeres (74%) mayores de 54 afios.

La localizacion anatémica mas frecuente de presentacion del tumor en los
pacientes estudiados es el colon sigmoideo (CS); 11 mujeres (47,8%) y 15 hombres
(50%). La segunda en frecuencia es el colon derecho (CD); 7 mujeres (30%) y 6
hombres (20%). La tercera localizacion fue el colon izquierdo (Cl) y recto sigmoideo
(RS) con 2 casos (8,7%) de mujeres en cada uno, y en los hombres fue el colon
transverso (CT) con 4 casos (13,3%), seguido del RS con 3 casos (10%). La
localizacion menos frecuente en mujeres fue el CT con 1 caso (4,4%), y en los

hombres el CI con 2 casos (6,7%).

Todos los casos estudiados correspondieron a adenocarcinomas, de los

cuales y segun la estadificacion de acuerdoa la clasificacion TNM 2002 del
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American Joint Committee on Cancer (AJCC) [41], encontramos17 hombres (57%) y
11 mujeres (48%) en el estadio Il, mientras que 13 hombres (43%) y 12 mujeres
(52%) fueron diagnosticados en el estadio Ill. Cabe destacar que no fueron incluidos
en este estudio pacientes en estadio | y IV, como se menciond anteriormente, este
grupo de pacientes formara parte de un estudio prospectivo a futuro, para evaluar la
respuesta en términos de sobrevida sin progresion de la enfermedad y toxicidad

farmacoldgica [42].

La tabla 2 describe las frecuencias genotipicas y alélicas para los lociABO, Rh
y TSER en los pacientes con CCR del HSJD. Al comparar las frecuencias
genotipicas y alélicas para los loci TSER, ABO, Rh y el componente amerindio entre
dos poblaciones hospitalarias (HSJ: Hospital San José y CLC: Clinica Las Condes)
versus nuestros pacientes con CCR del HSJD (Hospital San Juan de Dios-Santiago
de Chile), se puede destacar que la poblacion de pacientes con CCR, presentan un
componente amerindio similar al observado en los pacientes del HSJ y diferente a
los de la CLC. La poblacion en estudio muestra un componente indigena levemente
menor a la del HSJ, situacidn que es homologable a las frecuencias encontradas
para el locus TSER; la frecuencia mayor del alelo TSER*3 se encuentra en la CLC y
la menor en el HSJ. Las frecuencias genotipicas obtenidas en tejido normal para el
locus TSER se encuentran en equilibrio genético de Hardy Weinberg, vy
corresponden a las descritas para poblacion chilena de estrato socioeconémico bajo
[36,48].No0 hay asociacion entre los genotipos TSER y CCR en los

pacientesestudiados (p>0,05)
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TABLA 2

Descripcion de las frecuencias genotipicas y alelicas para loci TSER,

ABOQ, Rh ¥y componente amerindio de poblacion en estudio, y comparacion de estas
variables, con otras dos poblaciones en Santiago de Chile

HS5J HS5JD CLC
TSER N® Frac. £ IC (93%) N= Frec. £ G (83%]) M= Frec. £ IG {85%)
TSER"2/2 40 2247+6.13 12 22 64 £ 10.41 38 22.00x 5648
TSER"2/3 86 4831z 7.34 27 5094+ 1345 88 4632z 7.08
TSER"3/3 B2 2821+ 6.68 14 26,42+ 11.80 64 3368x6.72
Total 178 53 180
Alelos
TSER"3 §3.37+£5.18 F2.83+9 51 Fo.B4+ 498
ABO
Fenotipo
AB 2 1.40+1.93 ] ] 2 131+ 1.80
A B0 3497+ T7.82 20 3T.TZ+13.06 68 44442 T.ET
B 11 789+ 437 §E Sd44+12.72 14 8.15+ 4 67
] B0 GH594:3.14 28 H2. BT+ 1343 69 4510z 7.BB
Total 143 53 153
Alelos |
ABO*A 2025+ 465 2171+ T7.88 26,49+ 4.94
ABO'B 406+ 244 496+ 4.14 b 40+ 253
ABO*0 TH.0E+5.01 T332+ 845 68.10+ 5.22
Rh
Fenotipo
DO+Dd 130 94 89+ 383 50 4.4+ 6309 137 90.73x 4.63
dd T 511+ 3.69 3 56+6.20 14 827+ 463
Total 137 53 151
Alelo
RHD"d 2260+ 4.95 23897+ 813 3045+ 519

Componenfe Amerindioc

34 51% 32.25 % 15.87 %
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La figura 1 muestra imagenes obtenidas por microscopia convencional de 4
pacientes, donde: (A) corresponde al control negativo de reactividad y (B), (C) y (D) a
tejido colonico normal, evaluados inmunohistoquimicamente para TS. La imagen B
corresponde a un paciente que presenté inmunotincion de intensidad leve [24 casos
(45%): 11 hombres (20%) y 13 mujeres (25%)], (C) a un paciente que muestra
inmunotincion de intensidad moderada [23 casos (43%): 15 hombres (28%) y 8
mujeres (15%)] y (D) a un paciente que presenta inmunotincion de intensidad fuerte
[6 casos (12%): 4 hombres (8%) y 2 mujeres (4%)]. El patron de marcacion celular
fue de tipo granular citoplasmatico, encontrandose en el tejido normal una marcacion
homogénea, localizada predominantemente en la membrana basal del epitelio

colonico y en fibras musculares.

