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Frequency of TS1494del6
polymorphism in colorectal
patients from west of Mexico

ABSTRACT

Thymidylate synthase (TYMS) converts dUMP to dTMP, the
rate-limiting nucleotide in DNA synthesis. It is also the target
for 5-flurouracil, the most common chemotherapy agent for
treatment of colorectal cancer (CRC). We designed a case-con-
trol study to investigate the frequency of TS 1494del6 poly-
morphism in patients with CRC and controls from Mexican
population. The study consists of 253 patients with CRC and
200 control subjects. Risk of CRC was estimated by use of
Odds ratio (95% CI) analysis. The genotype 6bp-/6bp- in CRC
patients was 18% (45/253) and in controls was 11% (22/200)
with Odds ratio of 1.8 (1 - 4) with P = 0.059. When stratifying
the training groups by age (< 50 years), male gender, stage
111-1V and presence of metastasis, the genotype 6bp-/6bp- was
as risk (p < 0.05). The genotype 6bp-/6bp- in the region un-
translated 3 of TS gene, in the analyzed sample participates
in important way in the development of CRC of the Mexican
population.

Key words. Colorectal cancer. Polymorphism TS 1494del6.
Thymidylate synthase. Mexican population.

INTRODUCCION

Actualmente el cancer colorrectal (CCR) ocupa
una de las principales causas de enfermedad y muer-
te en paises occidentales.! En México, la mortalidad
por cancer se ha incrementado en los ultimos 20
afos.? Particularmente en el estado de Jalisco du-
rante el periodo de 1990 a 2002, se presentaron
8,248 casos nuevos, con una tasa de 58.1 a 123.74/
100,000 habitantes.® Aunque el CCR es multifacto-

RESUMEN

La enzima timidilato sintasa (TYMS) convierte dUMP a dTMP
y participa en la regulacién de nucleotidos requeridos para la
sintesis del DNA. También interviene en el metabolismo del 5-
fluorouracilo, el agente quimioterapéutico mas utilizado en el
tratamiento de cancer colorrectal (CCR). Se disef6 un estudio
de casos y controles para investigar la frecuencia del polimor-
fismo TS 1494del6 en el gen TYMS en pacientes con CCR de la
poblacion mexicana. El estudio consistié en 253 pacientes con
CCR y 200 controles de la poblacion general del Occidente de
México. Se determiné la frecuencia del polimorfismo y su aso-
ciacién con edad, género, estadio y metéastasis por medio de ra-
z6n de momios (95% IC). El genotipo 6pb-/6pb- en pacientes
con CCR fue de 18% (45/253) y en controles de 11% (22/200) con
una razén de momios de 1.8 (1-4) p = 0.059. Al estratificar los
grupos de estudio por edad (< 50 afios), sexo masculino, esta-
dio I11-1V y presencia de metéastasis el genotipo 6pb-/6pb fue de
riesgo (p < 0.05). El genotipo 6pb-/6pb que se encuentra en la
region no transcrita del extremo 3 del gen TYMS en la mues-
tra analizada participa de manera importante en el desarrollo
de CCR de la poblacién mexicana.

Palabras clave. Cancer colorrectal. Polimorfismo TS 1494del6.
Timidilato sintasa. Poblacién mexicana.

rial, se cree que los principales factores de riesgo
son ambientales, tales como sedentarismo, consumo
de tabaco, alcohol, dieta pobre en fibra y rica en gra-
sas; entre otros factores se incluye la edad avanzada
y la predisposicion genética. Este se caracteriza por
el crecimiento incontrolado de células anormales en el
intestino, que pueden diseminarse a través de la via
linfatica o sanguinea para su implantacion. Si se di-
semina por sangre, puede haber metastasis a higa-
do, pulmén y columna. En cambio, si ocurre por los
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ganglios linfaticos, existe la probabilidad de metas-
tasis a vejiga o prostata. Los sintomas principales
suelen ser las alteraciones del ritmo intestinal, dolor
abdominal y rectorragia persistente sin manifesta-
ciones anales.*

Los avances de la Biologia Molecular han estable-
cido la relacion que guardan algunas enzimas y ge-
nes en el CCR, tal es el caso de la enzima Timidilato
Sintasa (TYMS),® que participa en el metabolismo
del 5-fluorouracilo (5-FU) y otros farmacos utiliza-
dos en el tratamiento de eleccidn de diversos tumo-
res malignos que incluyen el CCR. Se ha descrito la
TYMS como un factor predictor de supervivencia cli-
nica en CCR.5° Algunos estudios han confirmado
como factor de mal prondstico la expresion elevada
de TYMS en el tumor; sin embargo, existen contro-
versias al respecto.l® Otra de las funciones de la
TYMS es su participacion en el metabolismo de los
folatos, mediante el sustrato 5,10 metilenotetrahi-
drofolato (5,10-MetilenoTHF), que provee grupos
metilo en el ADN vy participa en diferentes vias, in-
cluyendo la sintesis de timidina y purinas. La defi-
ciencia de folatos se ha asociado con dafio severo al
ADN y con un incremento en el riesgo a CCR.1!

