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CAPITULO 1
1.1 RESUMEN

Universidad Autdnoma de Nuevo Leon
Departamento de Bioquimica
Facultad de Medicina, UANL

Presenta: Q.F.B. Clara Patricia Rios Ibarra

Titulo del Estudio: ANALISIS FARMACOGENETICO Y FUNCIONAL DEL GEN
Timidilato Sintasa EN CANCER GASTROINTESTINAL

Introduccion. El agente quimioterapéutico 5-Fluorouracilo (5-FU) tiene como blanco a
la enzima Timidilato Sintasa. Una mutacion contenida en la regién 5°-UTR del gen
Timidilato Sintasa (VNTRs) se ha correlacionado con un incremento en la eficiencia de
traduccion de los RNAm de TS dando como resultado niveles elevados de proteina TS.
En otras poblaciones se ha reportado que una alta cantidad de la enzima esta asociada
con una pobre respuesta al tratamiento con 5-FU en pacientes con cancer.

Objetivos. (1) Determinar [a frecuencia genotipica y alélica de los VNTR's de TS en
pacientes con cancer gastrointestinal; (2) determinar si existe asociaciéon entre el
genotipo y la presencia de la proteina y (3) observar €l comportamiento de las variantes
2C y 3G de TS sobre la expresion de un gen reportero en las lineas celulares HT-29 y
AGS.

Material y Métodos. Se seleccionaron 46 muestras de cédncer gastrointestinal de
pacientes que habian recibido tratamiento adyuvante con 5-FU, de las cuales 19
correspondian a cancer de colon y 27 a cancer de estdmago. Los VNTR's de 7S se
evaluaron mediante PCR y digestion con enzimas de restriccion.

Se realizé un ensayo de inmunohistoquimica para identificar el nimero de nicleos
positivos para TS en las muestras de cancer gastrointestinal.

Las variantes 2C y 3G de T fueron clonadas en el vector comercial SV40-PGL3-Luc y
con el vector resultante se hicieron ensayos de transfeccion en las lineas celulares HT-
29 (cancer de colon) y AGS (cancer de estdmago).

Resultados. En 46 muestras de cancer gastrointestinal el alelo 3R tuvo una frecuencia
de 0.73 y el alelo 2R de 0.27. En el grupo con respuesta completa el genotipo
predominante en un 70% fue heterocigoto: 2R/3R, mientras que en el grupo con
respuesta parcial el genotipo estuvo representado por la forma 3R/3R en un 100%.

No se encontr6 asociacion entre la presencia de la proteina y el genotipo (p>0.05) . Los
ensayos de transfeccién mostraron una mayor sefial de Luciferasa en las células HT-29
y AGS que contenian la variante 2C (p<0.05).

Conclusiones. El alelo 3R fue predominante en las muestras de cancer gastrointestinal.
Para definir con mayor especificidad la relacion entre genotipo y proteina TS se sugiere
realizar ensayos enzimaticos o moleculares a partir de tejido fresco. El resultado del
andlisis funcional en las lineas celulares HT-29 y AGS es diferente a lo reportado en

células HeLa.

Dra. Herminia . Marthez Rodriguez
Director de Tesis

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON 1
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1.2 INTRODUCCION

1.2.1 CANCER GASTROINTESTINAL

A nivel mundial las neoplasias mas frecuentes de aparato digestivo son el cancer de
estdmago y colon. En el afio 2004 el INEGI report6 que los tumores malignos fueron la
tercera causa de muertc en México, lo cual representa el 12.9% del total de las

defunciones registradas.

En nuestro pais la distribucidn porcentual de las defunciones por cincer de estdbmago y
colon en los hombres corresponde a: 9.4% para cancer de estbmago y 4.1% para
cancer de colon; en las mujeres 7.8% para cincer de estémago v 4.2% para cancer de
colon (INEGI, 2004).

La recuperacion de un paciente con cincer gastrointestinal, depende directamente de la
extension del tumor y del compromiso de ganglios (Adachi, 2000).

La cirugia representa la forma estindar de terapia con finalidades curativas. Sin
embargo, continia siendo insuficiente esta estrategia, sobre todo si hay presencia de
tumores secundarios 6 micrometastasis, por lo que se ha optado por la terapia adyuvante
(Gunderson, 1982), la cual involucra quimioterapia o radioterapia; desafortunadamente
la terapia adyuvante no ha repercutido significativamente en los patrones generales de
supervivencia. (Chang, 2002),

La clasificacion del cancer puede hacerse en base a su tipo histolégico, a su localizacion
y de acuerdo a la extension del tumor primario (T), compromiso ganglionar linfatico (N)
y presencia de metdstasis (M).

En la siguiente tabla se muestra la clasificacion de los estadios de cancer gastrointestinal
considerando las caracteristicas descritas para T, N y M.

Tabla L Clasificacion de los tumores gastrointestinales por estadios.

. ESTADIOO Tis No MO

ESTADIO 1A T1 NO MO

ESTADIO IB TI NI MO

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVQ LEON 2
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12 NO MO
Tl N2 M0
12 NI MO
T3 NO MO
DIO HILA 12 N2 MO
73 NI Mo
T4 NO Mo
ADIO 148 T3 N2 Mo
ADIC T1,72,73 N3 M0
T4 NI.N2, N3 MO
Cualquier T Cualquier N Mi

TUMOR PRIMARIO. Ti: ¢l tumor primario no puede ser investigado; TO: no hay evidencias de tumor
primario; Tis: carcinoma in situ (tumor intraepitelial, sin invasién de la lamina propia); T1: el tumor
compromete la ldmina propia o submucosa; T2: el tumor infiltra la muscular propia o la subserosa; T3: el
tumor peneira la serosa; T4: el tumor infilira estructuras vecinas. COMPROMISO LINFATICO
REGIONAL. NO: los linfonodos regionales no se pueden investigar; N1: metastasis en 1-6 linfonodos;
N2: metdstasis en 7-15 linfonodos; N3: metdstasis en mis de 15 linfonodos. METASTASIS A
DISTANCIA. Mx: las metdstasis no se pueden investigar; M0: no hay metdsiasis a distancia; M1: hay
metastasis. (Irvin, 1998).

1.2.2 FARMACOGENETICA

Con el reciente progreso de la biologia molecular y la secuenciacion del genoma
humano, han surgido 2 nuevas ramas de la farmacologia: farmacogenética y
farmacogenémica, las cuales buscan el entendimiento de la respuesta de un individuo a
un tratamiento quimico en base a su genotipo y el desarrollo de nuevos agentes
quimioterapéuticos para ¢l tratamiento contra el cancer (Lee, 2005). La farmacogenética
estudia la correlacion entre las mutaciones genéticas y los diferentes patrones de
expresion con respecto a la susceptibilidad o resistencia a diversos factores quimicos,
mientras que en la farmacogendmica se identifican blancos de DNA/RNA para el
desarrollo de nuevos firmacos (Lenz, 2004).

El analisis farmacogenético implica la observacién de variaciones en el material
genético como lo son: SNP (polimorfismo de un solo nucledtido), rearreglos

cromosomicos, deleciones o duplicaciones que influyen en la expresién de un gen; la

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON 3
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caracterizacion de estas alteraciones son de gran utilidad para identificar sujetos con

alto riesgo de desarrollar toxicidad o resistencia a un principio activo (Di Paolo, 2004).

