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RESUMEN

El cancer de mama (CM) es el cancer mas comun entre las mujeres del mundo y Brasil, después
del cancer de piel no melanoma. Se han asociado polimorfismos en genes involucrados en la via
de los folatos como factores en la etiologia de esta enfermedad. Timidilato sintasa (TYMS) codifica
para la timidilato sintasa, responsable de la conversion de desoxiuridina monofosfato (dUMP) en
desoxitimidina monofosfato (dTMP). TYMS tiene una repeticion en tdndem polimorfica en la
region 5°-UTR (TSER), que contiene, generalmente, una triple (3R) o doble (2R) repeticion de una
secuencia de 28 pb. Se piensa que las variantes de TSER sean funcionalmente relevantes y estén
asociadas al riesgo de CM. Otro polimorfismo en TYMS es el 1494del6 que consiste en la variacion
de una secuencia de 6 pb (TTAAAG) en la posicion 1494 de la region 3°-UTR. Estas variantes
alélicas estan estrechamente relacionadas con el nivel de expresion de la enzima.
Metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) codifica para la 5,10-metilentetrahidrofolato
reductasa, que regula el equilibrio entre la metilacion celular y la sintesis de acidos nucleicos,
proporcionando grupos metilo para la conversion de homocisteina en metionina. Dentro de los
polimorfismos de MTHFR, los SNPs C677T y A1298C generan una actividad enzimatica reducida,
afectando la sintesis de acidos nucleicos y la disponibilidad de grupos metilo para procesos
bioquimicos, lo que podria aumentar el riesgo de CM. Metionina sintasa (MTR) codifica para la
metionina sintasa, que cataliza la remetilacion de homocisteina a metionina, aminoécido esencial
y precursor de la S-adenosilmetionina, que es un donante universal de grupos metilo involucrado
en reacciones de metilacion, incluida la metilacion del ADN. El papel que tiene este polimorfismo
en el riesgo de cancer aun es controversial. El objetivo de este estudio fue determinar si los
polimorfismos de los genes TYMS, MTHFR y MTR aumentan el riesgo de desarrollar CM. Para
ello se trabajé con 61 muestras de pacientes y 35 controles, a las cuales se les realizo la extraccion
y purificacion de DNA, la amplificacién por PCR de fragmentos de DNA que incluyen los
polimorfismos y su posterior analisis directamente a través de la visualizacién en gel, por PCR-
RFLP y/o por secuenciamiento automatico. Se determinaron las frecuencias genotipicas y alélicas
y se relacionaron con las caracteristicas clinicas de las pacientes y el tipo molecular del tumor. Se
realiz6 un analisis de significancia estadistica para evaluar las asociaciones de todos los
polimorfismos en estudio con el riesgo de desarrollar CM y las caracteristicas clinicas de las
pacientes. Se encontrd que el alelo 3R de TSER y los alelos Ty C de C677T y A1298C podrian
estar asociados al CM, aunque sin significancia estadistica, y que los polimorfismos TSER y
1494del6 de TYMS podrian estar relacionados con el riesgo de desarrollar tumores de mama méas
agresivos, aungue la asociacion no sea estadisticamente significativa.

Palabras clave: cancer de mama, timidilato sintasa, metilentetrahidrofolato reductasa,
metionina sintasa, polimorfismo.
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RESUMO

O cancer de mama (CM) é tipo de cancer mais comum entre as mulheres no mundo e no Brasil,
depois do cancer de pele ndo melanoma. Polimorfismos genéticos em genes da via do folato tém
sido associados como fatores na etiologia desta doenca. Timidilato sintase (TYMS) codifica a
timidilato sintase, responsavel pela conversdo de desoxiuridina monofosfato (dUMP) em
desoxitimidina monofosfato (dTMP). TYMS tem uma repeticdo em tandem polimorfica na regido
5’-UTR (TSER) que contém, geralmente, uma tripla (3R) ou dupla (2R) repeticdo de uma
sequéncia de 28 pb. Acredita-se que as variantes do TSER sejam funcionalmente relevantes e
estejam hipoteticamente associadas ao risco de CM. Outro polimorfismo em TYMS é 1494del6,
uma variagdo de uma sequéncia de 6 pb (TTAAAG) na posi¢do 1494 da regido 3'-UTR. Estas
variantes alélicas estdo intimamente relacionadas com o nivel de expressdo da enzima. Metileno-
tetrahidrofolato redutase codifica a 5,10-metileno-tetrahidrofolato redutase que regula o equilibrio
entre a metilacdo celular e a sintese de acidos nucléicos, fornecendo grupos metil para a conversao
de homocisteina em metionina. Entre os polimorfismos de MTHFR estdo os SNPs C677T e
A1298C que geram uma atividade enzimatica reduzida que afeta a sintese dos acidos nucleicos e a
disponibilidade de grupos metil para processos bioquimicos, que podem aumentar o risco de CM.
Metionina sintase codifica a metionina sintase, que catalisa a remetilacdo de homocisteina a
metionina, um aminodcido precursor essencial da S-adenosilmetionina, que é um doador de metilo
universal envolvido em reagdes de metilacdo, incluindo a metilacdo de DNA. O papel desse
polimorfismo no risco de cancer ainda é controverso. O objetivo deste estudo foi determinar se os
polimorfismos dos genes TYMS, MTHFR e MTR aumentam o risco de desenvolver CM. Para isso,
foram utilizadas 61 amostras de pacientes e 35 de controles para as quais foi realizada a extracao e
purificacdo do DNA, a amplificacdo por PCR dos fragmentos contendo os polimorfismos e sua
posterior andlise diretamente através da visualizacdo em gel, por PCR-RFLP e/ou por
sequenciamento automatico. Realizou-se uma analise de significancia estatistica para avaliar as
associacfes de todos os polimorfismos estudados com o risco de desenvolver CM e as
caracteristicas clinicas das pacientes. Verificou-se que o alelo 3R de TSER e os alelos T e C de
C677T e A1298C poderiam estar associados ao CM, mas sem significancia estatistica, e que 0s
polimorfismos TSER e 1494del6 do TYMS poderiam estar relacionados ao risco de desenvolver
tumores de mama mais agressivos, embora a associagdo nao seja estatisticamente significante.

Palavras-chave: cancer de mama, timidilato sintase, metileno-tetrahidrofolato redutase,
metionina sintase, polimorfismo.
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ABSTRACT

Breast cancer (BC) is the most common cancer among women in the world and Brazil, after non-
melanoma skin cancer. Polymorphisms in genes involved in the folate pathway have been
associated as possible etiological factors of this disease. Thymidylate synthase (TYMS) codes for
the thymidylate synthase, responsible for the conversion of deoxyuridine monophosphate (dUMP)
to deoxythymidine monophosphate (dTMP). TYMS has a polymorphic tandem repeat in the 5-UTR
region (TSER), which generally contains a triple (3R) or double (2R) repeat of a 28 bp sequence.
It is thought that the TSER variants are functionally relevant and are associated with BC risk.
Another polymorphism in TYMS is 1494del6 and consists of the variation of a 6 bp sequence
(TTAAAG) at position 1494 of the 3'-UTR region. These allelic variants are closely related to the
level of expression of the enzyme. Methylenetetrahydrofolate reductase codes for the 5,10-
methylenetetrahydrofolate reductase, which regulates the balance between cell methylation and
nucleic acid synthesis, providing methyl groups for the conversion of homocysteine to methionine.
Within the polymorphisms of MTHFR, the SNPs C677T and A1298C generate a reduced
enzymatic activity, affecting the synthesis of nucleic acids and the availability of methyl groups
for biochemical processes, which could increase BC risk. Methionine synthase (MTR) codes for
the methionine synthase, which catalyzes the remethylation of homocysteine to methionine, an
essential amino acid and precursor of S-adenosylmethionine, which is a universal donor of methyl
groups involved in methylation reactions, including DNA methylation. The role of this
polymorphism in cancer risk is still controversial. The aim of this study was to determine if the
polymorphisms of the TYMS, MTHFR and MTR genes increase the BC risk. We worked with 61
samples of patients and 35 controls, it was carried out DNA extraction and purification, PCR
amplification of DNA fragments including polymorphisms and their subsequent analysis directly
through gel visualization, by PCR-RFLP and/or by automatic sequencing. Genotypic and allelic
frequencies were determined and were related to the clinical characteristics of the patients and the
molecular type of tumor. An analysis of statistical significance was carried out to evaluate the
associations of all the polymorphisms with the risk of developing BC and the clinical characteristics
of the patients. It was found that 3R allele of TSER and T and C alleles of C677T and A1298C
could be associated to BC, although without statistical significance, and TSER and 1494del6
polymorphisms of TYMS could be related to the risk of developing more aggressive breast tumors,
although the association is not statistically significant.

Keywords: breast cancer, thymidylate synthase, methylenetetrahydrofolate reductase, methionine
synthase, polymorphism.
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1. INTRODUCCION
1.1. Cancer

El cancer es la principal causa de muerte debida a enfermedades no transmisibles en todo
el mundo, y, por consiguiente, es un problema de salud publica importante, tanto en los paises

desarrollados como en los paises subdesarrollados o en vias de desarrollo (Dornelles et al., 2015).

Segun el Instituto Nacional de Cancer de Brasil (INCA), cancer es el nombre dado a un
conjunto de méas de 100 enfermedades que tienen en comun el crecimiento desordenado de células
que invaden tejidos y 6rganos. En los ultimos 30 afios, los cientificos han descubierto que el cancer
es una enfermedad genética a nivel de las células somaticas caracterizada por la presencia de
productos génicos derivados de genes mutados o expresados anormalmente. El efecto combinado
de numerosos productos génicos anormales lleva a un crecimiento descontrolado y a la expansion
de las células cancerigenas. Aunque algunos genes mutados pueden ser heredados, la mayoria de
mutaciones ocurren en células somaticas que se dividen y forman tumores (Klug et al., 2016;
INCA, 2018).

El cancer es causado por alteraciones en oncogenes, genes supresores de tumores y genes
de microRNAs (miRNAs). Esas alteraciones usualmente son eventos somaticos, aunque
mutaciones en la linea germinal pueden predisponer a una persona a un cancer heredable o familiar.
Un solo cambio genético no es suficiente para el desarrollo de un tumor maligno. La mayoria de
las evidencias apuntan que en las células cancerigenas hay un proceso de alteraciones secuenciales

a menudo en oncogenes, genes supresores de tumores o genes de microRNA (Croce, 2008).

Los genes supresores de tumores actian como frenos celulares, codifican proteinas que
restringen el crecimiento celular y previenen la transformacion maligna de las células. Por otro
lado, los oncogenes codifican proteinas que promueven la pérdida del control de crecimiento y la
conversion de una ceélula a su estado maligno. La mayoria de los oncogenes actia como
aceleradores de la proliferacion celular, pero también tienen otras funciones. Los oncogenes pueden
ocasionar inestabilidad genética, impedir que una célula se vuelva victima de la apoptosis o
promover la metastasis. Los microRNAs son pequefios RNAs endogenos no codificantes que
tienen funcion en la regulacion de la expresion génica. Evidencias convincentes han demostrado

que la expresion de los miRNAs esta desregulada en cancer humano a través de varios mecanismos,
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incluyendo la amplificacion o delecion de genes de miRNAs, transcripcion anormal de miRNAs,
cambios epigenéticos y defectos en la maquinaria de biogénesis de miRNAs. Estos pueden
funcionar como oncogenes 0 como genes supresores de tumores bajo ciertas condiciones (Karp;
Iwasa; Marshall, 2015; Peng; Croce, 2016).