El gen que codifica para la TYMS esta formado
por siete exones y su secuencia codificadora mide
aproximadamente 30 Kb. Se localiza en el cromoso-
ma 18p11.32, regidn que frecuentemente se pierde en
pacientes con CCR, lo que conduce a una pérdida de
heterocigocidad en células tumorales.'? La region
3"UTR no codificadora del gen TYMS, contiene un
polimorfismo denominado TS 1494del6, adyacente al
codon de terminacién; dicho polimorfismo se carac-
teriza por la delecion de seis pares de bases (pb), que
segun estudios in vitro produce disminucién en la
estabilidad del ARNm. En tanto que en el tumor
(CCR), se observé disminucion en la expresion. Por
otra parte, se ha descrito que los homocigotos para
la delecion de 6pb (6pb-/6pb-) del polimorfismo TS
1494del6, expresan menor cantidad de ARNmMm
(70%), en relacion a los homocigotos para el geno-
tipo silvestre (insercion de 6pb, 6pb+/6pb+).13-16
Las frecuencias descritas para este polimorfismo
varian en funcién de la poblacién estudiada.”-13-15
Algunos estudios asocian este polimorfismo con
CCR;1315.17.18 5in embargo, existen contradicciones
al respecto.1%-20

En la poblacién mexicana, no existen estudios so-
bre la frecuencia el polimorfismo TS 1494del6, ni su
asociacion en CCR. En el presente estudio se descri-
ben las frecuencias de los genotipos del polimorfismo
TS 1494del6 en pacientes con CCR y en un grupo
control.

MATERIAL Y METODOS

Se analiz6 a un grupo de 253 pacientes con CCR,
diagnosticados clinicamente en el Servicio de Onco-
logia del Hospital de Especialidades del Centro Médi-
co Nacional de Occidente (CMNO) del Instituto
Mexicano del Seguro Social (Guadalajara, Jalisco) y
un grupo de 200 controles voluntarios de la pobla-
cion general de los cuales 178 fueron de Jalisco, 14
de Colima y ocho de Michoacan. Todos sin antece-
dentes de cancer al momento del estudio. A los gru-
pos de estudio, se les extrajo una muestra de sangre
periférica para la obtencion de ADN gendmico por el
método de Miller,?! previa firma del consentimiento
informado y aprobacion por el comité de ética del
Centro de Investigacion Biomédica de Occidente
(CIBO).

Las caracteristicas del grupo de estudio se presen-
tan en el cuadro 1. El grupo de pacientes presento
edad promedio de 55 *+ 14 y el grupo control de 49 +
14 afios, ambos integrados por hombres y mujeres. El
grupo de pacientes fue clasificado por tipo de cancer,
etapa, metastasis, tratamiento (QT) y toxicidad.

Para la identificacion del polimorfismos TS 1494del6,
se amplificé un segmento de 158 pb del gen TYMS,
por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa
y el programa modificado de 94 °C (5 min), 30 ciclos
de 94 °C (30 s), 58 °C (45 s), 72 °C (45 s) y una ex-
tension final de 70 °C (7 min) mediante los iniciado-
res 5-CAAATCTGAGGGAGCTGAGT-3' y
5-CAGATAAGTGGCAGTACAGA-3".13 Las condicio-
nes modificadas para la reaccidn en cadena de la po-
limerasa (RCP), fueron buffer de la enzima al 1X,
iniciadores a 5 pmol, los dNTPs a 0.2 mM, el MgCl,
al.b mM, 1.5 U de enzima Taq pol y 50 ng de ADN.
El fragmento amplificado de 158 pb se analiz6 con la
enzima de restriccion Dra | (New England Biolab,
USA), segun las instrucciones del fabricante. Los
productos digeridos fueron separados mediante elec-
troforesis en geles de poliacrilamida (29:1) al 6% y
tincién con nitrato de plata.?? El genotipo homocigo-
to silvestre (6pb +/6pb+, insercion de 6pb) que con-
tiene el sitio de reconocimiento para la enzima Dra
I, se caracteriz6 por la presencia de dos fragmentos
uno de 70 y otro de 88 pb y el genotipo homocigoto
para la delecién de 6pb (6pb-/6pb-, no corte) por una
banda de 152 pb (Figura 1). Tomando en cuenta pre-
vios estudios,’®18 en el presente el genotipo 6pb-/
6pb- se tomé como polimérfico. Sin embargo, es im-
portante sefialar que existen controversias, ya
que otros autores describen al genotipo 6pb +/6pb+
como polimorfico en pacientes con cancer de mama?®
y pulmon.2°
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Cuadro 1. Caracteristicas generales de los grupos de estudio.