1.2.3 5-FLUOROQURACILO

Un gran niimero de factores moleculares estan implicados en la sensibilidad de un
individuo para responder a drogas anti-cancer (Tahara, 2003). La fluoropirimidina 5-
Fluorouracilo es una de las drogas prescritas con mayor frecuencia para el tratamiento
contra el cancer gastrico, colorrectal, de mama, cabeza y cuello (Kuilenburg, 2004). El
5-Fluorouracilo combinado con otros agentes quimioterapéuticos, como el écido
folinico e irinotecan, incrementa su efectividad (Teqze, 2006); sin embargo la respuesta
total al tratamiento del cancer con 5-FU no es mayor al 25% (Jakobsen, 2003).

El 5-Fluorouracilo es un anélogo del uracilo con un atomo de flaor en lugar de un
hidrégeno en la posicion C-5. El 5-Fluorouracilo es convertido intracelularmente a
diversos metabolitos activos: fluorodesoxiuridina monofosfato  (FdUMP),
fluorodesoxiuridina trifosfato (FAUTP) y fluouridina trifosfato (FUTP) (Longley, 2003).

4 ol )
99999999280 33933399918

O ©

Figura 1. Metabolitos formados a partir del S-Fluorouracilo, 5-FU, 5-Fluorouracilo; FAUMP,
Fluorodesoxiuridina monofosfato; FAUTP, Fluorodesoxiuridina trifosfato; FUTP, Fluorodesoxiuridina
trifosfato
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Los metabolitos formados a partir del 5S-FU interfieren con el metabolismo de la célula
de diferentes maneras, el FAUMP inhibe la actividad de TS al desplazar y ocupar el
sitio de uni6n a la enzima TS de dUMP que es el sustrato natural (Gmeiner WH, 2005);
ademds, debido a que los metabolitos FUMP y FAUTP pueden insertarse en los acidos
nucleicos, €l correcto funcionamiento de los eventos de replicacion, reparacion y
transcripcion son bloqueados; estas alteraciones en conjunto conducen a muerte celular
(Pinedo,1988) (Figura IL).

5.FLUOROURACILO \

DANO AL
RNA

FAUTP

O .

FUMP
O DARNO AL

DNA
L >

Figura I1. A. FAUMP se une a TS y CH,THF con lo que bloquea la actividad de la enzima. FdUTP se
incorpora al RNA impidiendo su procesamiento. FUMP se afiade al DNA interfiriendo su replicacion o
reparacién. En conjunto estas alteraciones inducen apoptosis.

Diversas enzimas estin implicadas en la sensibilidad al tratamiento con 5-FU como lo
son: timidilato sintasa, dihidropirimidina deshidrogenasa, metilentetrahidrofolato
reductasa y timidina fosforilasa (Ciaparrone, 2006); los genes que codifican para estas
enzimas presentan polimorfismos o mutaciones que pueden influir en el metabolismo

del agente quimioterapéutico y su toxicidad (Amatori, 2006).

——
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1.2.4 TIMIDILATO SINTASA

La enzima Timidilato Sintasa (TS) es un importante blanco quimioterapéutico para 5-
FU; TS cataliza la metilacion reductiva de dUMP por medio de 5,10-
metilentetrahidrofolato a la forma dTMP y dihidrofolato (Kawakami, 2001).

4 D

GEN TIMIDILATO SINTASA

s —0——O— s

u REGION CODIFICANTE

D REGION NO TRADUCIDA

\- .

NCBI: OMIM *188350

Figura I11. Esquema del gen Timidilato sintasa. Est4 conformado por 7 exones, 6 intrones y extremos 5y
3UTR.

El gen que codifica para Timidilato Sintasa (TS) esta constituido por 7 exones y se
encuentra en el brazo corto del cromosoma 18 bandas 1.32 (18p1.32); el RNAm de 7S
tiene un nimero variable de repeticiones en tandem (VNTRs) en la region 5-UTR
(Kawakami, 2003)(figura IIl); las secuencias repetidas constan de 28 pb, cada
repeticion tiene la siguiente secuencia nucleotidica:
CCGCGCCACTTGGCCTGCCTCCGTCOCG; regularmente el niimero de repeticiones
suelen ser 2 (TS2), 3 (TS3), 5 o inclusive 9; estudios previos sugieren que las
secuencias repetidas en 7S juegan un papel importante en el control de su expresién y
ademas son variantes génicas que pueden predecir la efectividad de 5-FU (Longley,
2003).

Otros estudios han demostrado que la forma homocigota TS3/TS3 expresa niveles hasta
3 veces mayores de RNAm de TS comparado con la forma TS2/TS2 (Lecomte, 2004);
los niveles de RNAm de 7§ constituyen una buena alternativa para evaluar el prondstico

de los pacientes que reciben el tratamiento adyuvante con 5-FU (Fujiwara, 2002). Ahora
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bien, es importante sefialar que existen reportes contradictorios con respecto a la
relacién entre los niveles de RNAm de 7S y la respuesta a 5-FU; Kawakami (Japon) en
el afio 2003 reportdé que los individuos con altos niveles de RNAm de 7S obtienen
menos beneficios con la quimioterapia basada en 5-FU, mientras que Kornman
(Alemania) en el mismo afio asoci6 altos niveles de RNAm de 7S con una mejor
respuesta al tratamiento con 5-FU (Kornman, 2003); esta diferencia podria deberse a
que utilizaron diferentes medios para llegar a una conclusion; en el primer caso, se hizo
un analisis funcional en células HeLa de TS utilizando vectores que contenian la
secuencia TS2 o TS3 y observaron una mayor expresion en la forma TS3; estos
resultados los asociaron con datos clinicos y se percataron, que los pacientes con
genotipo TS2/TS2 responden mejor al tratamiento con 5-FU. En el segundo caso, se
determinaron niveles de expresion de los RNAm de T, utilizando tejido embebido en
parafina y de cada muestra recuperaron una alicuota de diferentes partes del tumor; el
haber utilizado tejido embebido en parafina genera incertidumbre, debido a que el RNA
suele encontrarse parcialmente degradade bajo esta condicién, sin embargo, ellos
correlacionaron sus resultados con la respuesta al tratamiento con 5-FU y concluyeron
que los pacientes TS2/TS2 sobreviven menos tiempo que aquellos individuos con
genotipo TS3/TS3.

Recientemente se descubrié la presencia de un SNP (polimorfismo de un solo
nucledtido G>C) en las secuencias repetidas en 7S (Kawakami, 2003); este
polimorfismo modifica la actividad traduccional de 7 siendo 3 veces mayor la
actividad en la forma alélica 3G que en los alelos 2C, 2G y 3C, por lo que se han
clasificado como genotipos de baja expresién a 2R/2R, 2R/3C, 3C/3C y como genotipos
de alta expresion a 2R/3G 3C/3G y 3G/3G (Yawata, 2005) (Figura IV).

( —FETe - 26 N

S covccucrrGoceroocrecsreres. —[ETER ac

— e erce 36

. Y

CCCCRCCACTTC GCCT GCCTOCCTCOCE

Figura IV. En base a la presencia o ausencia del SNP (G-C) en los VNTR's de TS se forman cuatro
variantes alélicas: 2G, 2C, 3Gy 3C.
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Por otra parte, la regién 3-UTR de 7S presenta un polimorfismo de 6pb, el cual estd
conformado por la siguiente secuencia: TTA4AG. Si el gen alberga esta secuencia de 6
pares de bases se le denomina alelo I, si carece de ella se le nombra alelo D. La
estabilidad de los RNAm de 7S tambien se¢ han asociado a este polimorfismo, ya que se
observa una menor cantidad de RNA en muestras provenientes de sujetos con condicion
homocigota para el alelo D (Pullman, 2005).

1.2.5 DIHIDROPIRIMIDINA DESHIDROGENASA

Mas del 80% del 5-FU es catabolizado por la enzima Dihidropirimidina Deshidrogenasa
(DPD), esto sugiere que en los pacientes con una deficiencia en esta enzima se
incrementa el riesgo de desarrollar una severa toxicidad asociada a 5-FU (van
Kuilenburg, 2001).