En la figura 2 se observa imagenes obtenidas de la evaluacion
inmunohistoquimica en tejido tumoral de distintos pacientes, en las que también se
representan los niveles de intensidad inmunohistoquimica para TS. La imagen (E)
corresponde al control negativo de reactivo. La imagen (F) corresponde a una
inmunotincion de intensidad leve, encontrada en un paciente de sexo femenino (2%),
la imagen (G) muestra una inmunotincion deintensidad moderada [30 casos (56%):
17 hombres (32%) y 13 mujeres (24%)], y la imagen (H) representa una
inmunotincion de intensidad fuerte [22 casos (42%): 13 hombres (25%) y 9 mujeres
(17%)], en esta ultima imagen, se puede observar la infiltracion del adenocarcinoma
hacia la capa muscular (la flecha sefala fibras musculares), propia del epitelio

colénico.

46



Figura 1: Presencia de proteina TS, visualizada por inmunotincién en células del epitelio colénico normal
A: control negativo, B: leve, C: moderado, D: fuerte. La flecha indica reaccion positiva
en fibras de musculo liso (20x).
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Figura 2: Presenciade proteina TS en adenocarcinoma tubular de colon, donde se aprecia los distintos niveles de

intensidad de inmunotinciénen distintas estructuras tisulares. E: control negativo, F: leve, G: moderado, H: fuerte.

La flecha indica la reaccion positiva en fibras de muasculo liso (20x)
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En el tejido tumoral la distribucion de la tincion fue mixta, predominando en el
citoplasma celular (90%), aunque también se encontro tincion nuclear en un 10% de

las células tumorales.

La figura 3 muestra los perfiles electroforéticos (PE) obtenidos de la
amplificacion de la region del locus TSER que contiene las repeticiones dobles o
triples en tandem de 28pb, tanto en tejido normal (N), como tumoral (T) en 9
pacientes. Los pacientes 1 y 5 representan el PE esperado para el genotipo
TSER*3/*2, los pacientes 2, 4, 6 y 9 mostraron el PE para el genotipo TSER*3/*3, y
en el paciente 7 se visualizd6 el PE esperado para el genotipo TSER*2/*2,
coincidiendo los PE tanto en tejido normal como tumoral. Sin embargo, al realizar la
misma comparacion en los pacientes 3 y 8 se observo que los PE no coinciden.
Estos pacientes en tejido normal son genotipicamente heterocigotos TSER*3/*2, en
cambio en el tumoral, el paciente 3 sélo presentd la banda de 144 pb (TSER*3/--),
mientras que en el paciente 8 sélo se detectd la banda de 116 pb (TSER*2/--). La
pérdida de heterocigocidad en tejido tumoral se evidencié en 8 casos (29,6%) de un
total de 27 pacientes tipificados en tejido normal como TSER*3/*2. De éstos
pacientes analizados se observo perdida de la banda de 116 pb en 5 casos (9,4%, ej:
paciente 3), y en otros 3 casos (5,7%) se encontr6 perdida de la banda de 144 pb (ej:
paciente 8). Las frecuencias para los genotipos homocigotos fueron iguales tanto en
tejido normal como tumoral, identificandose en 12 pacientes el genotipo TSER*2/*2

(22,64%), y en 14 pacientes el genotipo TSER*3/*3 (26,42%).
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Figura 3: Visualizacién por electroforesis en gel de agarosa (3%) de los productos de PCR de 9 pacientes
genotipificados para VNTR de 28pb presente en locus TSER. Control negativo (-), control positivo (+), estandar
de peso molecular (EPM), tejido normal (N) y tejido tumoral (T). El alelo TSER*2 presenta una banda de 116pb,

mientras que el alelo TSER*3 de 144pb.