Pacientes (n = 253)

Controles (n =200)

Edad (media (x) £ DS) 55+ 14 49+14
<50 afios 65 (26%) 111 (55.5%)
> 50 afios 188 (74%) 89 (45.54%)
() % () %
Género
Masculino (146) 58 83 2
Femenino (107) 2 (117) 58
Antecedentes familiares con cancer
CCR (12) 5
CANCER (38) 15 (200) 100
No (149) 59
Sin datos (54) 2
Tipo de cancer
Colon (156) 62 - -
Recto sigmoidal 97) K
Metéstasis
No (168) 14 - -
1 6rgano (39) 28
Mas de 1 érgano (33 16
Sin datos (13) 2
Etapas
-1 (111) ] - -
- 1v (129) 51
Sin datos (13 5
Esquema QT
Irinotecan + 5 Fu (112) 4“4 - -
Capacitabina (82 2
Carboplatino + Otros 43) 17
Sin datos (16) 6
Toxicidad
No (128) 50 - -
Grado | - Il (88) 3%
Grado IV (14) 6
Sin datos (23 9
Las muestras de ADN, fueron analizadas por du-
plicado e interpretadas por dos lectores independien-
tes para confirmar los datos de los genotipos.
A partir del conteo génico se estimaron las frecuen-
+880b cias alélicas y genotipicas del marcador en la muestra
P analizada y se compararon las dos poblaciones por me-
= 70pb dio de la prueba de %2 y Mantel-Haenszel para estratifi-

Figura 1. Identificacion de genotipos del polimorfismo TS 1494del6,
mediante el corrimiento electroforético en un gel de poliacrilamida 6%
(29:1). En los carriles 1y 9 se observa el genotipo heterocigoto; en el ca-
rril 2 se identifica el genotipo homocigoto para la delecion (banda de 158
pb), en el carril 3 se encuentra el marcador de peso molecular (escalera de
50 pb) y en los carriles 4-8 se observan los genotipos silvestres (bandas
70 pby 88pb).

car variables de potencial efecto confusor.

Para estimar el Equilibrio de Hardy-Weinberg
(EHW), en el grupo control, se compararon las fre-
cuencias genotipicas observadas con las esperadas
mediante la prueba de %2 (programa SPSS, v.13.0).
En el caso del grupo de pacientes no se realiz6 el
EHW ya que se trata de un grupo previamente selec-
cionado caracteristica que no necesariamente puede
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mostrar EHW. La razén de momios e intervalos de
confianza se evaluaron mediante el programa esta-
distico Epi Info v.3.2.2, empleando la prueba de Ya-
tes corregida, con intervalos de confianza de 95% y
un error de 5% tomando en cuenta que si dicho in-
tervalo incluye la unidad, no existe diferencia signi-
ficativa para el riesgo encontrado. Cuando el tamafio
de muestra fue menor a 5 se utiliz6 la prueba exacta de
Fisher, los resultados fueron significativos cuando
el valor fue p < 0.05.

También se realiz6 un analisis de regresion logis-
tica mediante el programa SPSS v.13.0, para identi-
ficar factores de riesgo que pueden influir en el
desarrollo de CCR.

RESULTADOS

En el grupo de pacientes, la frecuencia del genotipo
6pb-+/6pb+ fue de 56% (142/253) y en el grupo control
de 46% (91/200); en ambos grupos el heterocigoto
(6pb+/6pb-) de 26% (66/253) y 43% (87/200) y el poli-
morfico 6pb-/6pb- de 18% (45/253) y 11% (22/200) res-
pectivamente. Al comparar el grupo de pacientes con
los controles que presentaron el genotipo 6pb-/6pb-, no
se observo diferencia significativa. El alelo 6pb- en el
grupo de pacientes mostrd una frecuencia de 31% (156/
506) y en el grupo control de 33% (131/400), al anali-
sis estadistico, no hubo diferencias significativas (Cua-
dro 2). En el grupo control, la frecuencia genotipica

observada no difiere de la esperada por lo que se en-
cuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg (Cuadro 3).