Hanahan y Weinberg (2000 y 2011) sugieren que el vasto catalogo de genotipos de células
cancerosas es una manifestacion de diez alteraciones esenciales en la fisiologia celular que
colectivamente dictan el crecimiento maligno (Figura 1): autosuficiencia en las sefiales de
crecimiento, insensibilidad a las sefiales inhibidoras del crecimiento, evasion de la muerte celular
programada (apoptosis), evasion del sistema inmune, potencial de replicacion ilimitado,
angiogenesis sostenida, relocalizacion del metabolismo celular, inestabilidad gendmica y
mutaciones, promocién de la inflamacion, invasion y metastasis. Cada uno de estos cambios
fisioldgicos (capacidades nuevas adquiridas durante el desarrollo del tumor) representa la ruptura
exitosa de un mecanismo de defensa anticancerigeno conectado a las células y los tejidos. Asi, esos
marcadores establecidos llevan al éxito evolutivo de una célula tumoral. Ellos proponen que estas

diez capacidades son compartidas por la mayoria, y tal vez, por todos los tipos de tumores humanos.

Autosuficiencia

de sefiales de Evasion de sefiales
crecimiento antiproliferativas

Relocalizacion del
matabolismo celular

Evasion del
sistema inmune

Evasion de Ia
apoptosis

Potencial
replicativo ilimitado

Promocion de la

Inestabilidad gendomica
inflamacion

Yy mutacion

Induccion de la Capacidad de invasion de
angiogenesis tejidos y metastasis

Figura 1. Los marcadores del cancer. Esta ilustracién abarca las capacidades distintivas propuestas
originalmente por Hanahan y Weinberg en el 2000 y revisadas en el 2011. La mayoria, si no todos, los canceres
adquieren el mismo conjunto de capacidades funcionales durante su desarrollo, aunque a través de varias estrategias

mecanicistas. Traducido de Hanahan y Weinberg, 2011.
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1.2. Cancer de mama

El Cancer de Mama (CM) es el tipo de cancer mas comun entre las mujeres en el mundo y
en Brasil, después del cancer de piel no melanoma, respondiendo cerca de 28% de casos nuevos
cada afio. EI CM también afecta a los hombres, aunque no es comun, representando apenas 1% del
total de casos de esta enfermedad (INCA, 2018).

A pesar de ser considerado un tumor con buen prondstico en la mayoria de los casos, si se
diagnostica y trata a tiempo, el CM sigue estando asociado con una alta tasa de mortalidad en
Brasil. La causa mas probable de este hecho es que la enfermedad es aln diagnosticada en etapas
avanzadas, y, se identifican multiples barreras en el acceso al diagnostico y tratamiento para la

mayoria de las mujeres que confian en el sistema publico de salud (Dornelles et al., 2015).

El CM es considerado una enfermedad heterogénea con relacion a la clinica y a la
morfologia. En el afio 2012, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) clasificd los tumores de
mama en mas de 20 subtipos diferentes. La mayoria de los tumores se originan del epitelio ductal
(aproximadamente el 80%), siendo llamados carcinoma ductal invasivo, sin embargo, existen otros
tipos de carcinomas que pueden ser diagnosticados como lobular, tubular, mucinoso, medular,

papilar o micropapilar, los cuales son menos comunes (Lakani et al., 2012).

Los tumores de mama son considerados multifactoriales, involucrando factores
biolégicos/endocrinos, de historia reproductiva, de comportamiento/estilo de vida vy
genéticos/hereditarios. Los factores de riesgo incluyen envejecimiento (>50 afios), historia
personal de CM, estimulacion estrogénica, historia familiar de cancer de mama, menarquia precoz
(<12 afios) y menopausia tardia (> 55 afios), primer embarazo después de los 30 y nuliparidad, alta
densidad de tejido mamario, ademas de consumo de alcohol, tabaco, exceso de peso, sedentarismo

y exposicién a radiacion ionizante (OMS, 2018).

La clasificacion molecular de los tumores de mama se basa en la inmunohistoquimica, que,
a través del analisis de algunos marcadores (receptor de estrogeno-ER, receptor de progesterona-
PGR, receptor del factor de crecimiento epidérmico 2-rbB-2/HER-2 (proteina que promueve el
crecimiento celular), citoqueratinas 14 y 5/6 y antigeno Ki-67), los subdivide en cuatro subtipos
moleculares bien caracterizados: luminal A (ER y PGR positivo, proteina Ki-67 humana <14%,

grado histolégico 1 o 2 y HER2-negativo), luminal B, (HER2-positivo 0 negativo, ER-positivo,
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PGR <10% o negativo, Ki-67> 14% y alto grado), HER2-positivo no luminal (ER y PGR-negativo
y Ki-67 variable) y TNBC o triple negativo (ER, PGR y HER2-negativo). Esta clasificacion se
basa en los factores clinico-patoldgicos del CM invasivo temprano. La enfermedad luminal es
sensible a la terapia endocrina y generalmente tiene un prondstico mas favorable. Las enfermedades
TNBC y HER2-positivas tienen un resultado clinico pobre. Por otro lado, el subtipo luminal A
muestra un mejor prondstico con mayor sensibilidad endocrina y difiere de los tumores luminal B,
gue son mas agresivos con menos sensibilidad endocrina (Untch et al., 2013; Vuong et al., 2014;

Karsli-Ceppioglu et al., 2017).

1.2.1. Estadisticas del cAncer de mama

Segun la OMS, la incidencia del CM varia mucho en todo el mundo, con tasas normalizadas
por edad de hasta 99,4 por 100.000 en América del Norte. Europa oriental, América del Sur, Africa
Austral y Asia Occidental presentan incidencias moderadas, pero en aumento. La incidencia mas
baja se da en la mayoria de los paises africanos, pero también en ellos se observa un incremento de
la incidencia de CM. Las tasas de supervivencia del CM varian mucho en todo el mundo, desde el
80% o méas en América del Norte, Suecia y Japon, pasando por un 60% aproximadamente en los
paises de ingresos medios, hasta cifras inferiores al 40% en los paises de ingresos bajos. Las bajas
tasas de supervivencia observadas en los paises poco desarrollados pueden explicarse
principalmente por la falta de programas de deteccion precoz, que hace que un alto porcentaje de
mujeres acudan al médico con la enfermedad ya muy avanzada, pero también por la falta de

servicios adecuados de diagndstico y tratamiento (OMS, 2018).

El Instituto Nacional de Cancer de Estados Unidos (NCI) estimo, para el 2017, 124,9 por
100.000 casos de CM en mujeres, Yy, el numero de muertes estimado fue de 21,2 por 100.000
mujeres. Ademas, aproximadamente, 12,4% de mujeres seran diagnosticadas con CM en algun
momento de su vida. Para el afio 2019, la American Cancer Society (Sociedad Americana del
Cancer) estima que se diagnosticaran alrededor de 268.600 nuevos casos de CM invasivo en
mujeres en Estados Unidos, y, alrededor de 62.930 nuevos casos de carcinoma in situ, ademas,
alrededor de 41.760 mujeres moriran de cancer de mama (NCI, 2018; American Cancer Society,
2019).

El INCA predice una estimacion, en Brasil, de 59.700 nuevos casos de CM para cada afio

del bienio 2018-2019, con un riesgo estimado de 56,33 casos cada 100.000 mujeres. Sin considerar
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los tumores de piel no melanoma, este tipo de cancer es el primero y mas frecuente en las mujeres
de las regiones Sur (73,07/100 mil), Sureste (69,50/100 mil), Centro-Oeste (51,96/100 mil) y
Noreste (40,36/100 mil). En la region Norte es el segundo tumor mas incidente (19,21/100 mil)
(INCA, 2018).

La susceptibilidad a la mayoria de los CM heredados puede atribuirse a mutaciones en la
linea germinal de los genes BRCA1 y BRAC2, los cuales son responsables del 30-40% del CM
hereditario (da Silva; de Lima; Bertuzzo, 2012).

La mayoria de los CM son esporadicos, resultantes de mutaciones genéticas, no corregidas,
localizadas en células somaticas y sin relacion con la mutacién de la linea germinal. Los factores
de riesgo para el CM esporadico son a menudo hormonales, aunque puede estar relacionado con
otros factores de riesgo como fumar, radiacion ionizante y agentes genotoxicos (da Silva; de Lima;
Bertuzzo, 2012).

Recientemente, se han descrito muchos polimorfismos genéticos como posibles factores
etiologicos de la neoplasia, asi como un factor importante en la respuesta y el resultado de la
quimioterapia, entre ellos se encuentran polimorfismos en los genes implicados en la via de los

folatos.

Existe evidencia que demuestra que el bajo estado de folato puede ser un factor en la
carcinogénesis. Hay dos mecanismos por los cuales la deficiencia de folato puede aumentar el
riesgo de malignidad: (1) causando hipometilacion del DNA vy activando protooncogenes; y (2)
induciendo la incorporacion incorrecta de uracilo durante la sintesis del DNA, lo que lleva a la
reparacion catastrofica del DNA, ruptura de la cadena de DNA y dafio cromosomico (Sharp et al.,
2002).

Polimorfismos en genes que codifican enzimas criticas involucradas en el metabolismo de
un carbono como metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR), metionina sintasa (MTR), metionina
sintasa reductasa (MTRR) y timidilato sintasa (TS), juegan un papel importante en el metabolismo
de los folatos (Fig. 2), asi, esos polimorfismos pueden influenciar el riesgo de cancer (Suzuki et
al., 2008).
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Figura 2. Descripcién general del metabolismo del folato. Enzimas con los polimorfismos que han sido

estudiados se muestran en cajas: MTHFR: metilentetrahidrofolato reductasa. MTR: metionina sintasa. MTRR:

metionina sintasa reductasa. TS: timidilato sintasa. THF: tetrahidrofolato. DHF: dihidrofolato. dUMP: desoxiuridina

monofosfato. dTMP: desoxitimidina monofosfato. SAM: S-adenosil metionina. SAH: S-adenosil homocisteina.

Traducido de Suzuki et al., 2008.

1.3. Gen timidilato sintasa (TYMS) y enzima timidilato sintasa (TS)

El gen timidilato sintasa, TYMS, se localiza en el brazo corto del cromosoma 18, en la region

18p11.32 (figura 3) (Hori et al., 1990). La unidad bioldgicamente activa abarca aproximadamente

16 pares de kilobases (kbp) y esta compuesta por siete exones y seis intrones. La region promotora

y los principales sitios de inicio transcripcional se localizan dentro de aproximadamente 400 pares

de bases (pb) y 160-180 pb, respectivamente, aguas arriba del codon de iniciacion ATG. El gen

codifica para una enzima llamada también timidilato sintasa (TS). Laenzima TS es un homodimero

obligado con dos sitios activos, cada uno formado por residuos de ambos mondémeros. En cada

monomero, hay dos dominios principales: un dominio conservado mas grande (residuos 1-98 y
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130-313) y un dominio méas pequefio y variable (residuos 99-129) (Kaneda, S. et al., 1990; Costi
et al., 2005).

pll.31 55
pll.23
pli.zz
pll.21
pll.1
gii.l
qli.z
qlz.1
qlz.z
qlz.3
g21.1
gzl.z2
q21.31
qzl.3z2
q21.33
qzz.1
g2z.2
qzz.3
qz3

Tpit.3z

Figura 3. Localizacién cromosémica del gen TYMS (GeneCards Database).

La enzima TS cataliza la conversion de desoxiuridina monofosfato (dUMP) a
desoxitimidina monofosfato (ATMP), usando 5,10-metilentetrahidrofolato como donador de metilo
(figura 2). Esta conversion es esencial para la provision de timina, un nucleotido necesario para la

sintesis y reparacion del DNA (Henriquez-Hernandez et al., 2010).