La figura 4 corresponde al analisis realizado mediante técnica RFLP con enzima
de restriccion Hae lll, para la identificacion del SNP (G>C) localizado en el 12°
nucledtido de la segunda repeticion del alelo TSER*3, que genera los alelos
TSER*3G y TSER*3C. Este analisis fue complementario a la genotipificaciéon del
VNTR del locus TSER, y se llevé a cabo en pacientes de genotipo TSER*3/*3 y
TSER*3/*2, yen donde la electroforesis vertical post-digestion enzimatica permitio
homologar las bandas de 66, 37 y 28 pb al alelo*G y las de 94 y 37 pb al alelo *C.
Como se puede observar en la figura los pacientes 1, 3, 5y 7 presentan el alelo *G
(PE: 66, 37 y 28 pb), éstos previamente habian sido genotipificados como
TSER*3/*2, por lo tanto el genotipo combinado fuepara cada uno de ellos
TSER*3G/*2. El paciente 4, de acuerdo a la técnica que permite visualizar el VNTR,
es homocigoto para las tres repeticiones y por RFLP también es homocigoto *C/*C
(PE: 94 y 37 pb), por lo tanto su genotipo considerando ambas variantes es

TSER*3C/3C. El paciente 6 presenta un genotipo homocigoto TSER*3/3 para el
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locus TSER y un genotipo heterocigoto *G/*C para el SNP. Por lo tanto cuando se
consideran ambos polimorfismos, este paciente presenta un genotipo heterocigoto
TSER*3G/3C. No se puede evaluar en los PE la pérdida o no de alelos cuando los

individuos presentan genotipos homocigotos, ya sea para el VNTR y/o SNP.

th 0 B SR IEI"-II
EPM () | 1 : 2 - 3 ) 4 - 3 < 6 1 7 . ] [#)

100 pb 94 pb
7o pb
65 pb
a0 pb
37 ob
28 pb

Figura 4: Visualizacién porelectroforesis en gel de acrilamida:bisacrilamida 19:1 al 8% p/v, de los productos de
digestion con enzima de restriccion Hae Il1, para identificar SNP (G>C) localizado en el 12° nucleétido de la
segunda repeticion del alelo TSER*3. Control negativo (-), control positivo (+), estandar de peso molecular

(EPM), tejido normal (N) y tejido tumoral (T). El alelo TSER*3G presenta bandas de 66, 37 y 28pb, mientras que
el alelo TSER*3C presenta bandas de 94 y 37pb.
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La tabla 3 describe la distribucion de las frecuencias genotipicas y alélicas
considerando ambas variantes de namero (VNTR) y de SNP (G>C) como una
entidad, en tejido normal/tumoral, segun sexo. De ésta se puede destacar la pérdida
de heterocigocidad en 8 individuos con genotipo heterocigoto para las repeticiones
dobles y triples de 28 pb (15,11%),correspondiendo 6 casos (11,4%) al genotipo
TSER*2/*3G [3 hombres (5,7%) y 3 mujeres (5,7%)] y 2 hombres al genotipo
TSER*2/*3C (3,8%). De los 6 individuos con genotipo TSER*2/*3G se obtuvieron en
4 casos el genotipo TSER*3G/-- (7,6%) [2 pacientes de cada sexo (3,8%)] y en 2
casos el genotipo TSER*2/-- (3,8%) [1 paciente de cada sexo (1,9%)]. En los 2
individuos con genotipo TSER*2/*3C se obtuvo en un caso el genotipo TSER*3C/--
(1,9%) y en otro TSER*2/-- (1,9%), ambos de sexo masculino. Esto produjo la
aparicion de un nuevo “alelo” (TSER*--) en el tejido tumoral, cambiando las
frecuencias genotipicas (TSER*2/-- =5,7% y TSER*3/-- =9,5%) y alélicas (TSER*--
=0,08%) en este tejido. El alelo que se pierde con mayor frecuencia es el alelo
TSER*2 (5%) versus el TSER*3 (*3G un 2% y *3C un 1%). Es importante destacar,
gue los 8 individuos TSER*3G/*3C no presentaron pérdidas de alelos en el tejido

tumoral. Por lo tanto en ambos tejidos la frecuencias genotipicas coinciden (15,1%).

La tabla 4 muestra los promedios (X) y las desviaciones estandar (DS) del
score de inmunoreactividad (SIR) para TS en tejido normal (TN) y tumoral (TT), de
acuerdo al sexo y a los genotipos del locus TSER. Cuando se aplico el test no
paramétrico de Kruskal-Wallis (KW), los rangos promedios del SIR segun genotipo
fueron estadisticamente distintos para las siguientes comparaciones: a) tejido