El analisis por distribucién de genotipos del poli-
morfismo TS 1494del6 de acuerdo a la edad promedio
de los pacientes fue estratificado en dos grupos: me-
nores a 50 afios (< a 50 afios) y mayores o iguales a
50 afios (= a 50 afios). En pacientes con CCR < a 50
afios, la distribucion del genotipo 6pb—+/6pb-, fue
menor respecto al grupo control (p < 0.05), por lo
que se observd reduccién en el riesgo a CCR [razon
de momios 0.38 (95% IC 0.18 - 0.79)]. Por otra par-
te, la distribucién del genotipo 6pb-/6pb- en pacien-
tes < a 50 afios fue mayor respecto al grupo control
(p < 0.05); este genotipo mostro un incremento de
2.47 al riesgo de CCR [razén de momios 2.47 (95%
IC 0.99 - 6.24)]. En tanto que las distribuciones de
los genotipos del polimorfismo TS 1494del6 en pa-
cientes > a 50 afios no fueron significativas (Cuadro
4).

Al comparar la distribucion de los genotipos del
polimorfismo TS 1494del6 por género. El grupo
masculino mostré mayor frecuencia de 6pb+/6pb-
heterocigotos en comparacion al grupo control (p <
0.05), comportandose como genotipo de proteccion
[razén de momios 0.38 (95% IC 0.20 - 0.7)]. Asimis-
mo, la distribucion del genotipo 6pb-/6pb- fue mayor
en pacientes del género masculino, en comparacion
con el grupo control (p < 0.05), observandose como
genotipo de riesgo [razon de momios 2.47 (95% IC

Cuadro 2. Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo TS 1494del6 en pacientes con CCR y en controles.

2

Genotipos Pacientes Controles X Razén de P
(n/total)% (n)% momios
(95% IC)
6pb+/6pb+ (142/253) 56 (91/200) 46 1.0
6pb+/ 6pb- (66/253) 26 (87/200) 43 10
6pb-/6pb- (45/253) 18 (22/200) 11 36 1.8(1-4) 0.059
ALELOS
6pb+ (350/506) 69 (269/400) 67
6pb- (156/506) 31 (131/400) 33 03 0.92(0.7-1.27) 0.58
Los genotipos 6pb+/6pb+ y 6ph+/6pb- se tomaron con el mismo riesgo.
IC: Intervalo de confianza. p < 0.05: significativo. p > 0.05: no significativo.
Cuadro 3. Comparacion de las frecuencias genotipicas del polimorfismo TS 1494del6 observadas y esperadas en el grupo control.
Genotipos Observados Esperados p
6pb+/6pb+ 9l 90.45
6pb+/6pb- 87 88.10
6pb-/6pb- 2 21.45 0.0310 0.874

p < 0.05; significativo.
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0.99 - 6.24)]. Por otra parte, las distribuciones de
genotipos asociadas al género femenino, no fueron
significativas (Cuadro 5).

El analisis por edad-género y distribucion de ge-
notipos del polimorfismo TS 1494del6, mostré ma-
yor frecuencia en controles masculinos heterocigotos
> a 50 afios en comparacion con el grupo de pacien-

tes (p < 0.05), comportandose como genotipo de pro-
teccion [razén de momios 0.36 (0.16 - 0.81)]. Este
mismo comportamiento, se observo en controles del
género femenino < a 50 afios (p < 0.05), [razén de
momios 0.25 (0.06 -0.85)] (Cuadro 6).

Mediante el analisis de regresidn logistica se ob-
servé que la edad y el género son factores de riesgo

Cuadro 4. Clasificacién de los grupos de estudio por edad y distribucion de genotipos del polimorfismos TS 1494del6.