El gen que codifica DPD est4 en el cromosoma 1p22 y esté constituido por 23 exones.
Se han identificado diversas mutaciones relacionadas con la alteracion en el splicing del
pre-RNAm o la funcion de la enzima DPD (van Kuilenburg, 2005). La mutaciéon més
caracteristica en un punto de procesamiento en DPD es: IVS4 + G>A; esta mutacion se
presenta en el punto de unién entre el exén y el intrén 14; como resultado de la
mutacion, se obtiene un RNAm de DPD, que carece de un segmento de 165 nucledtidos
que codifica los aminoacidos 581-635, lo que genera una proteina inactiva (van
Kuilenburg, 2001).

1.2.6 METILENTETRAHIDROFOLATO REDUCTASA

La enzima Metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) cataliza la conversion
irreversible de 5-10-metilentetrahidrofolato a 5- metilentetrahidrofolato lo cual es
indispensable en la via de sintesis de DNA para actuar como un cofactor en la
conversion de desoxiuridina monofosfato a desoxitimidina monofosfato; esto a su vez

favorece la unién de 5-fluorodesoxiuridina monofosfato a TS para su inhibicién (Ko,
2006).

Los polimorfismos MTHFR 677CT y MTHFR 1298 AC generan una enzima con
actividad deficiente, por lo que aquellos pacientes que presenten uno de estos
polimorfismos responden mejor al tratamiento con 5-FU (Jakobsen, 2005).

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON R



ANALISIS FARMACOGENETI?O Y FUNCIONAL DEL GEN TIMIDILATO SINTASA EN
CANCER GASTROINTESTINAL

1.2.7 TIMIDINA FOSFORILASA

La timidina fosforilasa cataliza la conversion reversible de 5-FU a fluorodesoxiuridina,
el cual puede ser convertido al metabolito activo FAUMP. La sobre-expresion de TP
disminuye la respuesta a 5-FU (Longley, 2003).

Recientemente se reporté que si se investiga la expresion de Timidilato Sintasa,
Dihidropirimidina Deshidrogenasa y Timidina Fosforilasa, pude realizarse una mejor
prediccion de la respuesta que tendra un paciente al tratamiento con 5-FU (Salonga,
2000).

Aplicar la Farmacogenética a la terapia del cancer ¢s importante, ya que los farmacos
implicados en la quimioterapia tienen un rango muy estrecho entre efectividad y
toxicidad, ademés de que si el médico conoce como reaccionara el paciente a un
tratamiento puede elegir un esquema de medicamentos mas efectivo y menos toxico,
pudiendo idealmente disefiar tratamientos individualizados a la medida de cada una de

las enfermedades,
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1.3 JUSTIFICACION

En nuestra poblacidén no se conoce la frecuencia genotipica de 7S en pacientes con

cancer gastrointestinal.

Ya que los niveles de 75 estan relacionados con la resistencia a 5-FU, es importante
realizar ensayos para determinar la frecuencia genotipica de 7S y sus niveles de
proteina, que le permitan al médico predecir la respuesta a 5-FU y asi elegir la mejor
estrategia para el tratamiento de pacientes con cincer gastrointestinal.
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CAPITULOIT

2.1 OBJETIVO GENERAL

Asociar el genotipo y la presencia de proteina de 7S en pacientes con cancer

gastrointestinal con la respuesta al tratamiento quimioterapéutico con 5-FU

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

L Correlacionar el genotipo de TS en pacientes con cancer gastrointestinal con
la respuesta al tratamiento con 5-FU,

II.  Asociar la presencia de la proteina TS con el genotipo y el estadio de la
enfermedad.

III.  Analizar el efecto de las repeticiones en tandem de 7§ sobre la expresion de
un gen reportero en las lineas celulares de cancer de colon HT-29 y de

cancer de estbmago AGS.
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CAPITULO III
3.1 MATERIAL Y METODOS

3.1.1 TIPO DE ESTUDIO

Retrospectivo, transversal, comparativo y experimental.

El estudio fue aprobado el 03 de Abril de 2006 por el Comité de Investigacién y
Etica del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” de la UANL, el
cual quedd registrado con la clave 6106-011.

3.1.2 UNIVERSO DEL ESTUDIO

Tejido tumoral embebido en parafina de pacientes con cincer géstrico 6 cdncer
de colon almacenados en el Departamento de Anatomia y Patologia del Hospital
Universitario de la UANL en el periodo de Enero de 1998-Enero de 2005.

3.1.3 CRITERIOS DE INCLUSION
Tejido tumoral embebido en parafina, de pacientes con cancer gastrico 6 cancer

de colon que hayan recibido tratamiento con 5-FU.

3.1.4 CRITERIOS DE EXCLUSION
Tejido tumoral embebido en parafina de pacientes con cancer géstrico 6 cancer
de colon que no hayan recibido tratamiento con 5-FU.

Tejido embebido en parafina en mal estado o0 muestras para uso diagndstico.

3.2 REACTIVOS
3.2.1 EXTRACCION DE DNA

Los solventes fueron adquiridos de la casa comercial Merck® (EM Science, Gibbstown,
NJ, EUA) y Sigma Chemical Co (St, Louis, MO, EUA).

Los reactivos utilizados en la extraccion de DNA fueron los siguientes:

Proteinasa K

Fenol/Cloroformo

Etanol 100%

Etanol 70%

H,0 mili Q
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3.2.2 AMPLIFICACION

Los reactivos utilizados en las reacciones de PCR fueron adquiridos en Promega
Corporation (Madison, Wi, EUA} y GIBCO-BRL LIFE TECHNOLOGIES (Grand
Island, NY, EUA):

Tagq pol 5U/ pLL

MgC(l, 25mM

dNTP’s 10 mM

DMSO 100%

Buffer 10X
3.2.3 DIGESTIONES

Las enzimas de restriccion empleadas fueron adquiridas de New Ingland Biolabs Inc
(Beverly, MA, EUA).

Haelll 10U/ pLL
Hindlll 20U/ pL
Ncol 10U/ L

3.2.4 GELES DE POLIACRILAMIDA
Para la preparacion de los geles de poliacrilamida se utilizé bisacrilamida y PSA de la
Casa Comercial Sigma Chemical Co (St, Louis, MO, EUA):

3.2.5 CULTIVO CELULAR
Medio DMEM (GIBCO-BRL), Suero Bovino Fetal (Hyclone), Penicilina,

Estreptomicina (Likeside)

3.2.6 CULTIVO CELULAR

LB (Becton Dickinson), Agar (Sigma Chemical Company), (Extracto de Levadura LB
(Becton Dickinson), Vector PGL-3 (Promega)

3.2.7 TRANSFECCION
Lipofectamina (Invitrogen), Medio DMEM (GIBCO-BRL)
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3.2.7 ANALISIS FUNCIONAL
Sustrato de Luciérnaga (Promega), Sustrato de Renilla (promega).

3.3 EQUIPO

» Microcentrifuga Eppendorf modelo 5415C
» Incubadora Shel-Lab

* Homo de Microondas modelo MA-857 M
» Termomixer eppendorf modelo 5436

= Balanza Digital modelo 1206 MP

» Cémara de Electroforesis Vertical con fuente de poder de Bio-Rad Life
Sciencie Research Products.

» Camara de Electroforesis Horizontal con fuente de poder de Bio-Rad Life
Sciencie Research Products.

»  Termociclador de la casa comercial Applied Biosystems.
» Campana de Cultivo Celular
* Transiluminador UV Upland, CA, EUA.