normal: TSER*2/*2 vs TSER*2/*3 vs TSER*3/*3; KW: 13,965 P,y = 0,0009. El test
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Dunn’s de comparaciones multiples arrojé diferencias significativas para los rangos
promedios de SIR entre los individuos TSER*2/*2 y TSER*3/3 (P < 0.001), como
también paralos TSER*2/*3 y TSER*3/*3 (P < 0.05). b) Tejido tumoral: TSER*2/-- vs
TSER*2/*2 vs TSER*2/*3 vs TSER*3R/*3R vs TSER*3R/--; KW=19,747P,r = 0,0006.
El test Dunn’s arroj6 diferencias significativas entre los individuos TSER*2/*2
YyTSER*3G/*3C(P < 0.01), como también paralos TSER*3G/-- yTSER*3G/*3C(P <
0.001). c) Tejido normal:TSER*2/*2 vs TSER*2/*3C vs TSER*2/*3G vs
TSER*3C/*3C vs TSER*3G/*3C vs TSER*3G/*3G; KW= 14,116P,r\ = 0,0149. El test
de Dunn’s arrojo diferencia significativa entre TSER*2/*2 vs TSER*3G/*3C p<0,05 y
d) tejido tumoral: TSER*2R/-- vs TSER*2/*2 vs TSER*3C/-- vs TSER*2/*3C vs
TSER*2G/-- vs TSER*2/*3G vs TSER*3C/*3C vs TSER*3G/*3C vs TSER*3G/*3G.
KwW=21,414 P,rt= 0,0061, no se encuentran diferencias significativas por test de

Dunn’s.

Los resultados de esta tabla fueron llevados a las graficas N°1 y N°2,
separando los genotipos del locus TSER segun el VNTR y VNTR+SNP, las cuales
permiten visualizar la existencia de un gradiente de expresion de TS tanto en TN y

TT.
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En la grafica N°1 se muestra la relacion entre los promedios del SIR obtenidos
para cada genotipo del locus TSER segun VNTR, en tejido normal (TN) y tumoral
(TT). Los genotipos fueron dispuestos en orden creciente de expresion de TS, de
acuerdo a lo reportado en la literatura [37,38,45]. En este grafico se puede distinguir
un incremento del SIR en TN, que mantiene relacion directa con el numero de
repeticiones en tandem de 28 pb, en donde el genotipo homocigoto para las
repeticiones triples, evidencié mayores niveles de expresion de TS (X: SIR=5,2), en
comparacién con los genotipos heterocigoto (X: SIR=4,2) y homocigoto para las
repeticiones dobles (X: SIR=3,5). En tanto los promedios del SIR en el TT, si bien no
exhibieron un incremento marcado entre las distintas categorias, el genotipo
homocigoto para las repeticiones triples fue el que presentd el mayor promedio de
SIR, TSER*3/*3 (X: SIR=10,1), en concordancia con lo hallado en TN. Asimismo, se
puede destacar que el genotipo TSER*3/-- (X: SIR=9,6), evidencié niveles de
expresion de TS similares al genotipo TSER*3/*3, lo que haria suponer que la
pérdida de heterocigocidad produciria alteraciones en los niveles de expresion de
TS. Por otra parte, contrariamente a lo esperado, el promedio del SIR para el
genotipo heterocigoto TSER*3/*2 (X: SIR=7,9), fue menor que el estimado para el

genotipo homocigoto para las repeticiones dobles TSER*2/*2 (X: SIR=8,2).

En la grafica N°2, se muestra la relacién entre los promedios del SIR y los
genotipos del locus TSER segin VNTR y SNP, en tejido normal (TN) y tumoral (TT),
gue permite visualizar el valor promedio del SIR para cada categoria, y en donde se

puede evidenciar una mayor expresion diferencial a favor de los genotipos que
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contienen el alelo TSER*3G, por sobre los alelos TSER*3C, y TSER*2, siendo en
TT: TSER*3G/*3G (X: SIR =10,8), TSER*3G/*3C (X: SIR = 10,4), TSER*3G/-- (X:
SIR = 8,0),TSER*3C/*3C (X: SIR =9,0), TSER*3C/--(X: SIR = 8,0), TSER*2/*3G(X:
SIR = 8,0), TSER*2/*3C (X: SIR = 7,8), TSER*2/*2(X: SIR = 8,2) y TSER*2/--(X: SIR
=8,3); mientras que en el TN: TSER*3G/*3G (X: SIR = 5,0), TSER*3G/*3C (X: SIR =
5,5),TSER*3C/*3C (X: SIR = 5,0), TSER*2/*3G(X: SIR = 4,3), TSER*2/*3C (X: SIR =
4,1) y TSER*2/*2(X: SIR = 3,5). En esta gradiente diferencial se puede distinguir que
complementariamente al nimero de repeticiones en tdndem de 28 pb (VNTR), la
sustitucion G>C (SNP), influiria en los niveles de expresion de TS, ya que al
comparar los promedios del SIR entre las variantes genotipicas producidas por los
alelos TSER*G y/o TSER*C, se encontraron valores de SIR levemente inferiores en
los genotipos que presentaban la sustitucion G>C, siendo mas evidente esta relacion
en TT. En general, esta relacion también se mantiene en TN, con la excepcion, de
que al considerar el mayor valor promedio de SIRentre las distintas categorias, este
recay6 en el genotipo TSER*3G/*3C (X: SIR>5,5), y no en el genotipo TSER*3G/*3G
(X: SIR > 5), como se esperaba, sin embargo esta diferencia puede deberse a que