Genotipos Pacientes Controles
< a 50 afios >a 50 afios < a 50 afios >a 50 afios
n (%) n (%) n (%) n (%)
6pb+/6ph+ 35 (25) 107 (75) 50 (55) 41 (45)
6pb+/6ph- 15(23) 51(77) 49 (56) 38 (44)
6pb-/6pb- 15(28) 30(72) 12 (55) 10 (45)
Comparaciones entre pacientes y controles: < 50 afios
6pb+/6pb-: %2 6.98; razon de momios 0.38 (0.18 — 0.79); p = 0.008
6pb-/6ph- : %2 5.32; raz6n de momios 2.47 (0.99 — 6.24); p = 0.049
Comparaciones entre pacientes y controles: > 50 afios no fueron significativas
Razén de momios menor 1 (p < 0.05) genotipo de proteccion; razén de momios mayor 1 (p < 0.05) genotipo de riesgo.
Cuadro 5. Clasificacion de los grupos de estudio por género y distribucion de genotipos del polimorfismos TS 1494del6.
Pacientes Controles
Genotipos Masculino Femenino Masculino Femenino
n (%) n (%) n (%) n (%)
6pb+/6ph+ 8l (56) 61 (57) 39 @7) 52 (44)
6pb+/6ph- A () R (30) 37 (45) 50 (43)
6pb-/6pb- 3 () 14 (13) 7 (® 15 (13)
Total 146 (100) 107(100) 83(100) (117)
Comparaciones entre pacientes y controles del género masculinos
6ph+/6pb-: %2 10.24; razén de momios 0.38 (0.20 - 0.7); p = 0.001
6pb-/6ph-: %2 5.37; razén de momios 2.93 (1.18 - 8.25); p = 0.02
Comparaciones entre pacientes y controles del género femenino no fueron significativas
Razén de momios menor 1 (p < 0.05) genotipo de proteccién; razén de momios mayor 1 (p < 0.05) genotipo de riesgo.
Cuadro 6. Clasificacion de los grupos de estudio por edad/género y distribucidn de genotipos del polimorfismos TS 1494del6.
Genotipos Pacientes Controles
Masculino Femenino Masculino Femenino
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
<50afios =50 afios <50afios =50 afios <50afios  =50afios <50 afios =50 afios
6pb+/6ph+ 19 (56) 62 (58) 16 (64) 45 (55) 17 (46) 2 (48) 3B (45) 19 (44)
6pb+/6ph- 11 (3 3 (22 4 (16) 28 (34) 17 (46) 20 (43) 2 @3 18 (42)
6pb-/6pb- 10 (1) 21 (20) 5 (20) 9 (1) 3 (8 4 (9 9 (12 6 (14)
Total 40 (100) 106(100) 25(100) 82(100) 37(100) 46(100) 74(100) 43(117)
Comparaciones entre pacientes y controles:
Masculinos > a 50 afios. 6pb+/6pb-: %2 6.4; razén de momios 0.36 (0.16 -0.81); p = 0.01
Femeninos < a 50 afios. 6pb+/6pb-: 2 4.87; razén de momios 0.25 (0.06 —0.85); p = 0.02
Razén de momios menor 1 (p < 0.05) genotipo de proteccidn; razén de momios mayor 1 (p < 0.05) genotipo de riesgo.
Gallegos-Arreola MP, et al. Polimorfismo TS 1494del6 en CCR. Rev Invest Clin 2008; 60 (1): 21-30 25



Cuadro 7. Andlisis de regresion logistica en pacientes con CCR.

Variables B DE Wald p Razon de momios  IC (95%)
Edad 0.454 0.197 530 0.021 157 1.07-2.31
Género 0.764 0.248 9.45 0.002 214 1.31-3.49
1494del6 0.116 0.299 0.150 0.698 112 0.625-2.01
silvestre/1494del6 -0.868 0.223 15.206 0.000 0.420 0.271-0.649
constante 0.151 0.351 0.187 0.666 0.859

Edad (< a 50 afios, > a 50 afios), género (masculino, femenino), polimorfismo TS 1494del6 (6pb-/6pb- y 6pb+/6pb- + 6ph+/6pb+). B (coeficiente B), DE (des-
viacién estandar), p (valor de p; < 0.05 significativo), IC (intervalos de confianza).

Cuadro 8. Proporcién genotipica del polimorfismo TS 1494del6 en pacientes con y sin antecedentes heredofamiliares.

Genotipos Se desconoce Sin antecedentes Céncer CCR Cancer

n (%) n (%) n (%) n (%)
6ph+/6pb+ 3l (58) & (57) 5 42 2 (58)
6pb+/6pb- 12 (22) K¢ (26) 5 42 10 (26)
6pb-/6ph- u (20) 2% 17 2 (6) 6 (16)
Total 7 (100) 149 (100) 12 (200) 3 (200)

Al comparar los grupos de estudio no hubo diferencia significativa.

Cuadro 9. Distribucién genotipica del polimorfismo TS 1494del6 y presencia de metastasis.