* Luminémetro Turner Biosystems
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3.4 METODOS
ESTRATEGIA GENERAL
OBJETIVO I
EXTRACCION DE DNA AMPLIFICACION
an
’};’}-\ .
./;,.. 1 -
-
F: 5-gAAAAgeCoCoCgaAAgppeTCC-3
& ! OBJETIVO I
R: 5-TCCoApCCGorCCACA90CAT-3 :
l INMUNOHISTOQUIMICA
DIGESTION Haelif o . &7
! E G A
GEL POLIACRILAMIDA 12%  GEL POLIACRILAMIDA 12% v il FEA

OBJETIVO I

S V40 -
L__L__.LLI___F. TRANSFECCION
TSER2 luciferasa
5TUTR
- HT-20 AGS
i L |
SV40 s
] i = 24 h 48 h 24 h 48 h
TSER3 luciferasa
5UTR
- =
EI ) = ]
@ @
& | =
B | [
= o L )
783 7.
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3.4.1 EXTRACCION DE DNA

Biopsias y tejido embebido en parafina:

El Dr. Juan pablo Flores, del departamento de Anatomia Patolégica del Hospital
Universitario de la UANL seleccioné la porcién de la muestra embebida en
parafina donde solo se encontraba tejido tumoral y fue tomada mediante un

“punch”. La muestra fue procesada de la siguiente manera:

ELIMINACION DE PARAFINA

1. Se retir6 con una navaja el exceso de parafina.

2. La muestra fue colocada en un tubo eppendorf de 2 mL.

3. El tubo se calent6 a 65°C durante 10 minutos (thermomixer).

4. Se afiadio 1 mL de Xilol (solvente no polar) para retirar la parafina. Se mezclo
en vortex durante 3 min y se incubd a 55°C por 15 min.

5. Se liber6 la presién del tubo y se centrifugd a 14,000 rpm por 5 min. Se retird
el sobrenadante.

6. Se repitié de 2-3 veces los pasos 3-5 hasta retirar completamente la parafina.
7. Se afiadi6 al tubo 1 mL de etanol al 100%. Se mezcld con vortex ¢ incubé a
temperatura ambiente durante 10 min. Se centrifugd a 14,000 rpm por 8 minutos.
Se retir6 el sobrenadante.

8. Se afiadi6 al tubo 1 mL de etanol al 70%. Se mezclé con vortex e incub6 a
temperatura ambiente durante 10 min. Se centrifugd a 14,000 rpm por 8 minutos.
Se retir6 el sobrenadante.

9. Se afiadi6 al tubo 1 mL de etanol al 30%. Se mezclé con vortex e incub6 a
temperatura ambiente durante 10 min. Se centrifugé a 14,000 rpm por 8 minutos.
Se retiro el sobrenadante.

10. Para rehidratar el tejido se afiadié 1 mL de H>O miliQ Se mezcld con vortex
e incubd a temperatura ambiente durante 10 min. Se centrifugd a 14,000 rpm por

8 minuios. Se retird el sobrenadante cuidadosamente,

DIGESTION DEL TEJIDO

1. Se afiadieron 400 pL de solucdn de lisis (tris 100mM pH 8.8, EDTA 5mM,
SDS 5%, NaCl 100mM)

2. Se agregaron 50 puL de Proteinasa K (10mg/mL) y 20 ul de SDS 10%.
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3. Se mezcld en vortex e incub6 a 48°C toda la noche ( si el tejido no se digeria
totalmente se afiadian 20 pL més de Proteinasa K e incubaba 2-3 h )

NOTA: Para digerir el tejido se utilizé la enzima Proteinasa K, ya que lisa
membranas e inactiva endonucleasas como lo son las DNAsas o RNAsas.

4. Una vez digerido el tejido se inactiv la enzima con una incubacién a 95°C

durante 10 min.

EXTRACCION DE DNA

1. Se afiadicron 500 uL de fenol. Se mezob en vortex y se centrifugé a 14,000
rpm durante 10 min. Se recuperd el sobrenadante.

2. Se afiadieron 250 pL de fenol y 250 pL de sevag (cloroformo: alcohol
isoamilico, 24:1). Se mezclo con vortex y se centrifugé a 14,000 rpm durante 10
minutos. Se recuperé el sobrenadante,

3. Se afiadieron 500 pL de sevag. Se mezclé con vortex y se centrifugé a 14,000
rpm durante 10 minutos. Se recuperd el sobrenadante.

4. Se agregaron 0.33 volumenes de acetato de amonio 10 M y 2.5 volimenes de
etanol frio al 100%.

5. Se incubd a -70°C durante 3 h o bien toda la noche.

6. Se centrifugd a 14,000rpm por 20 minutos. Se decanté sobrenadante.

7. Se aiiadié 1 volumen de etanol al 70%.

8. Se centrifugd a 14,000rpm por 20 minutos. Se decanté sobrenadante.

9. Se dej6 secar la pastilla,

10. Se resuspendi6 la pastilla en 20-50 pL. de HyO miliQ.
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342 AMPLIFICACION DEL POLIMORFISMO DEL GEN
TIMIDILATO SINTASA

La regi6n polimoérfica 7S2 y IS3 del gen Timidilato Sintasa fue amplificada por
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando el oligonucle6tido
sentido 5 -gAAAAggCeCGCggAAggeg TCC-3' y el oligonucledtido anti-sentido
5-TCCGAgCCggCCACAggCAT-3"

REACTIVOS VOLUMEN

Buffer 10X 25l
TS sentido 5 uM 2.0 ul
TS anti-sentido 5 uM 2.0 ulL
dNTP’s 10mM 0.5 ul
DMSO 20uL
MgCl; 25mM 0.75 uL.
H,0 miliQ 13.75 uL
Taq pol 0.50 L
DNA 1.0 uL

La amplificacion se realizé en 35 ciclos; cada ciclo consistié en 1 minuto a
94°C, 30 segundos a 68°C, con una extension final de 5 minutos a 72°C.

Los productos de PCR fueron analizados por electroforesis en un gel de
poliacrilamida al 12%,; los homocigotos para las repeticiones 752 generaron un
producto de 119pb, los homocigotos para las repeticiones 753 de 147pb y los
heterocigotos 752/TS3 del47 y 119pb.
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3.4.2.1 DIGESTION DE LOS PRODUCTOS AMPLIFICADOS
CON LA ENZIMA Haelll

. REACTIVOS VOLUMEN

HaelII 10U/ uL 1.0 uL
Buffer 10X 1.5 pl.
H,0 miliQ 4.0 uL
DNA 200ng 8.5 uL

34.3 CULTIVO CELULAR DE HT-29 y AGS

Las células fueron cultivadas en medio OPTI-MEM (GIBCO) suplementado con
10% de suero bovino fetal. Las células se incubaron a 37°C en atmoésfera
himeda con 10% de CO; y 90% de aire. Las células HT-29 fueron donadas por
el CINVESTAY de la ciudad de México y las células AGS por el Departamento
de Microbiologia de la Facultad de Medicina de la UANL.