A través de la via de los folatos, TS se relaciona con un equilibrio de dNTPs, que es
importante en la reparacion y replicacion del DNA vy la proliferacién celular. TS funciona como
una proteina de union al RNA 'y regula su propia expresion, asi como también la expresién de otros
genes, incluyendo al supresor de tumores TP53. La extension de la expresion de TS puede afectar
la carcinogénesis a través de la regulacion de la expresion génica, el estado del conjunto de dNTPs
necesario para la proliferacion de células tumorales y la sensibilidad de farmacos basados en

5-fluorouracilo (5-FU) en pacientes con cancer (Dong et al., 2010; Sulzyc-Bielicka et al., 2013).

Las caracteristicas estructurales del gen TYMS son Gnicas en comparacién con muchos otros
genes, especialmente en el extremo 5’ no traducible (5’-UTR), zona reconocida como la “region
promotora del gen TYMS?”, alli es donde se encuentran los elementos esenciales que participan en
la regulacion de su expresion, proceso que, a su vez, esta modulado por varios polimorfismos cuya
presencia 0 ausencia repercuten directamente sobre la tasa de transcripcion y traduccion de TS, y,
cuyas variantes se han vinculado a la eficacia terapéutica de diversos farmacos utilizados en la
terapia contra el cancer (Villafranca et al., 2001; Edler et al., 2002; Kawakami; Watanabe 2003;
Marsh, 2005; Lurje et al., 2009; Hu et al., 2012).
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La region promotora de TYMS no posee caja TATA ni caja CAAT, las cuales son
encontradas en las posiciones -30 y -80, respectivamente, aguas arriba del sitio de inicio de la
transcripcion en muchos genes eucariotas. En vez de eso, TYMS posee regiones ricas en islas CpG,
las cuales son asociadas con regiones promotoras de genes housekeeping (Kaneda et al., 1990).
También, a lo largo de la region 5°-UTR existen otros elementos menos comunes, pero esenciales
para la actividad potenciadora del mismo. Algunos de estos elementos tienen implicacion sobre la
tasa de transcripcidn, otros, a su vez, pueden tener repercusion tanto en la tasa de transcripcién del
gen, como en la traduccion. 1) La secuencia consenso GAGGCGGA, reconocida por ser motivo
de unién de factores de transcripcion de tipo Spl, los cuales tienen como funcion promover la
expresion génica. 2) La “caja CACCC”, esta secuencia reguladora se encuentra en un gran nimero
de genes, y en un amplio espectro de especies, incluidas las plantas, donde actGa potenciando la
transcripcion; en humanos se encuentra ubicada a 70 pb aguas arriba del motivo de unién a Spl, y
ha sido ampliamente estudiada en los genes de la beta globina debido a que son sitios de unién de
factores de transcripcion del tipo EKLF (Erythroid Kruppel-Like Factor), los cuales son necesarios
para la expresion de estos genes en etapas especificas (Li et al., 2006). 3) Repeticiones en tdndem
de 28pb, estas Gltimas consisten en secuencias de 28 pb repetidas en tandem que actian como un
elemento cis activador puesto que a lo largo de las mismas existen motivos de unién de factores de
transcripcion que actdan como un potenciador (enhancer) y tienen como funcién aumentar la sefial
de transcripcion (Kaneda et al., 1990; Horie y Takeishi, 1997; Mandola et al., 2003; Lurje et al.,
2009).

Los tres elementos principales del promotor actGan en conjunto para mantener su actividad
y son esenciales para modular la expresién de TYMS en distintos niveles, por ejemplo, el motivo
de union Spl (GAGGCGGA) es considerado como la secuencia central del promotor cuya funcion,
al igual que la caja CACCC es mantener la actividad a nivel transcripcional, lo que genera un efecto
positivo sobre la tasa de expresion de TS. Cabe destacar que entre ambas regiones y en una region
aguas arriba de la caja CACCC se identifican secuencias reguladoras que, por el contrario, tienen

una funcién negativa sobre la expresion del gen (Horie; Takeishi, 1997).
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1.3.1. Polimorfismos del gen TYMS

El gen TYMS tiene polimorfismos interesantes en las regiones no traducidas (UTR) 5’ y 3°,
en las que se encuentran elementos reguladores Unicos (figura 4). Tres polimorfismos en esas
regiones han demostrado tener influencia en la expresion del gen. La sobre expresion de TYMS ha
sido relacionada a una pobre prognosis de CM, cancer géastrico y colorrectal. La causa de la
variabilidad en la expresion de TYMS aln no esta clara, sin embargo, se ha sugerido que esos

polimorfismos tienen un impacto en la eficacia de tratamiento de quimioterapia (Marsh, 2005).

Gen TYMS
S'-UTR 3'-UTR
— < &~ — po— - —
ot i < 3 [HM 28
Secuencia Repeticiones
invertida en tandem
GTGGTTATGAACTITAAAGTTATAGTT +6bp
GTGGTTATGAAC rsssansss ITATAGIT -6bp
*3

B 5'-CCGCGCCAC CCTGCCTCCGTCCCG-3' C
2da repeticion de TSER *3

5'—CCGCGCCACT%CCTGCCTCCGTCCCG-3" G
T

Figura 4. Polimorfismos del gen TYMS. (A) TSER, (B) 3RG>C, (C) 1494del6 (Marsh, 2005).

1.3.2. Polimorfismo TSER (rs34743033)

Se ha identificado una repeticién en tandem polimérfica en la region potenciadora (TSER)
la cual contiene una triple (3R) o una doble (2R) repeticion de una secuencia de 28 pb, también
hay alelos que raramente contienen cuatro, cinco, seis 0 nueve repeticiones. Estas variantes de la
region TSER del gen TYMS despiertan la curiosidad sobre su origen evolutivo, asi como sobre su

actividad y papel en la expresion del gen. Se cree que las variantes TSER son funcionalmente
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relevantes y estan hipotéticamente asociadas con el riesgo de CM, asi como un factor genético
importante en la respuesta a la quimioterapia basada en 5-FU (Dong et al., 2010; Henriquez-
Hernandez et al., 2010).

Se ha demostrado que las repeticiones en tandem polimdrficas de 28 pb descubiertas en
5-UTR de la regiéon potenciadora de TYMS influyen en la expresion génica. En condiciones
normales, TS, en su otra funcion como proteina de unién al RNA, puede unirse a la estructura del
tallo-bucle en 5'-UTR de su propio mMRNA para inhibir la traduccion de proteinas; sin embargo, la
presencia de repeticiones en tandem adicionales altera la secundaria estructura del tallo-bucle al
acercar la region promotora al sitio de iniciacion, lo que impide la inhibicion de retroalimentacion

adecuada y conduce a niveles de expresion aumentados de enzima activa (Figura 5) (Gibson, 2006).

A
Repeticion Repeticiones Codon de
invertida en tandem iniciacién Exones
3
—-149

Figura 5. Estructura de la region TSER del gen TYMS. A) Region limitante 5’-UTR del mMRNA de TYMS,
elementos préximos al coddn de iniciacion. B-D) Formacion de estructuras de tallo-bucle en la regiéon limitante 5°-
UTR del mRNA de TYMS. Traducido de Gibson, 2006.

Estudios de expresion in vitro han demostrado que la presencia de tres repeticiones en

tandem (3R) da como resultado un aumento de 2,6 veces en la expresion de mRNA en comparacion
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con dos repeticiones en tdndem (2R). Un andlisis retrospectivo en 52 pacientes con cancer
colorrectal metastasico detecté un aumento de 3,6 veces en los niveles de mMRNA de TYMS en
individuos homocigotos para 3R versus 2R y un aumento de 2,1 veces para aquellos que fueron
heterocigotos para 2R/3R versus homocigotos para 2R. Por tanto, las repeticiones en tandem 3R
confieren una mayor estabilidad del mRNA vy eficacia traduccional en comparacion con las
repeticiones dobles en tandem 2R (Gibson, 2006; Dong et al., 2010).

Sin embargo, las secuencias de 28 pb repetidas en tandem de la region 5°-UTR de TYMS
no son idénticas. Mandola et al. (2003) demostraron que hay dos cambios basicos Unicos en la
ultima repeticion de 28 pb de los genotipos 2R y 3R, ademas que estas diferencias de secuencia
también existen en las Gltimas repeticiones de los alelos 4R y 5R. Las consecuencias de estos
cambios de base en la expresion del gen TYMS, asi como la frecuencia de estos cambios de base,
no se han examinado. Estos autores verificaron la presencia de los dos cambios de bases en las
ultimas repeticiones de 2R y 3R, e identificaron un nuevo y potencial polimorfismo de simple

nucleotido (SNP) dentro de la segunda repeticion de 3R (figura 6, asteriscos).
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Figura 6. Estructura de las repeticiones en tandem en la region 5’-UTR del gen TYMS humano. Un
polimorfismo potenciador en 5’-UTR del gen TYMS consiste en dos o tres repeticiones de 28 pb. Se ha identificado un
supuesto sitio de unidn de E-box para el factor estimulante aguas arriba (USF-1/USF-2), que esta subrayado y en
negrita dentro de cada repeticion. Repeticion uno y dos de 3R y repeticién uno de 2R contienen elementos de consenso
de USF (subrayados), mientras que la Gltima repeticion en cualquiera de los constructores contiene una secuencia de
consenso imperfecta o variante debido al cambio de base G-C (asteriscos) que interrumpe el E-box putativo. El dltimo

nucleotido de la repeticion final en 2R y 3R también conlleva un cambio de base de G-C (Mandola et al., 2003).
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1.3.3. Polimorfismo 1494del6 (rs34489327)

Otro de los polimorfismos identificados en el gen TYMS consiste en la variacion de una
secuencia de 6 pb (TTAAAG) en la posicion 1494 de la region 3°-UTR, y recibe el nombre de
1494del6, y, cuya presencia o ausencia se identifica como insercién (+6pb o ins) y delecion (-6pb
o del). Estas variantes alélicas estan estrechamente relacionadas con el nivel de expresion de TS.
Se ha determinado que el alelo -6pb en 3’-UTR esta vinculado con inestabilidad del mRNA
in vitro, niveles bajos del mismo y menor expresién enzimatica intratumoral inferior in vivo.
También, este polimorfismo puede ser una herramienta de seleccion util para predecir la expresion
de mRNA del gen TYMS (Ulrich et al., 2002; Mandola et al., 2004).

Este polimorfismo esta asociado con afecciones inflamatorias (artritis reumatoide) y varias
malignidades, como carcinomas colorrectales y pulmonares y linfoma no Hodgkin. También se
encontré que aumenta el riesgo de malformaciones del desarrollo como la espina bifida (Skibola
et al., 2004; Shi et al., 2005; Gallegos-Arreola et al., 2008; Mo et al., 2016).

Pullman, et al. (2006) describen que la causa de la inestabilidad del MRNA se debe a que
la ausencia de las 6 pb aumenta la afinidad entre éste y el factor regulador AUF1, una

ribonucleoproteina que actda como desestabilizador del mMRNA.

1.3.4. Otros Polimorfismos del Gen TYMS

Ademas de las repeticiones en tdndem en 5"-UTR, se ha descrito otro polimorfismo en esta
region de TYMS que puede ocurrir solo en el caso de estar presente el alelo 3R y consiste en la
sustitucion de una guanina por una citosina G>C en la posicién numero 12 de la segunda repeticion
(TSER 3 G>C, rs2853542), lo que da lugar a dos nuevas formas alélicas: 3RG (alelo silvestre) y
3RC (variante) (Mandola et al., 2003). Este SNP cambia un residuo critico en el factor de consenso
E-box del factor estimulador en sentido ascendente (CACTTG>CACTTC). Esto suprime un E-box
en el alelo 3R, lo que conduce a una disminucion en la transcripcion de TYMS, de modo que 3RC
tiene una actividad transcripcional inferior a 3RG, pero una actividad similar a 2R (Mandola et al.,
2003, Thomas et al., 2010).