no existe una paridad en el numero de individuos por categoria.
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V.- DISCUSION
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La distribucion de las variables clinicas (edad, género) y morfolégicas
(localizacion y estadio tumoral) en nuestro grupo de estudio (ver tabla 1), constituido
por 53 pacientes (30 hombres y 23 mujeres) diagnosticados con cancer de colon o
recto sigmoideo en estadio Il o Il de la enfermedad, coincidieron con las reportadas
por Tapia y colaboradores (2010) [50]. Al igual que estos autores, encontramos que
la localizaciéon mas frecuente es en el colon sigmoideo (CS) del segmento izquierdo
del intestino grueso. En tanto, la segunda localizacion fue el colon derecho (CD),
seguida por la del recto sigmoideo (RS) y luego el colon transverso (CT). En cuanto a
la edad de diagndstico de la enfermedad también encontramos resultados similares
con el trabajo mencionado, en donde la edad media de la cohorte estudiada fue de
66 afos (25 a 99 afios), mientras que en nuestra poblacion fue de 65 afios [(35 a 85
afios) datos no mostrados]. Los antecedentes epidemiolégicos reportados por
diversos estudios sefalan que el carcinoma de colon es mas frecuente en hombres
que en mujeres, en una relacion aproximada de 1,5:1. La relacion segun sexo en
nuestro estudio fue de 1,3:1 similar a las reportadas por los distintos estudios [51, 52,

53].

Antes de ahondar en nuestros resultados queremos exponer brevemente las
particularidades de la técnica inmunohistoquimica (IHQ). La IHQ es un ensayo
sencillo y versatil, que permite evidenciar a través de anticuerpos especificos una
variedad de antigenos presentes en las células o tejidos, hecho que la convierte en
una buena alternativa para medir en tejido fijado expresion proteica intratumoral. No
obstante de estas ventajas, hay causas que pueden llevar a resultados espurios. Por

lo tanto, se deben considerar para una correcta estandarizacién del ensayo IHQ, los
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siguientes factores. 1) El factor pre-analitico (intrinseco), que se refiere a las
caracteristicas del tejido y su preservacion antigénica y 2) el factor analitico
(extrinseco), son los elementos externos al tejido que pueden controlarse en el
laboratorio e incluyen: la naturaleza y concentracion del anticuerpo utilizado, su
sensibilidad y especificidad, el sistema de deteccion, el método de recuperacion
antigénica empleado y la interpretacion de la marcacion por el patdlogo. En la
actualidad los laboratorios de histopatologia siguen protocolos sumamente exigentes

para lograr una adecuada estandarizacion y reproductibilidad del ensayo.

En nuestro trabajo fuimos extremadamente rigurosos en la implementacion y

estandarizacion de la técnica de IHQ. Asi por ejemplo:

a. Se utilizé anticuerpo primario monoclonal IgG1 especifico contra TS recombinante
de origen humano, probando distintas diluciones del anticuerpo dentro del rango

sugerido por el fabricante, hasta obtener una concentracion optima.

b. Se utilizaron controles positivos y negativos de reaccion, de acuerdo a las

recomendaciones del fabricante.

c. Se siguieron distintos protocolos de recuperacion antigénica en base a métodos
fisicos que utilizan calor (microondas y vapor), variando los tiempos de
incubacion, y empleando distintas soluciones recuperadoras de antigenidad

(Buffer Citrato y EDTA), hasta poner a punto este paso tan importante.
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d. La valoracion de los parametros inmunohistoquimicos (intensidad y extension de
la inmunotincién) estuvieron a cargo de dos meédicos patdlogos calificados,

quienes evaluaron las muestras por separado y a ciegas (ver anexo 1).

Con respecto a la etiologia del cancer, en mas de un estudio se ha
demostrado que la disminucion de los niveles plasmaticos de folato, un importante
micronutriente que esta envuelto en la sintesis de DNA, estad asociada a un mayor
riesgo de carcinogénesis [54,55,56,57]. La via metabdlica del folato es compleja,
participan al menos 30 enzimas diferentes, entre ellas esta la Timidilato Sintasa, la
cual, como ya se menciono en la introduccion, es una enzima clave en el proceso de
sintesis de dTMP. También se sabe que los sitios polimérficos colindantes del gen
TS influyen en la expresion de la proteina TS, lo que repercute en el metabolismo
del folato [58,59]. Esto ha llevado a la realizacion de muchos estudios
epidemioldgicos de asociacion, entre estos sitios polimorficos y riesgo a cancer en
humanos. Los resultados han sido divergentes [60,61,62], por este motivo se ha
indagado en esta tesis, si las variantes examinadas (tabla 1) se asociaban a un
mayor o menor riesgo de desarrollar un CCR, considerando como poblacién control
la del Hospital San José (HSJ) del trabajo realizado por Acufia y colaboradores
(2006) [38]. En nuestra tesis, a diferencia de otros trabajos [60,61,62], no se
encontraron disimilitudes entre poblacién control y casos. Entonces, de acuerdo a
estos resultados, el abordaje de esta discusion solo tiene relevancia en término