Genotipos Sin Metastasis Con Metastasis Razoén de momios (IC 95%) p
n (%) n (%)

6ph+/6pb+ D (54 52 (72) 10

6pb+/6pb- 53 (31 0 ©) 10

6pb-/6pb- % (15) 20 (28) 2.2 (1.06 - 4.51) 0.03

Total* 168 (100) 7 (200)

Los genotipos homoacigotos silvestre y heterocigotos se tomaron con el mismo riesgo. IC: Intervalo de confianza, p < 0.05: significativo, p > 0.05: no significativo.

* En 13 pacientes se desconoce el dato.

Cuadro 10. Distribucién genotipica del polimorfismo TS 1494del6 por etapa de cancer.

Estadios
Genotipos Sin datos -1l -1v Raz6n de momios
n (%) n (%) n (%) (1C95%) p
6ph+/6pb+ 0 64 (57) 78 (60) 10
6ph+/6pb- 13(100) 34(31) 19(15) 10
6pb-/6pb- 0 13(12) 32(25) 2.49(1.18-5.47)0.01
Total 13(100) 111 (100) 129 (100)

Los genotipos homoacigotos silvestre y heterocigotos se tomaron con el mismo riesgo. IC: Intervalo de confianza. p < 0.05: significativo. p > 0.05: no significativo.

para desarrollar CCR. Adicionalmente, individuos
portadores del genotipo 6pb+/6ph- mostraron pro-
teccion al riesgo de CCR (Cuadro 7).

Por otra parte, la proporcién de pacientes con an-
tecedentes heredofamiliares de CCR, portadores de
los genotipos 6pb+/6pb+ y 6pb+/6pb- fue de 42% (5/
12) y para el 6pb-/6pb- de 16% (2/12). En tanto que
la proporcion de los pacientes con antecedentes fami-
liares con otro tipo de cancer, portadores de los ge-
notipos 6pb+/6pb+ fue de 58% (22/38), 6pb+/6pb-
de 26% (10/38) y 6pb-/6pb- de 16% (6/38), que al

compararlos entre si no mostraron diferencia esta-
distica (Cuadro 8).

El andlisis por distribucion de genotipos del poli-
morfismo TS 1494del6 y tipo de cancer, no mostro
diferencia significativa.

El genotipo 6pb-/6pb- en pacientes con metastasis
fue mayor (p < 0.05) que en los pacientes sin metéas-
tasis, comportandose como genotipo de riesgo [ra-
z6n de momios 2.2 (1.06 - 4.51)] (Cuadro 9).

La frecuencia del genotipo 6pb-/6pb- en pacientes
en etapas I11-1V fue mayor (p < 0.05), en compara-
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Figura 2. Comparacion de la frecuencias alélicas del polimorfismo TS 1494del6 en controles del Occidente de México con otras poblaciones.
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Alelos Minnesota (15) New York (17)  Utah-Minnesota (18) Occidente de México
(1046) (540) (3200) (506)
6pb+ 0.73 0.67 0.67 0.69
6pb- 0.27 0.33 0.33 031

México (17) mostraron diferencias (p < 0.05).

Comparaciones entre pacientes de Minnesota (15) vs. New York (17); Minnesota (15) vs. Utah-Minnesota (18) y Minnesota (15) vs. Occidente de

Figura 3. Comparacion de las frecuencia alélicas del polimorfismo TS 1494del6 en pacientes con CCR del Occidente de México con otras poblaciones.

cién a los pacientes en etapas I-11, comportandose
como genotipo de riesgo [raz6n de momios 2.49
(1.18 - 5.47)] (Cuadro 10).

Las frecuencias alélicas del polimorfismo TS
1494del6 de controles y pacientes observadas en el
presente estudio fueron comparadas con las observa-
das en otras poblaciones, se muestran en las figuras
2 y 3 respectivamente.