344 CLONACIONDE 7S2Y 78 3
Las variantes 2C y 3G de 7S se amplificaron utilizando un juego de
ollgonucledtidos con sitios de restriccién para las enzimas HindIll y Ncol. Los

fragmentos digeridos se ligaron en el vector SV40-PGL3.
AMPLIFICACION

1. La region polimérfica 7S2 y T.S3 del gen Timidilato Sintasa fue amplificada
por la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando el ollgonucledtido
sentido 5-GTTCATAAGCTTGAAAAGGCGCGCGGAAGGGGTCC-3"
(HindIII) y el oligonucleétido anti-sentido 5-
CTAGAACCATGGTCCGAGCCGGCCACAGGCAT-3" (Ncol)

REACTIVOS

Buffer 10X 2.5puL
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TS sentido 5 pM 2.0 puL
TS anti-sentido 5 uM 2.0 uL
dNTP's [0mM 0.5 uL
DMSO 2.0 uL
MgCL 25mM 0.75 pL.
H,0 miliQ 13.75 uL
Taq pol 0.50 pL
DNA 1.0 pL

2. La amplificacién se realizé en 35 ciclos; cada ciclo consistié en 1 min a 94°C,
30 seg a 45°C y 30 seg a 72°C, con una extensién final de 5 min a 72°C,

DIGESTION
1. El vector SV40-PGL3 contiene los sitios HindIIl y Ncol entre el promotor

SV40 y el gen reportero de Luciferasa. Tanto el vector como los insertos fueron

digeridos con las enzimas HindIIl y Ncol.

~ VOLUMEN
Hindlll 20U/ pL 1.0 pL
Ncol 10U/ pL 1.0 pL
Buffer 10X 1.5 uL
H,0 miliQ 4.0uL
DNA 200ng 7.5 pL
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LIGACION
Vector 1pg/uL 0.5 pL
Inserto 200 ng/ pL 5.0 uL
Buffer 10X 1.5 uL
Ligasa 1.0 uk
H20 miliQ 6.0 pL
ATP 1.0 L
TRANSFORMACION

1. Se afiadieron 100pL de élulas calcio competentes ( XL-BLU) a 15 pL del
producto de la ligacion.
. Se incubé en hiclo durante 30 min.

. Se realizd un choque térmico a 42°C durante 90 seg sin agitar (thermomixer).

. Se agregaron 100 pL de medio LB.
. Se incubd 1 hr a 37°C (thermomixer 6 incubadora).

7. Se realizd un spin de 7 seg.

2
3
4. Se incubd 10 min en higlo.
5
6

8. Se retiraron 120 pL de sobrenadante.

9. Se resuspendié la pastilla en el medio residual, para después sembrar la
suspension en cajas petri con medio LB-agar y ampicilina 1X.

10. Se incub6 a37°C 12 h.

SELECCION DE LAS COLONIAS Y AISLAMIENTO DE DNA PLASMIDICO
1. Se aislaron las colonias blanco mediante picadura para después inocular 15
mL de medio LB.

2. Se incub6 12-18 hrs a 37°C con agitacion.

3. Se centrifugd a 5000rpm durante 3 min. Se eliminé el sobrenadante.
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4, Se resuspendi6 la pastilla con 150 pl. de Soluén 1. La suspension se
recuperd y coloco en un tubo eppendorf de 1.5 mL

5. Se afiadieron 300uL de solucdn II. Se mezclé por inversién. Se incubé a
temperatura ambiente durante 5 min.

6. Se afiadieron 225uL de solucibn II. Se mezclé por inver sion. Se incubd en
hielo durante 5 min.

7. Se centrifugd a 14,000 rpm durante 2 min. Se recuperd el sobrenadante.

8. Se afiadieron 800 pL de isopropanol (0.6volimenes). Se¢ mezcl6 por inversién
¢ incubd 5 min en hielo.

9. Se centrifugd a 14,000 rpm durante 6 min. Se retir6 el sobrenadante.

10. Se lavé la pastilla dos veces con etanol al 70%. Se centrifugd 1 min a 14,000
rpm. Se retir6 el sobrenadante y se dej6 secar la pastilla.

11. E1 DNA se resuspendié en 100 puL. de HyO miliQ

3.4.5 TRANSFECCION
Para introducir el vector de expresion en las células HT-29 y AGS se utiliz6 la
técnica de lipofeccion, la cual consiste en formar complejos lipofectamina-DNA
(Invitrogen). Para cada transfeccion se prepararon dos soluciones, la primera
contenia 2ng de plasmido control y 200ng del plasmido a analizar en medio sin
suero ni antibidticos a temperatura ambiente pH 7.3; la segunda dilucién
contenia Spl de lipofectamina y 1l de reactivo plus en 96pul de medio sin suero
ni antibiGticos; ambas soluciones se combinaron y se incubaron a temperatura
ambiente durante 45 minutos. Los complejos formados fueron adicionados a las
cajas que contenian las células HT-29 6 AGS y la incubacién se realizé a 37°C
en una incubadora de CO,.

I. Se cultivaron 25,000 células HT-29 y 15, 000 células AGS por pozo, en una
placa de 96 pozos. Las células alcanzaron una confluencia del 80% 12 hrs
después de ser sembradas.

2. Se prepararon dos soluciones, la primera contenia 200 ng de plismido
problema, 2 ng de plasmido renilla y medio sin suero ni antibidtico. La
segunda solucién contenia 0.3 pl de lipofectamina y medio sin suero ni

antibibtico.
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3. Se mezclaron muy cuidadosamente ambas soluciones. Se incubaron a
temperatura ambiente durante 20 min.

Se retiré el medio de las células sembradas en la placa de 96 pozos.

Se colocaron 50 pL de la mezcla en cada pozo.

Se incubaron las células 6 hrs a 37°C.

Se aiiadieron 200 pL de medio con suero y antibidtico.

o N Sk

Los ensayos de luciferasa se realizaron 24 y 48 horas después de la

transfeccion.

3.4.6 ENSAYO DE LUCIFERASA

Las celulas transfectadas fueron lisadas a las 24 y 48 hrs. Para la deteccion de la

sefial se utiliz6 ¢l sustrato de Luciferasa y la solucién STOP para renilla con la

cual se normalizaron los valores de luciferasa.

1. Se trataron las células con un buffer de lisis 1X.

2. Se prepard sustrato de luciferasa para cada muestra.

3. Se utilizé 50 pL del sustrato de luciferasa para 10 pL del producto de la lisis.

4. Se tomé la lectura de luciferasa en un luminémetro y posteriormente s¢
afiadieron 50 pL de solucién STOP & Glo.

5. Se tomo la lectura de renilla.

3.4.7 ANALISIS ESTADISTICO
Estadistico descriptivo:
a) Variables demograficas.

b) Distribucién porcentual de los genotipos.

Andlisis de correlacidn de Spearman para datos no paramétricos:
a) SPSS v 10.0

ANOVA de una via
a) SPSS v 10.0
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CAPITULO IV
4.1 RESULTADOS

I. Correlacionar el genotipo de TS en pacientes con cincer gastrointestinal con la
respuesta al tratamiento con 5-FU,

Se recolectaron 46 muestras de tejido de cancer gastrointestinal derivadas de pacientes

que habian recibido tratamiento con 5-FU. En el grupo de cancer de colon la n fue de 19

pacientes mientras que para cancer de estdmago fue de 27. En ambos grupos la edad

presentd una media de 58 afios y el género masculino fue predominante.

Tabla II. Vanables demograficas del grupo de céncer de colon.
CANCER DE COLON

HOMBRES 6800
MUJERES 3200
EDAD £8.258+ 1692
n 19

Tabla IT1. Vanables demograficas del grupo de cancer de estémago.
CANCER DE ESTOMAGO

HOMBRES 8100
MUJERES 1999
EDAD 286146
n 27
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4.1.1 Determinacion del nitmero de repeticiones en tandem en la regiéon 5-UTR de
TS.

A partir de DNA aislado del tejido embebido en parafina de cancer de colon y
estomago, se amplificaron mediante PCR fragmentos de 119 y 147 pb para detectar el
nimero de repeticiones en tandem contenido en los VNTR's de 7§ (Figuras V y VI).