farmacogenético.
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El presente trabajo demuestra que el score de inmunoreactividad (SIR)
depende del genotipo de los individuos, tanto en tejido normal como tumoral.
Pacientes con el genotipo TSER*3R/*3R muestran, como se menciona
detalladamente en los resultados, un SIR promedio significativamente mayor cuando
se compara con los pacientes TSER*2R/*2R y TSER*2R/*3R. No obstante, cuando
se compara TSER*2R/*2R y TSER*2R/*3R no se encuentran diferencias. Cuando se
considera el SNP G>C del alelo TSER*3R, aun se mantiene las diferencias
significativas entre los promedios de los SIR y genotipos. En tejido normal la
disimilitud que pesa mas es la diferencia entre los promedios de los genotipos
TSER*2R/*2R vs TSER*3G/*3C. No obstante, que el analisis no paramétrico de
Kruskal-Wallis es estadisticamente significativo en todos los cotejos, las
comparaciones multiples (test de Dunn’s) van perdiendo significancia a medida que
se aumentan las categorias o clases a comparar, debiéndose posiblemente a la
disminucién del niumero de individuos por clase. Por lo tanto para confirmar esta
inferencia, es decir, cuales son los genotipos combinados (VNTR + SNP) que
aportarian mas a las diferencias, necesariamente debiéramos aumentar el nimero
de pacientes. Sin embargo, las diferencias entre los rangos promedios son tan
significativas, que podemos afirmar que nuestro resultados, con una alta
probabilidad, son extrapolables a los encontrados en distintos estudios clinicos, los
cuales han demostrado que los pacientes TSER*3R/*3R obtienen menos beneficios

con el farmaco 5-FU comparados con los que poseen al menos un alelo TSER*2R.

Al agrupar a los genotipos de acuerdo a la clasificacion planteada por

Kawakami y Watanabe [45], de mayor TSER*3G/TSER*3G > TSER*3G/TSER*3C >
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TSER*3G/TSER*2) a menor expresion de TS (TSER*3C/TSER*3C >
TSER*3C/TSER*2 > TSER*2/TSER*2), encontramos que los genotipos de mayor
expresion representan el 58,4% (31/53, ver Tabla 3), porcentaje que difiere a lo
descrito para grupos étnicos Caucasicos e Hispanicos, con 40% y 49%
respectivamente [28]. En cambio es similar a la poblacion Mongoloide donde los
genotipos de mayor expresion representan un porcentaje mayor al 60% [63,64,65].
Por lo tanto, considerando estos resultados obtenidos de la genotipificacion del locus
TSER, podemos colegir que en la poblacion chilena existe una alta frecuencia de

genotipos de alta expresion de TS.

En este trabajo encontramos que el 36% de los alelos TSER*3 presentan la
sustituciéon C. La frecuencia de este SNP varia segun el grupo étnico; Caucasicos
presenta un 56%, Hispanicos 46%, Mongoloide 43% y Negroide 29% [28,65]. La
presencia del alelo *Ctoma importancia cuando hay pérdida de heterocigocidad
(LOH, por sus siglas en inglés Loss of Heterozygosity), ya que se afecta el nivel
predictivo de la expresion cuantitativa de la proteina en tejido tumoral, por ejemplo
los individuos con genotipo TSER*2/*3G cuando pierden el alelo TSER*3G
presentan, de acuerdo a nuestros resultados, menor cantidad de proteina en el tejido
tumoral. En nuestro estudio no se encontr6 LOH para los individuos heterocigotos

TSER*3G/*3C (ver Tabla 4) pero si para los individuos TSER*2/*3G, TSER*2/*3C.

LOH es un fendmeno que se ha descrito muy frecuente en distintos tipos de
cancer en la literatura [66]. EI gen TS se localiza en la regién telomérica del brazo