Mandola et al. (2003) demostraron que ese SNP dentro del alelo 3R puede anular su
actividad transcripcional aumentada en relacion con el 2R, ademas que las variaciones de secuencia

dentro de las repeticiones en tdndem tienen significado funcional. Las repeticiones en tandem
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TSER de 28 pb contienen elementos que se unen al factor estimulante aguas arriba (USF) y que la
unién del ligando por USF-1 y USF-2 potencia la actividad transcripcional del gen TYMS. EI SNP
G>C dentro de la segunda repeticion del alelo 3R conduce a una disminucién de la capacidad de
unién de USF en la repeticion y, por lo tanto, a una menor actividad transcripcional de la variante
genética 3R. Estos polimorfismos alteran la estabilidad del mRNA, y, consecuentemente, la
actividad enzimética. Los autores también demostraron que, mientras que el USF-1 fosforilado se
unia a la secuencia consenso normal, la sustitucion G a C suprimia la union, y, mediante analisis
de transcripcion in vitro demostraron que el alelo TSER 3RC causaba una tasa de transcripcion
menor que la variante TSER 3RG, comparable con el genotipo TSER 2R/2R (Mandola et al., 2003;
Mandola et al., 2004; Kawakami; Watanabe, 2003; Gibson, 2006).

Este polimorfismo 3RG>C modifica la actividad traduccional de TYMS siendo 3 veces
mayor la actividad en la forma alélica 3G que en los alelos 2RC, 2RG y 3RC, por lo que se han
clasificado como genotipos de baja expresion a 2R/2R, 2R/3RC, 3RC/3RC y como genotipos de
alta expresion a 2R/3RG 3RC/3RG y 3RG/3RG, (tabla 1) (Kawakami; Watanabe, 2003, Yawata,
2005).

Tabla 1. Genotipos de baja y alta expresion de TYMS

Clasificacion de genotipo Genotipo
2R/2R
Baja expresion 2R/3RC
3RC/3RC
2R/3RG
Alta expresién 3RC/3RG
3RG/3RG
(Kawakami; Watanabe, 2003, Yawata, 2005)

En el 2006 se describio un raro SNP G> C en el alelo 2R de TYMS, que lleva un cambio de
base G> C en el 12° nuclettido de las dos repeticiones de 28 pb (2RC). Un estudio funcional
demostro que la actividad transcripcional del promotor de alelo 2RC es la méas baja entre los alelos

conocidos, lo que es consistente con el SNP que altera el Unico E-box del alelo 2R. Este fue el
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primer reporte de esa variante alélica 2R en humanos, con ambas repeticiones con ese cambio
(Gusella et al., 2006).

Lincz et al. (2007), identificaron también un SNP G>C en la primera repeticion del alelo
2R de TYMS, el cual, efectivamente suprime el Unico sitio de union funcional de la proteina USF.
Ademaés, también identificaron una insercion de 6 pb (TCCCCG) en la segunda repeticion del alelo
2R. Alternativamente, la insercion adicional de 6 pb en la ultima repeticion y/o la estructura
propuesta de tallo-bucle formada por la asociacion de las repeticiones invertidas puede afectar
negativamente la union de las moléculas reguladoras a esta region.

Meulendijks et al. (2016) realizaron el primer analisis de relevancia clinica del SNP G>C
en la posicion 12 de la primera repeticion de 28 pb del alelo 2R de TYMS, y reportaron una
disminucion significante de la expresidn génica in vitro de TYMS, suprimiendo el sitio de unién de
USF-1.

La relacion entre los polimorfismos del gen TYMS y el cancer se ha investigado en muchos
estudios. Se han estudiado genotipos y haplotipos combinados del SNP G>C vy la
insercion/delecion +6pb/-6pb y genotipos combinados de TSER y +6pb/-6pb en cancer gastrico y
otros tipos de cancer. El genotipo combinado 2R/2R, +6pb/+6pb confiere un riesgo significativo

de céncer gastrico (Dong et al., 2000).

1.4. Gen y enzima metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR)

El gen metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR), se localiza en el cromosoma 1, en la
region 1p16.22 (figura 7), tiene 11 exones y codifica para la enzima 5,10-metilentetrahidrofolato
reductasa (MTHFR). La expresion de MTHFR es especifica de tejido, como se muestra por estudios
cuantitativos y cualitativos. La enzima MTHFR tiene 656 aminoacidos, y es una flavoenzima
citoplasmica que regula el equilibrio entre la metilacion celular y la sintesis de acidos nucleicos
mediante la canalizacion de la distribucion de folato. Por lo tanto, la enzima cataliza la conversion
de 5,10-metilentetrahidrofolato a 5-metiltetrahidrofolato para aumentar la abundancia de esta
forma de folato en circulacion y para proporcionar una fuente de grupos metilo para la metilacion
de homocisteina a metionina. La metionina posteriormente se convierte en S-adenosilmetionina,
que es el donador de metilo universal para las reacciones bioldgicas, incluida la metilacion de
proteinas y &cidos nucleicos (Figura 8) (Goyette et al., 1994; Gaughan et al., 2000; Duthie, 1999;
Rezende et al., 2017).
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Figura 7. Localizacién cromosdmica del gen MTHFR (Genetics Reference).
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Figura 8. Vista general del metabolismo de un Carbono. 5,10-metilentetrahidrofolato es requerido para la
sintesis de acidos nucleicos, 5-metilentetrahidrofolato es necesario para la formaciéon de metionina a partir de
homocisteina (Hcy). La metionina, en forma de donante de metilo, S-adenosilmetionina (SAM), es esencial para
muchas reacciones de metilacion. MTHFR: metilentetrahidrofolato reductasa. SHMT: serina hidroximetil transferasa.
MTR: metionina sintasa. THF: tetrahidrofolato. MAT: metinina adenosil transferasa. DNMT: DNA metiltransferasa.
mDNA: DNA metilado. Traducido y modificado de Zhang, 2015.

1.4.1. Polimorfismos del gen MTHFR

Hay dos polimorfismos en MTHFR, C677T (rs1801133) y A1298C (rs1801131), que
reducen la actividad enzimatica hasta en un 30% para los alelos 677T y 1298C. Como resultado,

los sustratos de la via de MTHFR se acumulan, alterando la homeostasis y aumentando la
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predisposicion a las enfermedades. Esta acumulacion afecta la sintesis de acidos nucleicos y la
disponibilidad de grupos metilo para procesos bioquimicos celulares (Lievers et al., 2001; Kim et
al., 2011).

1.4.2. Polimorfismo C677T (rs1801133)

El polimorfismo C677T es un SNP comun en el exén 4 en el sitio de union del folato del
gen MTHFR que da como resultado la sustitucion de alanina por valina en el codon 222, en el
dominio catalitico N-terminal, sitio de union para el flavin adenin dinucle6tido. Esta sustitucion
genera una enzima termolabil y se asocia con concentraciones elevadas de homocisteina,
especialmente en aquellos individuos con bajo nivel de folato. Se ha demostrado que los individuos
con el genotipo MTHFR 677TT tienen solo un 30% de actividad de la enzima MTHFR in vitro en
comparacion con el tipo salvaje (Frosst et al., 1995; Castro, 2004; Henriquez-Hernandez et al.,
2010; Rezende et al., 2017).

El genotipo homocigoto 677TT se ha asociado con aproximadamente 70% de pérdida de
funcion enzimadtica, y, en heterocigotos 677CT con 35% de pérdida de funcién, en comparacion
con homocigotos de tipo silvestre 677CC (100% de actividad enzimatica completa) (Frosst et al.,
1995).

Los individuos con el genotipo 677TT tienen niveles de homocisteina significativamente
elevados, con una disminucién en la metilacion de homocisteina a metionina en el plasma, que
canaliza adversamente el metabolismo de la homocisteina en una ruta de transulfuracion,
conduciendo a toxicidades. De este modo, estos polimorfismos predisponen a los individuos a
multiples enfermedades como trombosis, enfermedad arterial coronaria, infarto de miocardio,
enfermedades renales, anormalidades congénitas, cancer, entre otras (Uleand et al., 2001,
Gonzales; Yu; Shiao, 2017).

La relacion entre el polimorfismo MTHFR C677T y diversas enfermedades implica dos
aspectos. En primer lugar, la enfermedad puede influir en las concentraciones de homocisteina y
puede haber modificacion del efecto por el polimorfismo MTHFR. En segundo lugar, el genotipo
podria estar asociado con el riesgo de enfermedad, posiblemente mediado por el metabolismo
alterado de folatos y de homocisteina (Uleand et al., 2001).
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Semenza et al. (2003) indican que los individuos con al menos una variante polimorfica de
MTHFR (heterocigotos y homocigotos combinados) tienen un mayor riesgo de desarrollar CM pre-
menopausico. Lopez-Cortés et al. (2013) encontraron una asociacion significativa entre los

genotipos 677CT y 677TT con el riesgo al cancer de prostata.

1.4.3. Polimorfismo A1298C (rs1801131)

En comparacion con el polimorfismo MTHFR C677T, la relevancia funcional de la variante
MTHFR A1298C esta menos definida y su funcion enzimatica es menos anormal. Este
polimorfismo esta localizado en el exdn 7 del gen MTHFR. Este cambio de base resulta en la
sustitucién de un residuo de glutamato por uno de alanina en la posicion 429 de la enzima MTHFR,
donde puede estar involucrado en la estabilizacion de la proteina y dando como resultado una

actividad enzimatica disminuida (van der Put et al., 1998; Weisberg et al., 1998).

El genotipo 1298CC, homocigoto, se ha asociado con 30% de pérdida de funcion, y el
1298AC, heterocigoto, tiene 15% de pérdida de funcién en actividad enzimatica en comparacién

con el 1298AA de tipo salvaje (100% de actividad enziméatica completa) (Weisberg et al., 1998).

Estudios con MTHFR demuestran que el genotipo 677TT estd asociado con un estado de
metilacién del ADN significativamente menor. Los homocigotos 1298CC también muestran un
estado de metilacion de ADN inferior. El genotipo 1298CC, independientemente de la
disponibilidad de folato, y el genotipo 677TT con niveles de folato inadecuado, podrian ser factores
de riesgo potenciales de estados patoldgicos asociados con el estado de hipometilacion del ADN
(Castro et al., 2004).

1.5. Gen y enzima metionina sintasa (MTR)

El gen metionina sintasa (MTR), se localiza en el cromosoma 1, region 1943 (figura 9),
tiene una longitud de 105.24 kb y esta formado por 33 exones. Codifica para una enzima de 1265
aminoacidos del mismo nombre, metionina sintasa (MTR) que cataliza la remetilacion de
homocisteina a metionina en una reaccion en la que metilcobalamina sirve como un cofactor
portador de metilo intermediario. Esto ocurre por transferencia del grupo metilo de
5-metiltetrahidrofolato a la enzima ligada cob (I) alamina para formar metilcobalamina con

transferencia posterior del grupo metilo a la homocisteina para formar metionina (figura 10). Con
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el tiempo, cob (1) alamina puede oxidarse en cob (Il) alamina, lo que hace que la enzima quede
inactiva. La regeneracion de la enzima funcional se produce a través de la metilacion de la cob (1)
alamina mediada por metionina sintasa, en la que se utiliza S-adenosilmetionina como donador de
metilo. (Leclerc et al., 1996; Al Farra, 2010; Elshihawy et al., 2014).
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Figura 9. Localizacién cromosémica del gen MTR (Genetics Reference).
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Figura 10. Reaccion catalizada por MTR. THF: tetrahidrofolato. MeTHF: metiltetrahidrofolato. Cbl:
Cobalamina (Elshihawy et al., 2014).

La metionina sintasa es una enzima dependiente de la vitamina B12, que cataliza la
remetilacion de homocisteina a metionina y la desmetilacion simultanea de 5-metiltetrahidrofolato

a tetrahidrofolato. La metionina sintasa tiene un papel clave en el mantenimiento de las
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concentraciones adecuadas de folato intracelular, metionina y homocisteina normal. La metionina
es un aminoacido esencial y precursor de la S-adenosilmetionina, que es un donante universal de
grupos metilo involucrado en reacciones de metilacion, incluida la metilacion del ADN (Yu et al.,
2010; Hosseini, 2013).