1 2 3 4 8 b 7 s

U _,
119

3R2R IRGR IR3R 2RZR 3IWIR 2IMBR IMIBR

Figura V. Productos Amplificados. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 12%. Carril

1: Marcador pBS+Mspl. Camles 2, 6-8: producto amplificado de 147 pb. Carnles 3-5:
productos amplificados de 147 y 119 pb.

O __,

IR3R IRGR IRAR IR3R IRBR IRMIR

Figura VI. Productos Amplificados. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 12%. Carril
1: Marcador pBS+Mspl. Carnles 2-8: productos amplificados de 147 y 119 pb.
Los fragmentos de 147 pb representan homocigocidad para las tres repeticiones; un

fragmento de 119 pb homocigocidad para las dos repeticiones y un par de fragmentos de
147 y 119 pb heterocigocidad.
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4.1.2 Distribucién porcentual del genotipo TS en base al nlimero de repeticiones.
De las 46 muestras de cancer gastrointestinal procesadas se encontr6 que el 55%
fue heterocigoto 2R/3R y 45% homocigoto 3R/3R. No se encontrd ninguna
muestra con genotipo homocigoto 2R/2R (Grafica I).

CANCER GASTR INTESTIN L
46 PACIENTES
60
= 50
-
= 40
> | i O2R/2R
8 30 O 2R/3R
o iﬁ
A 10 \
: b1 |
2RI2R 2R/I3R 3RI3R
GENOTIPO

Figura VIL Resultados obtenidos de los productos amplificados de las 46 muestras de
cancer gastrointestinal.

CANCER DE COLO
80 19 PACIENTES
5 1
<« 60
- 0 2R2R
E 40 E O 2R/3R
0 I
0O 3R/3R
g 20 !
a
0 . .
2RI2R 2R/3R 3R/3R
GENOT PO

Figura VIIL. Resultados obtenidos de los productos amplificados de las 19 muestras de
cancer de colon.
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C CERDEESTO GO
27 PACIENTES
60
W 50 f—
< 40 F ]
= 30 ' '
S 2o |
2 10 |
0 T l T :
2RI2R 2RI3R 3R/I3R
GE OTPO

FiguralX. Resultados obtenidos de los productos amplificados de las 27 muestras de
cancer de estomago.

Al clasificar la informacion en cancer de colon y estébmago se encontrd en el grupo con
cancer de colon (19 pacientes) que el 70% era heterocigoto 2R/3R y el 30% homocigoto
3R/3R (Grafica VIII); en el grupo de cancer de estomago (27 pacientes) se encontro que
¢l 45% fue heterocigoto 2R/3R y 55% homocigoto 3R/3R (Gréfica IX). No se encontré

ninguna muestra con genotipo homocigoto 2R/2R en ninguno de los grupos.
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4.1.3 Frecuencia alélica de las variantes 2R y 3R en céincer gastrointestinal,

Mediante un cdlculo de binomio al cuadrado (p*> + 2 pq + g’ = 1) se definié la

frecuencia de los alelos 2R y 3R en el grupo de cancer de colon y estémago (Tabla III).

Tabla IV. Frecuencia alélica de las variantes 2R y 3R de T8.

CANCER DE COLON

3R 0.66

CANCER GASTROINTESTINAL 2R 0.34
3R 0.73
2R 0.27

CANCER DE ESTOMAGO

3R
2R 0.25

En las muestras incluidas en el estudio, el alelo 3R fue predominante tanto en el grupo

de céancer de colon como en el de cancer de estdbmago.
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4.1.4 Digetién de los amplicones 7§ con la enzima Haelll.

Los productos de PCR de 119 y 147 pb fueron digeridos con la enzima de restriccion
Haelll, para detectar un polimorfismo de un solo nucledtido (SNP) contenido en los
VNTR's de 7S. La enzima de restriccion Haelll reconoce la forma wild-type de los
VNTR'sde T8.

DIGESTION CON HAEI
3G 3C 26 2C

94 pb
66 pb

41 pb

28 pb

GG  3IGAG IGHG 2R3IG  2R3G  3GAC

Figura X. Productos Digeridos con Haelll. Electroforesis en gel de poliacnlamida al
12%. Carril 1: Marcador pBS+Mspl. Carriles 2-4: 3G/3G. Carriles 5-6: 2R/3G. Carril 7:

1 2 3 4 5 i 7

28 pb

RICG  IGAG 2R3G  3GHG 2RAG  2RAG

Figura XI. Productos Digeridos con Haelll. Electroforesis en gel de poliacrilamuda al
12%. Camil 1: Marcador pBS+Mspl. Carriles 3 v 5: 3G/3G. Carriles 2, 4, 6 y 7:
2R/3G.
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4.1.5 Distribucion porcentual del genotipo TS en base al nimero de repeticiones y
SNP.

Las caracteristicas genotipicas de los VNTR's deTS considerando el SNP en el grupo

con cancer de colon (19 pacientes) fueron las siguientes: el 70% era 2R/3G, el 25%

homocigoto 3G/3G y 5% 3G/3C (Gréfica XII); en el grupo de cancer de estémago (27

pacientes) se encontré que el 50% fue 2R/3G, 25% homocigoto 3G/3G y 25%

homocigoto 3C/3C (Grafica XIII).

CANCER DE COLON

80
w

2 60
E a2R/2R
g 2R3
% 20 [ﬁ B 2R/3C
o L 03G/36
0 T T T ——1 D3G/3C
2R2R 2RIG 2RAC 3GMAG 3GAC 3ICIBC |o3c/c

GENOTIPO

Figura XII. Resultados obtenidos de los productos de la digestidn con la enzima Haelll
de las 19 muestras de céncer de colon.

CANCER DE ESTOMAGO

60

u 50
= 40 O 2rR2R
Z 30 0 2R/3G
E 20 || 'O2R/3C
8 10 1 |o3ene
0 T 1 T =T T E3GBC
2R/2R 2R/3G 2RAC 3G/3G 3GAC 3CcsaCc (O3C/AC

GENOTIPO

Figura XIIL. Resultados obtenidos de los productos de Ia digestion con la enzima Haelll
de las 27 muestras de cancer de estomago.

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON 30



ANALISIS FARMACOGENETICO Y FUNCIONAL DEL GEN TIMIDILATO SINTASA EN
CANCER GASTROINTESTINAL

4.1.6 Clasificacion de genotipos en base a la respuesta a 5-Fluorouracilo.

La informacion de los expedienrtes fue clasificada en base a la respuesta al tratamiento
con 5-FU (Tabla IV). El grupo con respuesta completa incluyé pacientes que se referian
asintomdticos en su uitima consulta. En el grupo con respuesta parcial los pacientes

presentaron una leve mejoria; sin embargo, seguian manifestando sintomas clinicos.

Tabla V. Clasificacion de genotipos en base a la respuesta al tratamiento con 5-FU,

RESPUESTA COMPLETA
2R/3R 70%
3JR/I3R 30%

RESPUESTA PARCIAL
2R/3R 0%
JR/3R 100%

En el grupo con respuesta completa el genotipo predominante con un 70% fue
heterocigoto: 2R/3R, mientras que en el grupo con respuesta parcial el genotipo estuvo
representado por la forma 3R/3R en un 100%.
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IL. Asociar la presencia de la proteina TS con el genotipo y el estadio de la
enfermedad.

4.2 Inmunohistoquimica

Se realizaron ensayos de inmunohistoquimica con un anticuerpo monoclonal primario
con un sitio de unién especifico contra 7S. La sefial fue detectada con un anticuerpo

secundario biotinilado, un complejo de fosfatasa alcalina y el sustrato

diaminobencidina.