corto del cromosoma 18, banda 18pl11.32, y se sabe que es un sitio inestable
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cromosomicamente, donde ocurren deleciones con una alta frecuencia,
especialmente en pacientes con CCR [35]. La LOH en el locus TS fue descrita por
Zinzindohoue y colaboradores (2001), y desde entonces LOH ha sido considerada en
diferentes estudios [67]. En nuestro estudio encontramos 27 pacientes heterocigotos
(TSER*2/*3), hallamos disparidad entre los perfiles electroforéticos (PE) de tejido
tumoral y sano en 8 pacientes (29,63%, ver tabla 3), detectandose la pérdida o bien
del alelo TSER*2 (18,51%) o el TSER*3 (11,12%). En la literatura el andlisis de LOH
en pacientes de distintas poblaciones con enfermedades asociadas a carcinogénesis
y con CCR propiamente tal, varia desde un 15% hasta un 80%, en pacientes con
genotipo TSER*3/*2 [35,38,67,68,69,70]. La explicacion a esta variacion en los
porcentajes de LOH, puede deberse en parte a la heterogeneidad en los
metodologias empleadas. En nuestro caso, el porcentaje de LOH fue mayor al
reportado por Kristensen y colaboradores (2010), quienes encontraron LOH en 15%
de individuos con genotipo TSER*3/*2 (7/44), empleando un método de extracciéon
comercial similar al utilizado en el presente estudio [38]. Sin embargo, los
porcentajes de LOH fueron significativamente mas elevados en aquellos trabajos en
donde emplearon técnicas de extraccion y deteccion mas sensibles como la
microdiseccion laser o electroforesis capilar, respectivamente [35,68,69,70]. En
nuestro estudio, empleamos la técnica de macrodiseccion por perforacion para
obtener tejido de biopsias incluidas en parafina, esta metodologia permite obtener
muestras seleccionadas de tejido tumoral, pero no asegura que éstas se encuentren
libres de células estromales contaminantes, que de encontrarse en un ndamero
substancial en relacion a las células tumorales, puede llevar a obtener resultados

falsos negativos al examinar LOH [72,73].
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Recapitulando, en la regidon promotora del gen de la proteina TS existen distinto sitios
polimorficos: a) un VNTR de 28 pb, los alelos con 2 y 3 repeticiones son los mas
frecuentes en todas las poblaciones, b) un SNP (G>C) en el 12° nucledtido de la
segunda repeticion en el alelo TSER*3, ¢) un SNP (C>G) en la ultima repeticion de
los alelos TSER*2 y TSER*3, y d) un SNP (C>G) en el 12° nucleétido de la primera

repeticion del alelo TSER*2.

El cambio G>C sefalado en las letras b) y d), sustituye un residuo critico en la
secuencia de consenso del USF caja-E, eliminando el sitio de union del factor de
transcripcion USF-1, mientras que la sustitucion de C>G, sefialada en la letra c),
aboliria una caja-E. En consecuencia, estas diferencias estructurales determinan el
namero y la funcionalidad de los lugares de union del factor de transcripcion
[28,44,73]. Por esta razon, es imperativo conocer las frecuencias de los distintos y
posibles alelos (TSER: 2RGG, 2RGC, 2RCG, 2RCC, 3RCCC, 3RCCG, 3CGC,
3CGG, 3GCC, 3GCG, 3GGC y 3GGEG) presentes en nuestra poblacion. En el trabajo
de Lincz y colaboradores en 59 pacientes con CCR encontraron las siguientes
frecuencias alélicas TSER*2RGC 44,1%, TSER*2RCC 4,2%, TSER*3RGGC 18,6% y
TSER*3RGCC 33,1% [74]. Por lo tanto, del punto de vista farmacogenético se
debiera considerar todos los alelos generados por las distintas combinatorias de los

SNPs.

En conclusién, nosotros hemos encontrado que la mayor expresion de la
proteina se asocia fuertemente con la presencia de los genotipos que tienen al

menos un alelo TSER*3G. Por lo tanto la genatipificacion en tejido normal y tumoral
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de los polimorfismos ya descritos, podrian servir como potenciales predictores de la
eficacia de los tratamientos con 5-FU en pacientes chilenos con diferentes tipos de

canceres.

La pérdida de heterocigocidadinvolucraria un cambio no sélo genotipico sino
también fenotipico, que afectaria directamente la expresion de proteina TS,
produciendo en algunos casos que un tumor adquiera mayor resistencia al

tratamiento con 5-FU.

Se requieren mas estudios para clarificar el verdadero rol que estarian

jugando estos polimorfismos en el tratamiento con 5FU en nuestra poblacion.
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ANEXO 1

Valoracion de parametros de inmunoreactividad de proteina TS en tejido normal por dos médicos patélogos: intensidad
(leve (L)=1, moderado (M)=2, fuerte(F)=3), y extension (1-25%=1; 26-50%=2; 51-75%=3; 76-100%=4).