1.5.1. Polimorfismo A2756G (rs1805087)

El polimorfismo comin MTR A2756G, ubicado en el exon 26, da como resultado un
cambio de aminoacido de aspartato a glicina en la posicion 919 de la proteina, y se ha demostrado
que contribuye a las alteraciones en los niveles plasmaticos de homocisteina y &cido félico (Zhu et
al., 2003; Lu; Wang; Qiu, 2010; de Céssia et al., 2012).

Se penso inicialmente que este polimorfismo se asociaba con una actividad enzimatica
menor que el genotipo MTR 2756AA, lo que causaba una elevacion de la homocisteina y una
hipometilacion del ADN. Sin embargo, en investigaciones posteriores, algunos estudios sugirieron
una asociacion inversa modesta entre el polimorfismo 2756GG y los niveles de homocisteina, lo
que indica un aumento de la actividad enzimatica del genotipo variante (Yu et al., 2010). Ademas,
Paz et al. (2002), encontraron que los individuos con el genotipo 2756GG muestran una menor
frecuencia de hipermetilacion de islas CpG en genes supresores de tumores. Por ello, se estan
realizando un gran nimero de estudios para evaluar el rol de este polimorfismo en diferentes tipos
de neoplasmas, sin embargo, las asociaciones entre este polimorfismo y el cancer aun es

controversial (Ke et al., 2010).

En un metaanalisis realizado por Ke et al. (2010) encontraron que el polimorfosmo A2756G
puede reducir el factor de riesgo para el cancer en poblaciones europeas, especialmente para el
cancer colorrectal. Sin embargo, la posible asociacion entre este polimorfismo en poblaciones
asiaticas, puede ser espurio, debido a que ha sido asociado tanto a un riesgo incrementado como a
un riesgo reducido al cancer, lo cual no es claro, siendo necesarios muchos mas estudios para

interpretar esas asociaciones

Este polimorfismo ha sido asociado a defectos en el tubo neural, autismo, enfermedades
cardiovasculares, cancer de prdstata, retinoblastoma, entre otros. Aunque hay algunos estudios que

evallan este polimorfismo y el riesgo de CM, hay pocos estudios que consideraron la combinacién
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de este polimorfismo con los del polimorfismo de MTHFR en el riesgo de esta enfermedad (Yu et
al., 2010; de Lima, 2010; de Céssia et al., 2012; Wang, et al., 2015; Haghiri et al., 2016; Raina et
al., 2016; Ebrahimi; Hosseinzadeh; Karimian, 2017).
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo general

Determinar la asociacion de los polimorfismos de los genes timidilato sintasa (TYMS),
metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) y metionina sintasa (MTR) con el riesgo de desarrollar

cancer de mama en la poblacion paraense.

2.2. Objetivos especificos

- Determinar las frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos TSER en la region
5’-UTR del gen TYMS y del polimorfismo 1494del6 en la region 3’-UTR del mismo gen,
en muestras de pacientes con cancer de mama y de un grupo control;

- Determinar las frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos C677T y A1298C
del gen MTHFR en muestras de pacientes con cancer de mama y de un grupo control;

- Determinar las frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo A2756G del gen MTR
en muestras de pacientes con cancer de mama y de un grupo control;

- Determinar las combinaciones de los polimorfismos TSER/1494del6 en el gen TYMS y
C677T/A1298C en el gen MTHFR en muestras de pacientes con cancer de mama 'y de un
grupo control;

- Relacionar la presencia de estos polimorfismos con el riesgo de desarrollar cAncer de mama;

- Verificar posibles asociaciones de estos polimorfismos con la clasificacion molecular del

tumor y con datos relacionados a la edad, habitos alimentarios, tabaquismo y alcoholismo.
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3. JUSTIFICACION

Debido a que el CM es el principal tipo de cancer que afecta a las mujeres en Brasil y en el
mundo, segun datos del INCA (2018), aparte de que sigue estando asociado a una alta tasa de
mortalidad en el pais como consecuencia de un diagnostico en etapas avanzadas, se hace necesario
realizar estudios que permitan la obtencion de conocimiento para comprender ain mas los factores
involucrados en el desarrollo de esta enfermedad, ademas de lograr una prevencion y un

diagnostico mas amplio y acertado sobre esta patologia.

Se sospecha que el desarrollo y crecimiento neoplasico estd influenciado por la
disponibilidad y el metabolismo del folato debido a los efectos en la expresion génica a través de
la metilacion del DNA y en la integridad del genoma a través de la sintesis y reparacion del DNA,
y los reguladores enzimaticos involucrados en la via de los folatos tienen un papel clave. Los
polimorfismos involucrados en genes que codifican enzimas del metabolismo de los folatos son un
gran foco en el estudio del cancer de mama debido a los roles de esas enzimas en la metilacion del

DNA y en la sintesis y reparacion del DNA (da Silva; de Lima; Bertuzzo, 2012).

Los genes TYMS, MTHFR y MTR han sido involucrados en el desarrollo de distintas
enfermedades, incluyendo el CM. Aunque las variantes de MTHFR se asocian con una disminucion
del riesgo de cancer de colon, existen datos contradictorios sobre su asociacién con el cancer de
mama. (Semenza et al., 2003; de Céssia et al., 2012; Yin et al., 2012; Liu et al., 2016).
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1. Muestras

Las muestras se obtuvieron de biopsias de pacientes que fueron sometidas a tratamiento
quirargico después del diagnostico de CM entre los afios 2005 y 2011. Todos los tumores eran de
carcinoma ductal invasivo localmente avanzado y estaban en estadio 111 (A o B) de acuerdo con la
escala TNM (Sobin et al., 2011). Fueron tomados como criterios de exclusion problemas cardiacos,
presencia de metéstasis a distancia, embarazo y lactancia.

Todas las pacientes seleccionadas hicieron su tratamiento en el Hospital Ophir Loyola, en
Belém do Para, y recibieron quimioterapia neoadyuvante con Adriamicina (Doxorrubicina 60
mg/m2) mas Cytoxan (Ciclofosfamida 600 mg/m2), por via endovenosa por cuatro ciclos cada 21
dias. Después de la colecta, las muestras fueron fijadas con formol 10% e incrustadas en parafina
para su posterior andlisis histopatoldgico con hematoxilina-eosina e inmunohistoquimico a través
de la técnica de hibridacién in situ (FISH) y se clasificaron en los cuatro subtipos moleculares
correspondientes: luminal A, luminal B, HER2-positivo no luminal y TNBC o triple negativo.
Ademas, se colectaron datos epidemioldgicos como edad, raza, indice de masa corporal, asi como
caracteristicas de historia reproductiva, historia familiar y de estilo de vida como consumo de
tabaco y alcohol. Las pacientes o sus acompafantes firmaron un término de consentimiento
informado “Termo de Consentimento Livre e Esclarecido” (en anexo) en donde permitieron el uso

de las muestras para el presente estudio.

Las muestras de control fueron obtenidas del Laboratorio de Andlisis Clinico de la
Universidad Federal do Pard (LAC), extraidas de sangre de mujeres seleccionadas sin histérico de
neoplasias. Las muestras fueron colectadas en un tubo al vacio con EDTA y se mantuvieron a 4°C
hasta el momento de extraccion del DNA. En total, se trabajé con 61 muestras de pacientes y 35

muestras de control.

El proyecto de investigacion al cual esta vinculado este trabajo fue aprobado por el “Comité

de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Hospital Ophir Loyola”, protocolo N° 184.445/2013.
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4.2. Extraccion de DNA

El DNA genomico fue extraido tanto con el kit comercial AllPrep DNA/RNA Mini Kit
(Qiagen), siguiendo las especificaciones del fabricante, asi como también con el método clasico de

fenol-cloroformo-alcohol isoamilico descrito por Sambrook y Russell (2001).

4.3. Cuantificacién de DNA

La concentracion de DNA fue determinada mediante analisis espectrofotométrico
(Espectrofotometro Nanodrop 1000, Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL). Para verificar la
integridad del DNA gendmico extraido, todas las muestras fueron sometidas a electroforesis en gel
de agarosa 1% coloreado con GelRed™ (UNISCIENCE) y expuestas a luz ultravioleta para la

visualizacion de los fragmentos (ver seccion 4.5).

4.4. Amplificacién mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

El DNA extraido fue sometido a PCR para amplificar las regiones 5’-UTR y 3°-UTR del
gen TYMS, un fragmento que incluye el codén 222 del gen MTHFR, un fragmento que incluye el
codon 429 del gen MTHFR y un fragmento que incluye el codén 929 del gen MTR. Se emple6 un
termociclador Applied Biosystem 2720 para todos los sistemas de PCR. Los oligonucle6tidos
iniciadores y el tamafio de los fragmentos amplificados se muestran en la tabla 2, y, los
componentes de la mezcla de reaccion y las condiciones para cada sistema de PCR se muestran en
la tabla 3. EI volumen final para cada reaccion fue de 25ul. Para descartar falsos positivos se
realizaron reacciones sin agregar DNA (controles negativos).



Tabla 2. Oligonucledtidos iniciadores usados

Iniciador

TS 5’-UTR
F

TS 5°-UTR
R

TS 3’-UTR
F

TS 3°-UTR
R

MTHFR
677 F

MTHFR
677 R

MTHFR
1298 F

MTHFR
1298 R

MTR
F
MTR
R

Secuencia

5’-GTGGCTCCTGCGTTTCCCCC-3’

5’- GGCTCCGAGCCGGCCACAGGCATGGCGCGG-3’

5’-TTCCCTCAAATCTGAGGGAGCTG-3’

5’-CTGCTCAGTTCCTTCCTAAAATA-3’

5’-AAGCAGAGGACTCTCTCTGCCC-3’

5’-CCCCCAGCCTGTGCGAGGACGGT-3’

5’-CCATTCCGGTTTGGTTCTCC-3°

5’-TGCTTGTGGTTGACCTGGGA-3’

5’-TTAGCACAGTTGGTGAAGGGAG-3’

5’-AAGACACTGAAGACCTCTGATTTGA-3’

Tamafio del
fragmento

215y 243 pb

169y 175 pb

365 pb

293 pb

392 pb
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Referencia

Ulrich et al.,
2002

Disefiados

Araujo et al.,
2015

Al-Motassem
et al., 2018



Tabla 3. Componentes de reaccion y condiciones de los sistemas de PCR

Componentes de

Tampoén
la mezcla de
> PCR 10X
reaccion
TSER
2,5 ul
5-UTR TYMS
1494del6
2,5 ul
3-UTR TYMS
Ce677T
2,5 ul
MTHFR
A1298C
2,5 ul
MTHFR
A2756G
2,5 ul
MTR

MgCl;
1,5 mM

0,8 ul

1,0 pl

1,0 ul

1,0 pl

1,0l

dNTPs
10 mM

4.0 ul

4,0 ul

4,0 pl

4,0 ul

4,0 ul

Iniciadores
10 pmol

1,0l

1,0 pl

1,0 ul

1,0 pl

1,0l

4.5. Electroforesis en geles de agarosa

DMSO polimerasa

3,0 ul

1,5l

2,0 ul

1,0 pl

0 ul

Taq

1U

0,2 ul

0,2 pl

0,2 pl

0,2 pl

0,2 pl

H20

12,5 ul

138 l

133 pl

143l

153 l

DNA
100 ng

1,0l

1,0 pl

1,0 pl

1,0 pl

1,0l
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Condiciones de

laPCR

94°C -5’
94°C —30”

60°C —=30°T

72°C —307]
72°C -5’

95°C —15’
94°C —>30’;

62°C —40'}

72°C -30°]
72°C —10°
94°C -5’

94°C —40°]

57°C =30

72°C —40°
72°C —5°
95°C —5°
94°C -30°]

64°C —30°T

72°C —30°
72°C -5
95°C —5°
94°C -30°]

64°C —30"T

72°C =307
72°C -5’

35X

35X

35X

38X

38X

Por medio de la técnica de electroforesis en geles de agarosa se visualizaron todos los

amplificados de los sistemas de PCR. La concentracion de los geles de agarosa fue de 1% y 2%, y

fueron preparados segun las especificaciones del fabricante.