DISCUSION

La enzima TYMS participa en la regulaciéon de
nucleotidos requeridos en la replicacién del ADN,
asi como en el metabolismo de folatos. Al respecto
diversos estudios relacionados con CCR, han demos-
trado la importancia de la ingesta adecuada de &cido
folico para su prevencidn. Ya que se ha observado
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gue niveles bajos de folatos estan asociados al desa-
rrollo de cancer, debido a su participacion en la sinte-
sis de nucledtidos.?®24 En el ADN la deficiencia de
TYMS puede provocar fracturas cromosomicas debido
a la incorporacion de uracilo en lugar de timina.'315
Ademas la TYMS tiene efecto antiproliferativo, meca-
nismo utilizado por varios quimioterapéuticos que ac-
tban como antimetabolitos tales como el 5-FU,
capacitabina y ratitrexed. Asi, se ha observado que
algunos pacientes son resistentes a estos quimiotera-
péuticos, debido a la accién de las variantes alélicas
en el gen TYMS, que conducen a la variabilidad en
los niveles de la enzima y consecuentemente se pue-
den observar manifestaciones de toxicidad en pacien-
tes con CCR tratados con 5-FU.1315 Por otra parte,
se han caracterizado los mecanismos de regulacion
del gen TYMS, y también se ha identificado un poli-
morfismo en la region 3"UTR denominado TS
1494del6, en donde el genotipo 6pb-/6pb- se asocia al
CCR. Sin embargo, existen evidencias contradictorias
respecto a esta asociacion.?-14:15.19.20

En los resultados del presente estudio en pacien-
tes con CCR y controles no se observé asociacion
alélica y genotipica del polimorfismo TS 1494del6.
Resultados similares fueron observados en poblacion
caucésica (residentes de Minnesota) por Urlich CM,
et al.'> Aunque la poblacién control de mestizos
mexicanos fue menor, la proporcion de genotipos fue
similar en su distribucidén con una frecuencia de
6pb+/6pb- de 43% y en caucasicos de 40%; en tanto
gue para los homocigotos 6pb-/6pb- de 11% y en cau-
casicos de 10%. A pesar de no observar asociacion
directa con este polimorfismo en la muestra analiza-
da, al estratificar los grupos por edad y genotipo, se
observo disminucion en el riesgo en pacientes < a 50
afios, portadores del genotipo heterocigoto. Asimis-
mo, el genotipo 6pb-/6pb- en pacientes de la misma
edad se manifesto de riesgo. Lo anterior sugiere que
la edad asociada con el genotipo 6pb-/6pb- aumenta
2.47 veces el riesgo para el desarrollar CCR en la po-
blacién mestiza mexicana. Una explicacién a los re-
sultados observados, probablemente se deba a una
deficiencia en los sistemas de reparacion no adecua-
dos para remover los aductos generados por factores
ambientales tales como humo de tabaco, contamina-
cion y dieta entre otros, que inducen dafio al ADN,
lo que podria deberse a la deficiencia en la actividad
de la TYMS que participa en la sintesis y reparacion
del ADN. Adicionalmente en tumores de pacientes
con CCR se ha descrito que el genotipo 6pb-/6pb- se
encuentra asociado con la disminucion en los nive-
les de expresién de la proteina, debido a un incre-
mento de la inestabilidad del ARNm. Por otro lado,

la disminucion en los niveles de TYMS conlleva a un
desequilibrio de nucleétidos que resulta en un incre-
mento de incorporacién de uracilo en las células en
replicacién provocando proliferacion de células ma-
lignas y finalmente el desarrollo de CCR.%1%15

Cabe mencionar que, aunque las caracteristicas ge-
nerales de los pacientes no fueron parte de los objeti-
vos del presente estudio, se observd que 74%
pacientes fueron > a 50 afios, datos que no difieren
con otros autores, en donde la incidencia de CCR es
mayor a partir de los 50 afios.?>2¢ En este sentido, la
Agencia Internacional de Investigacién en Cancer,
menciona que la edad media para el diagnostico de
CCR se sitlia entre los 67 afos de edad.?”-?8 Por otra
parte, se ha descrito que para el desarrollo de cancer
se requieren de 6-7 acontecimientos en un periodo de
20 a 40 afos, lo que podria explicar que en la mayoria
de los pacientes la incidencia sea a partir de los 50
afios.?® Sin embargo, las personas jovenes no estan
excluidas de padecer cancer de colon, ya que en Méxi-
co actualmente se diagnostican personas cada vez
mas jovenes con CCR en etapas avanzadas.?®