TEJIDO TUMORAL
PATOLOGO 1 PATOLOGO 2 SCORE (Sc) INMUNOREACTIVIDAD

L 9 1 4 4
F 5 3 2 6
6 2 3 6

L 1 4 4
2 3 6

L 1 3 3
L 1 4 4
L 6 1 3 3
R 2 3 6

2 3 6

F 3 2 6
L 1 4 4

M
M
M 0% 5%
90% 95%
3 M 75% 75%
3 60% 75%
95% 95%
M
M

4

5 90% 95%

53 M 30% M 50% 2 2 4

L
M
L
M
L
L
M
M
L
L
L
2 L
2 F
2 L
3 F
3 M
3 L
LaM
L
L
L
M
M
F
L

1
3
5
7
9
1
3
5
7
9 9
3 7
5
7
9
1
3
5
7
9
1

70



ANEXO 2

Valoracion de parametros de inmunoreactividad de proteina TS en tejido tumoral por dos médicos patélogos: intensidad
(leve (L)=1, moderado (M)=2, fuerte(F)=3), y extension (1-25%=1; 26-50%=2; 51-75%=3; 76-100%=4).

TEJIDO TUMORAL
PATOLOGO 1 PATOLOGO 2 SCORE (Sc) INMUNOREACTIVIDAD

1 L 95% L 90% 1 4 4

1

M 3 9
M 4 8
F 3 9
F 3 9
M 4 8
2 F M 4 12
2 F 4 12
M 4 8

F 4 12

F 3 9

M 4 8

F 3 9

M 4 8

M 2 4

7
9
1
41 M 95% M 95% 2 4 8

53 M 95% M 90% 2 4 8

2
2
2
2

aF
M
F
75 F 3
9 M
F 3
5 F 3
M
F 3
7 aF 6 3
5 F 3
M
F 3
F 3
3 95 M
7 F 3
9 M
LaM

71
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COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION EN SERES HUMANOS

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del proyecto

ASOCIACION ENTRE LAS VARIANTES DE LA REGION ENHANCER DE
LA TIMIDILATO SINTASA (TSER) Y EXPRESION DE LA PROTEINA
TIMIDILATO SINTASA (TS) EN PACIENTES CHILENOS CON CANCER
COLORRECTAL.

Nombre del Investigador principal: Ménica Acufa Patzke

Nombre del Investigador responsable: Eduardo Alvarez Rivera

Institucion: Programa de Genética Humana, ICBM, Facultad de Medicina.
Universidad de Chile

Teléfonos: 9786479

Invitacion a participar: Se solicita su participacibn en el proyecto de
investigacion:“ASOCIACION ENTRE LAS VARIANTES DE LA REGION
ENHANCER DE LA TIMIDILATO SINTASA (TSER) Y EXPRESION DE
LA PROTEINA TIMIDILATO SINTASA (TS) EN PACIENTES
CHILENOS CON CANCER COLORRECTAL”,debido a que Ud. puede
contribuir a una investigacién que sera importante para los futuros enfermos de
cancer de colon del pais.

Este es un examen de participacion voluntaria; lea detenidamente este
documento para tomar una decision informada.

Objetivos: Esta investigacion tiene por objetivos:Determinar los niveles de expresion de
la proteina TS, y los genotipos del locus TSER en pacientes con cancer colorrectal (CCR).

Procedimientos: Si Ud. acepta participar, se le solicitara consentimiento para obtener
datos de su ficha clinica, utilizar el material de biopsias de tejido colénico que se
encuentran archivados en el Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital San Juan de
Dios.

Riesqos: Este estudio no representa ningln riesgo para su salud, ya que no se realizara
ningun procedimiento invasivo.

Costos: Los examenes genéticos seran financiados por fondos de investigacion y seran
sin costo alguno para Ud. durante el desarrollo de este proyecto. Como participante en
este estudio, el financiamiento de las hospitalizaciones, honorarios, examenes vy
tratamientos habituales para el estudio y manejo de su enfermedad, seran las que
corresponden a su sistema provisional.

72



Beneficios: Este estudio podra tener un impacto positivo para el progreso del
conocimiento y el mejor tratamiento de futuros pacientes con cancer de colon y recto.

Compensacion: Ud. No recibird ninguna compensacion econdémica por su participacion
en el estudio.

Confidencialidad: Toda la informacion derivada de su participacion en este estudio sera
conservada con estricta confidencialidad, lo que incluye el acceso de los investigadores o
agencias supervisoras de la investigacion. Cualquier publicacion o comunicacion cientifica
de los resultados de la investigacion sera completamente anénima.

Voluntariedad: Su participacion en esta investigacion es totalmente voluntaria y se
puede retirar en cualquier momento comunicandolo al investigador. Sin que ello signifique
modificaciones en el estudio y tratamiento habituales de su enfermedad.

Derechos del participante: Ud. tiene derecho como participante a conocer los
resultados del estudio.Si Ud. requiere cualquier otra informacién sobre su participacion en
este estudio puede llamar a:

Investigador principal: Prof. Académico. Moénica Acuila P. Fono: 9786479
Investigador responsable: Eduardo Alvarez Rivera

Declaracion del participante:
Consiento voluntariamente, participar en este estudio genético.

SI NO

Firma paciente.
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