El volumen de muestra por pozo fue de 4 ul del amplificado mezclado con 2 pl de tampon

de carga Blue (ver anexo) y 2 ul de GelRed™ (UNISCIENCE). Las muestras fueron sometidas a

un campo eléctrico de 100 V, 300 mA, 30 W durante 30 minutos. La visualizacion de los

fragmentos se observé bajo luz ultravioleta.
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4.6. Electroforesis horizontal en geles de poliacrilamida

Para obtener una mejor visualizacion de las bandas de los fragmentos amplificados de las
regiones 5’-UTR y 3°-UTR del gen TYM vy determinar los genotipos se realizaron corridas
electroforéticas en geles de poliacrilamida al 12% segun protocolo de Cruz et al. (2015), con
respectivas modificaciones. Los genotipos del polimorfismo TSER, en la region 5’-UTR, 2R/2R,
2R/3R y 3R/3R, se determinaron dependiendo del nimero de repeticiones, y, por consiguiente, de
acuerdo al tamafio del fragmento amplificado, (215 y 243 pb). Los genotipos del polimorfismo
1494del6, en la region 3’-UTR, +6/+6, +6/-6 y -6/-6 y también fueron determinados de acuerdo al
tamariio del fragmento amplificado (175 y 169 pb).

La metodologia empleada para realizar los geles al 12% fue la siguiente:

Inicialmente se prepar6 una mezcla de acrilamida-bisacrilamida 30% (29:1). Para preparar
los geles se tomaron 25 ml de agua destilada, 5 ml de tampon TBE 1X, 20 ml de poliacrialamida
30%, 80 ul de TEMED (N,N,N’,N’-Tetrametil-etilendiamina -Sigma-) y 750 ul de persulfato de
amonio 10%. Esta mezcla fue vertida en una ldmina soporte a la cual se le insertd un peine para la
formacion de los pozos donde posteriormente se coloco la muestra. Una vez polimerizado el gel,
se sumergio en la camara electroforética y se retird el peine. Seguidamente las muestras fueron
cargadas en los pozos. La cantidad de muestra por pozo fue de 5 pl del amplificado mezclado con
3 ul de tampon de carga Blue y 3 pl de GelRed™ (UNISCIENCE). Las muestras se sometieron a
un campo eléctrico de 100 V, 300 mA, 30 W, por espacio de 120 minutos. La visualizacion de los

fragmentos se observd bajo luz ultravioleta.

4.7. Polimorfismo de longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP)

4.7.1. RFLP para el polimorfismo C677T
Para determinar el polimorfismo C677T del gen MTHFR se realizo la digestion con la
enzima Hinfl (Biolabs). El polimorfismo genera un sitio de corte para esta enzima (Van Amerogen

et al., 1998). Las condiciones de la digestion se muestran en la tabla 4.
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Tabla 4. Componentes de la mezcla de reaccion para la digestion de los amplificados del
polimorfismo C677T del gen MTHFR

Componentes Cantidad (pl)
Tampoén 1X 1
Enzima 1U 0,1

H20 3,9
DNA amplificado 5
Volumen final 10

Las muestras fueron incubadas a 37°C durante 1 h y los resultados fueron visualizados en
geles de agarosa 3%.

4.8. Secuenciamiento automatico

Para verificar los genotipos obtenidos en las muestras analizadas se realizd el
secuenciamiento automatico de todas las muestras de pacientes y del grupo control.

Se utiliz6 el kit de secuenciamiento BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing de Applied
Biosystems, (Thermo Fisher Scientific). La mezcla de reaccion se muestra en la tabla 5, se
secuencid por el método Sanger en un secuenciador automatico ABI PRISM ® 3100 de Applied
Biosystems (Thermo Fisher Scientific). Las secuencias fueron analizadas en el programa BioEdit

Sequence Alignment Editor version 7.0.5.3.

Tabla 5. Componentes de la mezcla de reaccion para secuenciamiento automatico

Componentes Cantidad (pl)
Tampoén 1,5
Iniciador Forward 1,0
BigDye Terminator 1,0
H>0 55
DNA amplificado 1,0

Volumen final 10
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4.9. ANALISIS ESTADISTICO

Se realiz6 un analisis de significancia estadistica para evaluar las asociaciones de los
polimorfismos con el riesgo de desarrollar CM. También se determind si habia significancia
estadistica entre la presencia de los polimorfismos con los datos moleculares, la edad, historia
familiar y reproductiva, IMC, alcoholismo y tabaquismo. Se aplicaron los test de ji-cuadrado (X?),
test G, test exacto de Fisher y Odds Ratio (OR) en los programas BioEstat 5.0 (Ayres et al., 2007)
y GraphPad Prism 5 version 5.01 (GraphPad Software, Inc.). Valores de p menores que 0,05

fueron considerados estadisticamente significativos.
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5. RESULTADOS

5.1. Muestras

El nimero total de muestras usadas en el estudio fue de 61 pacientes y 35 controles. De las
muestras de pacientes fueron colectados datos epidemioldgicos, asi como caracteristicas de historia

reproductiva, historia familiar de CM y de estilo de vida como tabaquismo y alcoholismo (tabla 6).

Tabla 6. Caracteristicas de las muestras analizadas

Caracteristica Pacientes Control
<50 36 (59,02%) 8 (22,86%)
Edad >50 25 (40,98%) 27 (77,14%) ORg 3626
Media 47,90 + 10,57 57,17+9,68 =5
Blancas 18 (29,51%)
Color Negras 12 (19,67%) p= 0,137
Pardas 31 (30,82)
<249 18 (29,51%)
25-29,9 23 (37,70%)
IMC 30-34,9 16 (26,23%) p= 0,005
35-39,9 4 (6,54%)
>40 0 (0%)
] <12 afos 22 (36,1%)
Menarquia p= 0,029
>12 afios 39 (63,9%)
) Nuliparas 5 (8,2%)
Gestacion i p< 0,0001
Multiparas 56 (91,8%)
) Si 23 (37,7%)
Menopausia p= 0,001
No 38 (62,3%)
Historia Si 20 (32,79%)
- p= 0,007
familiar No 41 (67,21%)
) Si 10 (16,39%)
Tabaquismo p< 0,0001
No 51 (83,61%)
) Si 4 (6,56%)
Alcoholismo p< 0,0001

No 57 (93,44%)
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Dependiendo del polimorfismo evaluado, el nimero de muestras analizadas vario, como se

muestra en la tabla 7.

Tabla 7. Numero de muestras analizadas para cada polimorfismo

Gen Polimorfismo Muestras de pacientes  Muestras de control

TSER 61 35

TYMS
1494del6 61 35
Ce77T 61 35

MTHFR

A1298C 61 16
MTR A2756G 33 16

Ademés, también se obtuvo la clasificacion molecular del tumor basado en la
inmunohistoquimica a través de la técnica de hibridacion in situ (FISH) en estudios previos, como

se muestra en la tabla 8.

Tabla 8. Clasificacion molecular del tumor en el grupo de pacientes.

Clasificacion Numero de Porcentaje
Inmunohistoquimica pacientes (%)
Luminal A 7 11,48
Luminal B 28 45,90
HER2-positivo no luminal 9 14,75
TNBC 17 27,87
Total 61 100
p=0,0005

Fueron estandarizados todos sistemas de PCR, y se amplificaron todas las muestras de
pacientes y del grupo control. Se realizd también el analisis de restriccion para el polimorfismo
C677T del gen MTHFR y se realizo el secuenciamiento de todas las muestras empleadas. Se
determinaron también las frecuencias genotipicas y alélicas para todos los polimorfismos a evaluar.
El nimero total de muestras vario para cada polimorfismo (tabla 7) debido a problemas en la

amplificacion y en el agotamiento del tejido y sangre para realizar proximas extracciones de DNA.
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5.2. Polimorfismo TSER

5.2.1. Sistema de PCR 5’-UTR del gen TYMS

Todas las muestras en estudio permitieron la amplificacion de 215 y 243 pb
correspondientes a la region 5°-UTR del gen TYMS. Las muestras con tamafio de 215 pb
corresponden a 2 repeticiones, las de 243 pb a 3 repeticiones y las que presentaron las dos bandas
corresponden a los heterocigotos 2R/3R. Solo una muestra (1,64%) del grupo experimental

amplifico una banda de 271 pb y 243 pb, correspondiendo al genotipo heterocigoto 3R/4R.

5.2.2. Secuenciamiento automético del polimorfismo TSER

A través del secuenciamiento automatico se verificaron los genotipos homocigotos para los
alelos 2R y 3R, comprobandose la presencia de las repeticiones dobles y triples de 28 pb (figuras
11y 12).

$0 %0 100 110 120 130 130 150
CT GCCACCGCGCCACTT GGCCTGCCTCCGTICCCGCCGCGLC CTTGGCCT GCCT CCCTCCCCCGGCGGONSTTC

A MW

"l bl

| 1™ repeticion I | 29 repeticion |

Figura 11. Electroferograma del genotipo 2R/2R del polimorfismo TSER de TYMS

0 149 140
14

by 100 0 120 ¥ 13 160
GCCGCGCCACTTGGCCTGCCTCCGTCCCGCCGLCGCCACTTICGCCTGCCTCCGTICCCCC

CCGCGCCACTIGGCCTIGCCTCCGTCCC

1" repeticion 2% repeticion 3" repeticion

Figura 12. Electroferograma del genotipo 3R/3R del polimorfismo TSER de TYMS

5.2.3. Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo TSER del gen TYMS
Se analizaron 61 muestras de pacientes con CM y 35 muestras de control. De las 61
muestras de pacientes, 11,48% presento el genotipo homocigoto 2R/2R, 40,98% el genotipo
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homocigoto 3R/3R, 45,90% el genotipo heterocigoto 2R/3R, vy, 1,64% el genotipo heterocigoto
3R/4R. En las muestras control la distribucion de las frecuencias genotipicas fue de 11,43%,
31,43% y 57,14% para las variantes 2R/2R, 3R/3R y 2R/3R, no se encontro el genotipo 3R/4R en
el grupo control (grafico 1). La distribucion de los genotipos tanto en el grupo de pacientes como
en el grupo de control se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg (X?=0,04; p=0,84 y X?=1,27;
p=0,26).

Con respecto a las frecuencias alélicas, el alelo 2R present6 una frecuencia de 0,34 en las
muestras de pacientes y 0,40 en el grupo de control. El alelo 3R present6 una frecuencia de 0,65
en las muestras de pacientes y 0,60 en el grupo de control. El alelo 4R present6 una frecuencia de

0,01% en las muestras de pacientes (tabla 9).