Al clasificarse por género, en el grupo de pacientes
presento leve predominio de hombres (58%) respecto
al grupo control (42%), tal vez lo anterior se deba a
que el grupo control fue seleccionado al azar y en po-
blacion abierta. La distribucion por género en el gru-
po de pacientes fue similar a la descrita a nivel
mundial en donde la proporcion de hombres/mujeres
fue de 1.2:1.2°30 a asociacion del género con el poli-
morfismo TS 1494del6, mostré reduccion en el riesgo
al desarrollo de CCR en hombres portadores del geno-
tipo 6pb+/6pb-, datos que concuerdan con otros au-
tores como Chen, et al.” y Urlich, et al.*>8 En
cambio el genotipo 6pb-/6pb- mostrd incremento en
el riesgo de dos veces en hombres, lo que sugiere
que este polimorfismo es importante en el desarrollo
de CCR en el género masculino de la poblacién mexi-
cana. Sin embargo, al analizar la relacidn del poli-
morfismo TS 1494del6 con edad y género, el
genotipo heterocigoto se manifesté como protector
de riesgo para CCR en hombres mayores a 50 y en
mujeres menores de 50 afios. Es probable que estos
resultados se deban al nimero de pacientes incluidos
en el estudio.

Al analizar los antecedentes heredofamiliares (pri-
mer y segundo grado) en el grupo CCR, se observo
una frecuencia de 5% en pacientes con antecedentes
de cancer de coldn y 15% con cualquier tipo de can-
cer. Frecuencias que no difieren con lo descrito en la
literatura.?83! El analisis de antecedentes familiares
y su asociacion con el polimorfismo no mostré dife-
rencias significativas.
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Por otra parte, se sabe que un 10 a 15% de los pa-
cientes desarrollan metéstasis debido a la disemina-
cion hematoégena.3? En nuestro estudio se observo la
presencia de metéstasis en 13% de los pacientes, asi
como un riesgo de 2.2 veces mayor de desarrollar
metastasis en pacientes portadores del genotipo 6pb-/
6pb-. Lo anterior concuerda con lo descrito por
Zhang, et al.3® en pacientes con cancer gastrico.
Probablemente los niveles menores de expresion de
TYMS faciliten la migracién celular a través de la
via linfatica y de esta manera desarrollar metésta-
sis. Por otra parte, se conoce que el estadio clinico
es un factor importante para el prondstico del pa-
ciente. En el presente estudio se observo que la etapa
I1-1V fue la mas frecuente (51%), dato que coincide
con lo descrito por Duran, et al.?® en donde observo
en los mismos estadios una frecuencia de 57.5%. En
este sentido, se ha descrito una tasa de 50-75% de
sobrevida a cinco afios para el estadio 11, de 5-50%
para el estadio 111 y de 10% para el estadio IV. Los
estudios de Surgarbarker3*y Han, et al.®® sefialan
gue a mayor profundidad de invasion de la pared co-
lorrectal, mayor probabilidad de metéastasis y con-
secuentemente mal prondstico. Al analizar la
asociacion con el polimorfismo, se observé un incre-
mento en el riesgo de 2.49 en pacientes con estadios
I11-1V portadores del genotipo 6pb-/6pb-. Al respecto,
los resultados anteriores indican que los niveles de
expresién de la TS pueden facilitar de alguna mane-
ra la extensién de las células malignas y por lo tanto
poder predecir la etapa en CCR.36

Al comparar las frecuencias alélicas de controles
y pacientes del presente estudio con las descritas en
otras poblaciones, los controles del Occidente de
México no mostraron diferencias. Sin embargo, el
grupo de pacientes si mostré diferencias con las fre-
cuencias descritas en la poblacién de Minessota.'®
Lo que indica que las frecuencias en la poblacion ge-
neral se mantienen; sin embargo, en los pacientes
existe variabilidad genética que puede estar modula-
da por diferentes factores tanto ambientales como
genéticos con predisposicién al desarrollo de CCR,
sugiriendo como principal al gen TYMS.

Por otra parte, una de las limitaciones del presen-
te estudio fue la falta de estudios biogquimicos en
cuanto a la actividad enzimatica y el nivel de fola-
tos, que aunado a los polimorfismos del gen TYMS
podrian dar conocimientos sobre el mecanismo de
accion del gen TYMS en el desarrollo del CCR. Tam-
bién se sugiere analizar otros polimorfismos en este
geny en otros genes relacionados en la via metabdli-
ca de los folatos que pudieran ser un factor impor-
tante en el tratamiento y prevencion de cancer CCR.

A pesar de no haber observado una diferencia signi-
ficativa del polimorfismo TS 1494del6 entre pacientes
y controles de manera general; al estratificar los gru-
pos de estudio por edad, género masculino, estadio
I11-1V y presencia de metéstasis el genotipo 6pb-/6pb-
se manifest6 como de riesgo para el desarrollo de
CCR. En conclusién el polimorfismo TS 1494del6
participa de manera importante en el desarrollo del
CCR en la poblacion del Occidente de México.
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