INMUNOHISTOQUIMIC *

ANTICUERPO
75

L R
| //‘tud——__mm“,—/

Sypm :

Figura XIV. Control positivo. Foliculo linfoide con nucleos positivos para la proteina
Timudilato Sintasa.
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Figura V. Corte histolégico de una biopsia de cancer de colon: los nicleos tefiidos de color
café representan positividad para TS.

4.2.1 Rho de Spearman para datos no paramétricos- cdncer de colon.

Después del anilisis de los datos no se encontrd una asociacion directa entre genotipo y

nimero de nicleos positivos para TS en céincer de colon (Tabla V).

Tabla VL. Asociacién entre genotipo y nimero de micleos positivos para TS en céncer

de colon.

CANCER DE COLON

W

GENOTIPO | NUCLEOS TENIDOS

3G 3C 80%
1Rt i COEFICIENTE DE 0.032
ZR3G 70% CORRELACION
3G3G 5%
3G3G 40% P 0.906
2R3G 10%
3G IG 20%
2R3G 30°,
3G 3G 0%
IR3G 40%
2R 3G 0%
2R3G 0%
2R 3G 30
2R3G 30%
2R 3G 5%
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4.2.2 Rho de Spearman para datos no paramétricos-cdncer de estémago.
No se enconird una asociacion directa entre el genotipo y el nimero de nicleos

positivos para TS en muestras de cincer de estbmago (Tabla VI).

Tabla VIIL. Asociacién entre genotipo y nimero de niicleos positivos para TS en céncer
de estomago.

CANCER DE ESTOMAGO
i B |
GENOTIPO NUCLEOS TENIDOS

2R 3R 30%

3R 3R 40%

COEFICIENTE DE 0.232 3R 2R 35,

CORRELACION

3R 3R 20%

2R 3R 10%

p 0.467 2R 3R 50%

JR 3R 300,

2R 3R 109,

3R 3R 20%

ZR 3R F0%

3R 3R 20%

3R 3R 3%
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4.2.2 Clasificacién de los resultados de la Inmunohistoquimica en base al estadio de
la enfermedad.

Se determiné la mediana del nimero de nicleos positivos para TS en las muesiras
procesadas por inmunohistoquimica, para después agrupar los resultados por estadios.
En el grupo con estadio II se encontro el porcentaje mas alto de la mediana, la cual fue
de 70% (Tabla VII).

Tabla VIII. Después del anélisis de los datos no se encontré una asociacion directa
entre estadio y nimero de nucleos positivos para TS en cancer de colon.

MEDIANA
ESTADIO ESTADIO ESTADIO ESTADIO
CTMA ing:3 vV

70% 42.5% 5% 40%
75% 2R/3R 1009 2RA3R 100% 3R3R 100% 3R3R
2594 3R/3R

RHO DE SPEARMAN NO
PARAMETRICA
COEFICIENTE DE -0 361
CORRELACION
P 0249
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IIl. Analizar el efecto de las repeticiones en tandem de 7S sobre la expresion de un
gen reportero en la linea celular HT-29 y AGS

4.3 Clonaci6n de las variantes 2C y 3G en el vector de expresién SV40-PGL3.

Se amplificaron las variantes 2C y 3G de 75 utilizando un juego de oligonucledtidos
con sitios de restriccion para las enzimas HindlIll y Ncol; estos sitios también estan
contenidos en el vector SV40-PGL3 (Figura X). Tanto los insertos como el pldsmido
fueron digeridos con HindIII-Ncol; los productos fueron ligados.

Los pldsmidos se caracterizaron mediante PCR y digestion enzimatica (Figura XI).

A F: 5-gTTCATAAgCTTgAAAAgGCgCgCggAAggeeTCC-3 HINDIIT (AAgCTT)

R: 5- CTAgAACCATGGTCCgAgCCggCCACAggCAT-3  NCOI (CCATgg)

B L ~ Synthels. DOlYA figna
Ao’ N Vanscngticnal pavse o4e
(fet bachground reducton)
Ape 5
t ori S 1
A9 12
X. iy ) 21
o PELE-Promoter S
(ea‘obo L'\-..__gg
202 | S V40 Promctet
21l EmrH
7 dl L3S
SVAC a3 Dty AV 8 e
for uc:.r u;.-ﬂ hoo |l 278
#0a 204

Aba | 1834 < e’

GTTCATAAGCTTGAAAAGGCGCGCGGAAGGGGT
CCTGCCA
CCGCCGCCACTTGGCCTGCCTCCGTCCCG
CCGCGCCACTTGGCCTGCCTCCGTCCCG
COGCGCCACTTCGCCTGCCTCCGTCCCCC
GCCCGCCGCGCCATGCCTGTGGCCGGCTCGGAC
CATGGTCCGAGCCGGCCACAGGCAT

Figura XVI. A. Oligonucledtido sentido y anti-sentido con sitios Hindlll v Ncol
respectivamente. B. Vector SV40-PGL3 e inserto 3G con sitios de restriccion HindilI-Ncol.

P — P —
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PES 2w ki PBES 2C 3G

1aph
115 ph

Figura XVII. Caracterizacién de las variantes 2C y 3G clonadas en $V40-PGL3, mediante
PCR y digestion con la enzima Haelll.

4.3.1 Ensayos de transfeccion en las lineas celulares de HT-29 y AGS.

TRANSFECCION
/ LIVEA CELUIAR LIVEA CELUIAR \
Hi-A9 Acs
s1orcsl © OO O 0O O O O O O O O | swWerrCLs
Q00000 O 0 O R
10l OO0 0000000 00 O | cris
OO0 0.0 0 0D O D00
1wl ©O 0 000000000 0 | I-AGLE
OO OO0 000000
ODOODODDODOOCODD
Q-0 0 O 0000 L0 €0

s i

Figura XVIIL Los ensayos de transfeccion se realizaron en placas de 96 pozos. Se
cultivaron 25,000 células HT-29 y 15, 000 células AGS por pozo.

Las células alcanzaron un 80% de confluencia 12 horas después de ser cultivadas y éstas
fueron transfectadas con el pldsmido control (PGL3 sin inserto) o bien con el plasmido
problema (PGL-2C 6 3G) junto con el vector CMV-Renilla para normalizar los
resultados. Los ensayos fueron realizados por triplicado. La deteccion de luciferasa fue

hecha a las 24 y 48 hrs. post-transfeccion.

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON 37



ANALISIS FARMACOGENE’I’[CO Y FUNCIONAL DEL GEN TIMIDILATO SINTASA EN
CANCER GASTROINTESTINAL

CANCER DE COLON 24 HORAS

00025

Qo002 —

00015 - O PGL32C

o PGL33G

[

LUC/REN

Q001 -

00005 1

PEI3-2C PERLIIG

Figura XIX. Sefial de luciferasa normalizada con Renilla a las 24 h. post-transfeccion-
en células HT-29.

En la linea celular de céncer de colon la sefial de luciferasa derivada de la variante 2C
fite mayor a la de la variante 3G; sin embargo la diferencia no fue estadisticamente

significativa a las 24 h (p>0.05).

ANOVA

F 3.25

p 0.145

Tabla IX. ANOVA: Ensayo de Luciferasa a las 24 h post-transfeccién en la linea
celular HT-29.
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CANCER DE COLON
48 HORAS

00025 I s
00020 I
%umls. oPGL3-2C
S O PGL3-3G
—0001

00005

PGL3-2C PGL3-3G

Figura XX. Sefial de luciferasa normalizada con Renilla a las 48 h post-transfeccion en
células HT-29.

En la linea celular de cancer de colon la sefial de luciferasa derivada de la variante 2C

fue mayor a la de la variante 3G; la diferencia fue estadisticamente significativa a las 48

h (p<0.05).