57.14%
60%

45.90%

50%

40.98%

0,
40% 31.43%

30%

Porcentaje

0,
20% 11.48%11.43%

10% 1.64% oo

0%

2R/2R 3R/3R

Genotipo

2R/3R 3R/4R
B Muestras Pacientes B Muestras Control

Gréfico 1. Distribucidn de las frecuencias genotipicas del polimorfismo TSER del gen TYMS

Tabla 9. Frecuencia genotipica y alélica del polimorfismo TSER del gen TYMS

Frecuencia genotipica Frecuencia alélica

G . Muestras Muestras Muestras Muestras
enotipo . Alelo :
pacientes control pacientes control
n=61 (%) n= 35 (%) n=61 n=35
2R/2R 7 (11,48%) 4 (11,43%) 2R 0,34 0,40
3R/3R 25 (40,98%) 11 (31,43%) 3R 0,65 0,60
2R/3R 28 (45,90%) 20 (57,14%) 4R 0,01 0,0
3R/M4R 1 (1,64%) 0 (0%)
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5.3. Polimorfismo 1494del6

5.3.1. Sistema de PCR 3’-UTR del gen TYMS

Todas las muestras en estudio permitieron la amplificacion de 169 y 175 pb
correspondientes a la regién 3’-UTR del gen TYMS. Las muestras con tamafio de 169 pb
corresponden a los homocigotos con la delecion de 6 pb, las muestras de 175 pb corresponden a
aquellas que no tienen la delecion de 6 pb, y las que presentaron las dos bandas corresponden a los
heterocigotos +6/-6 pb.

5.3.2. Secuenciamiento automatico del polimorfismo 1494del6
A través del secuenciamiento automatico se verificaron, los genotipos homocigotos para

los alelos +6 y -6 del polimorfismo 1494del6 (figuras 13 y 14).

‘
|

/ '8 /\ | X v XY
= - ‘h"- —— "i\ N\ o ¥ " ¥y A - & :

+6 pb

Figura 13. Electroferograma del genotipo +6/+6 del polimorfismo 1494del6 del gen TYMS

30 40 30
AAC T T TATAG TTGTTTTATAT G

Figura 14. Electroferograma del genotipo -6/-6 del polimorfismo 1494del6 del gen TYMS

5.3.3. Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo 1494del6 del gen TYMS
Fueron analizadas 61 muestras de pacientes con CM y 35 muestras de control. De las 61
muestras de pacientes, 42,63% presentd el genotipo homocigoto +6/+6, 39,34% el genotipo

heterocigoto +6/-6, y 18,03% el genotipo homocigoto -6/-6. En las muestras de control la
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distribucion de las frecuencias genotipicas fue de 25,71%, 51,43%, y 22,86% para las variantes
+6/+6, +6/-6 y -6/-6 (gréfico 2). La distribucion de los genotipos tanto en el grupo experimental
como en el grupo control se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg (X?=1,61; p=0,20 X?=0,03
y p=0,86).

Con respecto a las frecuencias alélicas, el alelo +6 presentd una frecuencia de 0,62 en las
muestras de pacientes y 0,51 en el grupo de control. El alelo -6 present6 una frecuencia de 0,38 en

las muestras de pacientes y 0,49 en el grupo de control (tabla 10).

60% 51.43%
44.26%

50%

39.34%

40%

30%

Porcentaje

20%

10%

0%
+6/+6 -6/+6 -6/-6
Genotipo
B Muestras Pacientes B Muestras Control

Gréfico 2. Distribucién de las frecuencias genotipicas del polimorfismo 1494del6 del gen TYMS

Tabla 10. Frecuencia genotipica y alélica del polimorfismo 1494del6 del gen TYMS

Frecuencia genotipica Frecuencia alélica
G 8 Muestras Muestras Muestras Muestras

enotipo - Alelo :

pacientes control pacientes control

n=61 (%) n= 35 (%) n=61 n=35
+6/+6 26 (42,63%) 9 (25,71%) +6 0,62 0,51
+6/-6 24 (39,34%) 18 (51,43%)
-6/-6 11 (18,03%) 8 (22,86%) -6 0,38 0,49

5.4. Polimorfismo C677T
5.4.1 Sistema de PCR C677T del gen MTHFR
Todas las muestras en estudio permitieron la amplificacion de 365 pb correspondientes a la

region que incluye el codén 222 del gen MTHFR.
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5.4.2 RFLP para el polimorfismo C677T

Los amplificados de 365 pb fueron sometidos a digestion con la enzima Hinfl. La presencia
de T en lugar de C en la posicidn 677 genera un sitio de corte para esta enzima. La digestion con
Hinfl genera fragmentos de los siguientes tamafios: 9 y 356 pb para los homocigotos 677CC; 9,
165, 191 y 356 pb para los heterocigotos 677CT y 9, 165 y 191 pb para los homocigotos 677TT.
El fragmento de 9 pb no se consider6 debido a su tamafio y posicion dentro del iniciador forward.

5.4.3. Secuenciamiento automatico del polimorfismo C677T
A través del secuenciamiento automatico se comprobaron los genotipos 677CC, 677CT y
677TT del polimorfismo C677T (figuras 15, 16 y 17).

140 150 160
GC G 66 AGCC G AT TTCATCATT CAC

Figura 16. Electroferograma del genotipo 677CT del gen MTHFR

130 160
¢6GC G GG AGTCGATTTCATT CATCATC

'

Figura 17. Electroferograma del genotipo 677TT del gen MTHFR
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5.4.4. Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo C677T del gen MTHFR

Se analizaron 61 muestras de pacientes con CM y 35 muestras de control. De las 61
muestras de pacientes, el 50,82% presentd el genotipo homocigoto 677CC, 39,34% el genotipo
heterocigoto 677CT y el 9,84% el genotipo homocigoto 677TT. En las muestras control la
distribucion de las frecuencias genotipicas fue de 51,42% y 48,57% para 677CC y 677TT, no hubo
presencia del genotipo 677TT en el grupo de control (gréfico 3). La distribucién de los genotipos
tanto en el grupo de pacientes como en el grupo de control se encuentra en equilibrio de Hardy-
Weinberg (X?=0,18 p=0,67 y X?=3,6 p=0,05).

Con respecto a las frecuencias alélicas, el alelo C present6 una frecuencia de 0,70 en las
muestras experimentales y 0,76 en el grupo control, y el alelo T present6 una frecuencia de 0,30 en

las muestras experimentales y 0,24 en el grupo control (tabla 11).

60% 50.82% 51.42%

48.57%

50%

40

X

30

X

Porcentaje

20% 9.84%

ol

c/C c/T T/T
Genotipo

B Muestras Pacientes B Muestras Control

10%

0%

Gréfico 3. Distribucion de las frecuencias genotipicas del polimorfismo C677T del gen MTHFR

Tabla 11. Frecuencia genotipica y alélica del polimorfismo C677T del gen MTHFR

Frecuencia genotipica Frecuencia alélica
. Muestras Muestras Muestras Muestras
Genotipo - Alelo ;
pacientes control pacientes control
n=61 (%) n= 35 (%) n=61 n=35
677CC 31 (50,82%) 18 (51,42%) C 0,70 0,76
677CT 24 (39,34%) 17 (48,57%)

677TT 6 (9,84%) 0 (0%) T 0,30 0,24
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5.5. Polimorfismo A1298C
5.5.1. Sistema de PCR A1298C del gen MTHFR
Todas las muestras en estudio permitieron la amplificacion de 293 pb correspondientes a la

region del exén 7 del gen MTHFR.

5.5.2. Secuenciamiento automéatico del polimorfismo A1298C del gen MTHFR
Con el secuenciamiento automatico de los amplificados se comprobaron los genotipos
1298AA, 1298AC y 1298CC del polimorfismo A1298C (figuras 18, 19 y 20).

220 230 240
F GGGGEAGGAGCTGAC CAGTGAAGAAAGTAG

'

Figura 18. Electroferograma del genotipo 1298AA del gen MTHFR

540 350 360
FGGGEG AGGAGCTGAC CAGTGAAG A A A GTAT

_ !L“ot

Figura 19. Electroferograma del genotipo 1298AC del gen MTHFR

290 300 310
GGGGGAGGAGCTGAC CA G GAAGCAAG

Figura 20. Electroferograma del genotipo 1298CC del gen MTHFR
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5.5.3. Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo A1298C del gen MTHFR

Se analizaron 61 muestras de pacientes con CM y 16 muestras de control. De las 61
muestras de pacientes, 40,98% presentd el genotipo homocigoto 1298AA, 54,10% el genotipo
heterocigoto 1298AC, y 4,92% el genotipo homocigoto 1298CC. En las muestras de control la
distribucion de las frecuencias genotipicas fue de 43,75% y 56,256% para las variantes 1298AA y
1298AC, no hubo presencia del genotipo 1298CC en los controles (gréfico 4). La distribucion de
los genotipos tanto en el grupo experimental como en el grupo control se encuentra en equilibrio
de Hardy-Weinberg (X?=3,62; p=0,06 X?=2,45 y p=0,12).

Con respecto a las frecuencias alélicas, el alelo A present6 una frecuencia de 0,68 en las
muestras de pacientes y 0,32 en el grupo de control. El alelo C present6 una frecuencia de 0,32 en

las muestras de pacientes y 0,28 en el grupo de control (tabla 12).

60%

50% 40.98% 43.75%

40%

je

30

X

Porcenta

20

X

4.92%

A/A A/C c/C
Genotipo
B Muestras Pacientes B Muestras Control

10%

0%

Gréfico 4. Distribucion de las frecuencias genotipicas del polimorfismo A1298C del gen MTHFR

Tabla 12. Frecuencia genotipica y alélica del polimorfismo A1298C del gen MTHFR

Frecuencia genotipica Frecuencia alélica
. Muestras Muestras Muestras Muestras
Genotipo - Alelo ;
pacientes control pacientes control
n=61 (%) n=16 (%) n=61 n=16
1298AA 25 (40,98%) 7 (43,75%) A 0,68 0,72

1298AC 33 (54,10%) 9 (56,25%)
1298CC 3 (4,92%) 0 (0%) C 0,32 0,28
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5.6. Polimorfismo A2756G
5.6.1. Sistema de PCR A2756G del gen MTR
Todas las muestras en estudio permitieron la amplificacion de un fragmento de 392 pb

que incluye parte del exon 26 del gen MTR.

5.6.2. Secuenciamiento automatico del polimorfismo A2756G

A través del secuenciamiento automatico de los amplificados se comprobaron los genotipos
2756AA y 2756 AGC del gen MTR. No hubo presencia del genotipo 2756GG ni en las muestras de
pacientes ni en el grupo control (figuras 21 y 22).

170 180 120
CAGGACCATTATGAGICTCTCAA

Figura 21. Electroferograma del genotipo 2756AA del gen MTR

0 180 190
CAGGACCATTATGAGTCTICTCA:

Figura 22. Electroferograma del genotipo 2756AG del gen MTR

5.6.3. Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo A2756G del gen MTR

Se analizaron 33 muestras de pacientes con CM y 16 muestras de control. De las 33
muestras de pacientes, 96,97% presento el genotipo homocigoto 2756AA y 3,03% el genotipo
heterocigoto 2756AG. No hubo presencia del genotipo homocigoto 2756GG en el grupo de

pacientes. En las muestras control la frecuencia genotipica fue de 100% para los homocigotos
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2756AA, no se encontraron los genotipos 2756AG ni 2756GG en este grupo (grafico 5). La
distribucion de los genotipos en las pacientes se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg
(X?=0,01 p=0,93), sin embargo, en el grupo control no fue determinado debido a la ausencia de
muestras con los genotipos heterocigotos y homocigotos recesivos.

Con respecto a las frecuencias alélicas, el alelo A presentd una frecuencia de 0,98 en las
muestras de pacientes y 1,0 en el grupo de control. El alelo G present6 una frecuencia de 0,02 en

las muestras de pacientes (tabla 13).