ANOVA

P 0.017

Tabla X. ANOVA: Ensayo de Luciferasa a las 48 h post-transfeccion en la linea celular
HT-29.
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CANCER DE ESTOMAGO
24 HORAS

pPGL3-2C
aP GL3-36G

LUC/REN

Figura XXI. Sefial de luciferasa normalizada con Renilla a las 24 h post-transfeccion en
células AGS.

En la linea celular de cancer de estomago la sefial de luciferasa derivada de la variante
2C fue mayor a la de la variante 3G; sin embargo la diferencia no fue estadisticamente

significativa a las 24 h (p>0.05).

ANOVA

F 3.61

P 0.153

Tabla XI. ANOVA: Ensayo de Luciferasa a las 24 h post-transfeccion en la linea
celular AGS.
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CANCER DE ESTOMAGO
48 HORAS

o012
00104

0 008 - aP GL3-2C ]L
00064 nP GL3-36

0004
D002

LUCREM

PGL3-2C PGL3-3G

FiguraXXII. Seiial de luciferasa normalizada con Renilla a las 48 h. post-transfeccion
en células AGS.

En la linea celular de cincer de colon la sefial de luciferasa derivada de la variante 2C
fue mayor a la de la variante 3G; la diferencia fue estadisticamente significativa a las 48
h (p<0.05).

ANOVA

F 15.79

p 0.016

Tabla XII. ANOVA: Ensayo de Luciferasa a las 48h post-transfeccion en la linea
celular AGS.
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CAPITULOV

5.1 DISCUSION

Es de gran interés la identificacion de blancos quimioterapéuticos para la seleccién del
mejor tratamiento contra neoplasias malignas, que le permitan al médico ayudar a al

paciente a mejorar su calidad de vida e incrementar su sobrevida.

En un andlisis farmacogenético se busca la asociacién entre las caracteristicas
estructurales de un gen y la respuesta a un tratamiento. En el presente estudio se
genotipificaron los VNTR's de Timidilato Sintasa (TS), lo cuales representan un

namero variable de repeticiones en tandem contenidas en la region 5°-UTR del gen,

Nuestro grupo de estudio estuvo conformado por muestras de tejido embebido en
parafina derivado de pacientes con céncer de estdbmago 6 colon y que habian recibido
tratamiento adyuvante con 5-Fluorouracilo (5-FU). Se recuperaron 46 muestras de
cancer gastrointestinal que correspondian al periodo del 2000-2005; 19 muestras

pertenecian a cincer de colon y 27 a cancer de estbmago.

La distribucion porcentual del genotipo en base al nimero de repeticiones en el grupo
de céancer gastrointestinal fue de 55% para heterocigotos TS2/TS3 y 45% para
homocigotos TS3/TS3; para cancer de colon: 70% TS2/TS3 y 30% TS3/TS3; para
cancer de estdbmago: 45% TS2/TS3 y 55% TS3/TS3. En las muestras analizadas no se
encontraron homocigotos TS2/TS2.

Después de la revision de los expedientes, la informacion fue clasificada en base a la
respuesta al tratamiento con 5-FU; una respuesta completa esti representada por
pacientes asintomdticos después del tratamiento; una respuesta parcial contempla
pacientes con una leve mejoria pero con manifestaciones de malestar clinico. En el
grupo con respuesta completa el 70% era heterocigoto TS2/TS3 y el 30% TS3/TS3,
mientras que en ¢l grupo con respuesta parcial el 100% fue TS3/TS3. En base a lo
anterior, la prediccion de la respuesta al tratamiento con 5-FU en nuestro grupo de
estudio puede ser considerada valida en un 70% respecto al grupo con respuesta
completa, ya que los pacientes contaban con al menos un alelo TS2, el cual esti

asociado a una menor resistencia al tratamiento; sin embargo, debe sefialarse que la
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muestra es muy pequefia, por lo que es necesario incrementar la n para obtener

resultados mas definitivos.

Timidilato Sintasa es la principal enzima blanco para 5- Fluorouracilo; sin embargo,
DPD y TP junto con TS predicen en un 100% la respuesta a 5-FU, por anterior, lo ideal
es genotipificar las mutaciones asociadas a la respuesta a 5-FU en estos 3 genes, para
definir un perfil de respuesta mas especifico y con ello plantear un mejor esquema de

tratamiento para ¢l paciente,

Se realizaron ensayos de inmunohistoquimica para la deteccién de la proteina TS en las
muestras de cancer gastrointestinal. Para ello se utiliz6 un anticuerpo monoclonal
primario contra TS. La interpretacién de los resultados fue hecha por un médico

patdlogo, €l cual report el nimero de niicleos positivos (%) para TS.

La informacion fue analizada mediante la prueba estadistica Rho de Spearman para
datos no paraméiricos (SPSS 10.0) y se encontré que no existe una asociacion directa
entre el genotipo y el porcentaje de niicleos teiiidos mediante inmunohistoquimica en
las muestras analizadas. Ya que la inmunohistoquimica solo indica presencia o
ausencia de la proteina el siguiente paso recomendable es definir si la cantidad de
proteina de TS se relaciona con su genotipo y para ello lo ideal serd realizar ensayos
mas precisos como western-blot, ELISA o ensayos enzimdticos, partiendo de tejido
fresco.

Las lineas celulares HT-29 y AGS (céncer de colon y estémago) fueron transfectadas
con el plasmido SV40-PGL3 el cual contenia rio abajo del promotor la variante 2C 6 3G
de TSy el gen reportero de luciferasa.

El resultado del andlisis funcional en las lineas celulares HT-29 y AGS es diferente a lo
reportado por Kawakami y cols, (2003) en células HeLa, ya que ellos observaron una
mayor sefial de luciferasa derivada de la forma 3G que en las variantes 2C, 2G 6 3C. En
nuestro ensayo la sefial de luciferasa fue mayor en las células transfectadas con el

plasmido que contenian la variante 2C con respecto a 3G. El efecto de las variantes 3G
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y 2C en las lineas celulares de cancer de estomago y colon generé una diferencia

estadfsticamente significativa a las 48 h.

Por el momento desconocemos porque existe una diferencia en el comportamiento de
los VNTR's de TS sobre la expresion el gen reportero de luciferasa en las lineas
celulares de cancer gastrointestinal (HT-29 y AGS) y las células HeLa, pero esta
diferencia podria atribuirse a la maquinaria celular, ya que existen diversos complejos
proteicos que actian sobre secuencias consenso contenidas en los VNTR's de TS, como
las proteinas USF-1, Spl y E2F cuyo papel es primordial en la expresion del gen 7S a

nivel transcripcional.

En el afio 2003, Mandola y cols. determinaron que las proteinas USF-1 se unen a la
region 5°-UTR de TS e incrementan la transcripcién del gen. Por otra parte la proteina
Sp-1, se une a motivos GC contenidos en los VNTR s de 7§, actuando como activador
transcripcional. Finalmente cabe seiialar que este conjunto de proteinas tambien pueden
ser considerados blancos terapéuticos ya que modulan directamente la expresion de

Timidilato Sintasa.
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CAPITULO V1

6.1 CONCLUSIONES

L. El genotipo 3R/3R es predominante en sujetos con respuesta parcial al tratamiento
con 5-FU.

IL El genotipo 2R/2R no se encontrd en nuestro grupo de estudio.

I En el grupo de sujetos con respuesta completa el 70% tenia al menos un alelo 2R,

IV. La variante 2C de 7 indujo una mayor sefial de luciferasa en las lineas celulares
HT-29 y AGS con respecto a 3G.
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