96.97% 100.00%

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Porcentaje

3.ii°é 0% 0% goﬁ

A/A A/G G/G
Genotipo
B Muestras Pacientes B Muestras Control

Gréfico 5. Distribucidn de las frecuencias genotipicas del polimorfismo A2756 del gen MTR

Tabla 13. Frecuencia genotipica y alélica del polimorfismo A2756G del gen MTR

Frecuencia genotipica Frecuencia alélica
. Muestras Muestras Muestras Muestras
Genotipo - Alelo ;
pacientes control pacientes control
n= 33 (%) n=16 (%) n=33 n=16
2756AA 32 (96,97%) 16 (100%) A 0,98 1,0
2756AG 1 (3,03%) 0 (0%)

2756GG 0 (0%) 0 (0%) G 0,02 0
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5.7. Andlisis estadistico

Una vez determinadas las frecuencias genotipicas y alélicas de todos los polimorfismos en
estudio, se procedid a evaluar las asociaciones de los mismos con el riesgo de desarrollar cancer
de mama, asi como también, a determinar si habia significancia estadistica entre la distribucion de
los polimorfismos y alelos con los datos moleculares del tumor, caracteristicas clinicas de las
pacientes, edad, IMC, historia reproductiva, alcoholismo y tabaquismo. Ademas, se combinaron
los genotipos y alelos de los polimorfismos en los genes TYMS y MTHFR para determinar si juntos
tenian también significancia estadistica.

Fueron aplicados los test de ji-cuadrado (X?), test G, test exacto de Fisher y Odds Ratio
(OR) en los programas BioEstat 5.0 (Ayres et al., 2007) y GraphPad Prism 5 version 5.01
(GraphPad Software, Inc.). Se consideraron valores de p menores que 0,05 como estadisticamente

significativos.

5.7.1 Distribucién de los genotipos en los grupos evaluados

Se realiz6 un analisis de distribucion aplicando el test de ji-cuadrado (X?) para determinar
si habia diferencias significativas en la distribucion genotipica de los distintos polimorfismos entre
los grupos de pacientes y de control. Ademas, se calcul6 el OR y se aplicd el test G y el test exacto
de Fisher para determinar si habia alguna asociacion entre los genotipos y alelos con la presencia
de la enfermedad.

No se encontraron diferencias significativas entre el grupo de pacientes con cancer de mama
y el grupo control (tabla 14). Tampoco se encontré asociacion significativa entre los distintos

genotipos y alelos con los grupos evaluados (tabla 15.)
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Tabla 14. Distribucion de los genotipos de los diferentes polimorfismos en los grupos

evaluados

Polimorfismo/Genotipo Pacientes

TSER
2R/2R
2R/3R
3R/3R
1494del6
+6/+6
+6/-6
-6/-6
Ce677T
CcC
CT
TT
A1298C

AC
CcC
A2756G

AG
GG

25
28

26

24

11

31

24

25
33

32

Controles

11
20

18

18
17

o

16

X?=1,68
p=0,642

X2=2,75
p=0,253

X?=3,89
p=0,143

X2=0,821
p=0,663

X2=0,495
p=0,482



Tabla 15. Asociacion de los genotipos y alelos entre los grupos evaluados

TSER

3R/3R vs 2R/2R OR=1,247  p=0,949
3R/3R vs 2R/3R OR=1,505 p=0,516
3R/3R Vs (2R/3R + 2R/2R) OR=1,455  p=0,538
2R/3R vs 2R/2R OR=0,823  p=0,946
(3R/3R+2R/3R) vs 2R/2R OR=1,442 p=0,851
3Rvs 2R OR=1,194 p=0,677
1494del6

-6/-6 vs +6/+6 OR=0,351 p=0,476
-6/-6 vs +6/-6 OR=1,03 p=0,822
-6/-6 vs (+6/-6 + +6/+6) OR=0,760  p=0,743
-6/+6 vs +6/+6 OR=0,462 p=0,184
(-6/-6 + +6/-6 ) vs +6/+6 OR=0,466  p=0,151
-6 vs +6 OR=0,641 p=0,188
Ce77T

TT vs CC OR= - p=0,092
TTvsCT OR=- p=0,074
TT vs (CC+CT) OR=- p=0,083
CTvsCC OR=0,812  p=0,809
(TT+CT) vs CC OR=1,025 p=0,877
TvsC OR=1,305 p=0,541
A1298C

CCvs AA OR=- p=1,00
CCvs AC OR= - p=1,00
CC vs (AA+AC) OR= - p=0,600
ACvs AA OR=1,09 p=0,893
(CC+AC) vs AA OR=1,120  p=0,932
CvsA OR=1,201  p=0,839
A2756G

AA vs AG OR= - p= -

GvsA OR=- p= -
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5.7.2. Asociacién entre los genotipos encontrados y las caracteristicas de las muestras
de pacientes

Cuando se realizo el andlisis de asociacion entre los genotipos encontrados y las
caracteristicas de las muestras de pacientes, aplicando el test de de ji-cuadrado (X?), solo se
encontrd significancia estadistica en las distribuciones del polimorfismo TSER y la edad, el
polimorfismo C677T y el consumo de cigarro, y el polimorfismo A2756G y el consumo de cigarro
y alcohol (tabla 16).

Tabla 16. Asociacion entre los genotipos encontrados y las caracteristicas de las muestras
de pacientes

Caracteristica TSER 1494del6 C677T A1298C A2756G
Edad X?= 6,743 X?= 4,402 X?=2,029 X?=1,674 X?= 1,805
a
p= 0,034 p=0,111 p= 0,363 p= 0,433 p= 0,614
Col X?=0,921 X?=3,784 X?=2,972 X?= 4,317 X?= 2,750
olor
p= 0,922 p= 0,436 p= 0,563 p= 0,365 p= 0,253
M X%= 6,945 X?=4,312 X?= 4,424 X?=7,889 X3=1,472
p= 0,326 p= 0,635 p= 0,610 p= 0,246 p= 0,688
] X?= 2,325 X?= 0,522 X?=1,310 X?=3,712 X?= 0,516
Menarquia
p=0,3013 p= 0,770 p= 0,519 p= 0,156 p= 0,473
) X?= 1,004 X?= 1,256 X?= 0,627 X?= 1,528 X?= 0,067
Gestacion
p= 0,605 p= 0,534 p=0,731 p= 0,156 p=0,797
_ X?= 2,533 X?= 4,863 X?= 0,595 X?=1,871 X?=1,238
Menopausia
p= 0,282 p= 0,088 p= 0,743 p= 0,393 p= 0,266
o N X?= 4,667 X?= 2,035 X?= 0,441 X?=1,046 X?= 0,448
Historia familiar
p= 0,097 p= 0,362 p= 0,802 p= 0,593 p= 0,503
X%=1,668 X?= 0,582 X?= 8,437 X?= 0,668 X?= 4,641
Tabaquismo
p= 0,434 p=0,748 p= 0,015 p=0,716 p=0,031
X?= 2,095 X?= 2,049 X?= 0,545 X?= 3,632 X?=10,31
Alcoholismo

p= 0,351 p= 0,359 p= 0,761 p=0,163 p= 0,001
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5.7.3. Distribucion de las frecuencias genotipicas y alélicas y la clasificacion molecular

del tumor

Al aplicar el test de ji-cuadrado (X?) solo se encontrd significancia estadistica en la

distribucion de los alelos +6 y -6 del polimorfismo 1494del6 del gen TYMS (tabla 17).

Tabla 17. Distribucion de las frecuencias genotipicas y alélicas y la clasificacion molecular

del tumor

Clasificacion molecular
Luminal A

Luminal B

HER-2 Positivo

TNBC

Luminal A
Luminal B
HER-2 Positivo
TNBC

Luminal A
Luminal B
HER-2 Positivo
TNBC

Luminal A
Luminal B
HER-2 Positivo
TNBC

Luminal A
Luminal B
HER-2 Positivo
TNBC

2R/2R

2 (3,33%)
4 (6,67%)
1 (1,67%)
1(1,67%)

+6/+6
6 (9.84%)
11 (18,03%)
1 (1.64%)
8 (13.11%)

cC
2 (3.28%)
16 (26.23%)
5 (8.20%)

8 (13.11%)

AA
3 (4.92%)
9 (14.76%)
4 (6.56%)
9 (14.75%)

AA
3 (9.10%)
15 (45.45%)
4 (12.12%)
10 (30.30%)

Genotipos
TSER
2R/3R 3R/3R
3 (5,00%) 2 (3,33%)
13 (21,67%) 11 (18,33%)
3 (5,00%) 4 (6,66%)

8 (13,33%) 8 (13,33%)
X?= 2,664 p=0,850

1494del6
+6/-6 -6/-6
1 (1.64%) 0 (0,00%)
12 (19,68%) 5 (8,20%)
5 (8.20%) 3 (4.92%)
6 (9.84%) 3 (4.92%)
X?=7,262 p=0,298
C677T
CT TT
4 (6.56%) 1 (1.64%)
8 (13.12%) 4 (6.56%)
3 (4.92%) 1 (1.64%)
9 (14.75%) 0 (0,00%)
X?=5652 p=0,463
A1298C
AC cc
4 (6.56%) 0 (0,00%)
18 (29.50%) 1 (1.64%)
3 (4.92%) 2 (3.28%)
8 (13.11%) 0 (0,00%)
X?=9,345 p=0,155
A2756G
AG GG
1 (3.03%) 0 (0,00%)
0 (0,00%) 0 (0,00%)
0 (0,00%) 0 (0,00%)
0 (0,00%) 0 (0,00%)
X2=7,477 p=0,582

Alelos

2R 3R
7 (5,83%) 7 (5,83%)
21 (17,50%) 35 (29,17%)
5 (4,17%) 11 (9,17%)
10 (8,33%) 24 (20,00%)

X?=2,096 p=0,563

+6 -6

13 (10,66%) 1 (0,82%)

34 (27,87%)

7 (5,74%)

22 (18,03%)
X2= 9,909

C

8 (6,56%)

40 (32,79%)

13 (10,66%)

25 (20,49%)
X2= 1,400

A

10 (8,20%)

36 (29,52%)

11 (9,02%)

26 (21,31%)
X?= 1,945

A

7 (10,61%)

30 (45,45%)

8 (12,12%)

20 (30,30%)
X?= 7,362

22 (18,03%)
11 (9,02%)
12 (9,84%)
p= 0,019

=
6 (4,92%)
16 (13,11%)
5 (4,10%)
9 (7,38%)
p= 0,706

C
4 (3,28%)
20 (16,39%)
7 (5,74%)
8 (6,56%)
p= 0,584

G
1 (1,52%)
0 (0,00%)
0 (0,00%)
0 (0,00%)
p= 0,061
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5.7.4. Combinacion de genotipos en los genes TYMS y MTHFR

Al realizar la distribucion de las combinaciones de los genotipos de los polimorfismos
TSER/1494del6 de TYMS y C677T/A1298C de MTHFR, tampoco se encontré diferencia
estadisticamente significativa entre el grupo de pacientes y el grupo control cuando se aplico el test
de ji-cuadrado (X?) (tabla 18).

Tabla 18. Combinacion de genotipos en TYMS y MTHFR

Combinacion Pacientes Controles

Todos TSER con +6/+6

2R/2R,+6/+6 5 (8,20%) 2 (5,71%) X?=0,801
2R/3R/,+6/+6 13 (21,31%) 3(8,57%) p=0,670
3R/3R,+6/+6 8 (13,11%) 4 (11,43%)

Todos TSER con +6/-6

2R/2R,+6/-6 2 (3,28%) 0 (0,00%) X?= 5,590
2R/3R/,+6/-6 9 (14,75%) 3 (8,57%) p=0,133
3R/3R,+6/-6 12 (19,67%) 15 (42,86%)

3R/4R/+6/-6 1 (1,64%) 0 (0,00%)

Todos TSER con -6/-6

2R/2R,-6/-6 1 (1,64%) 2 (5,71%) X?=1,223
2R/3R/,-6/-6 8 (13,11%) 4 (11,43%) p= 0,542
3R/3R,-6/-6 2 (3,28%) 2 (5,71%)

677CC con A1298C

CC,AA 10 (16,39%) 2 (12,5%) X?= 0,569
CC,AC 19 (31,14%) 5 (31,25%) p= 0,752
CetcE 2 (3,28%) 0 (0,00%)

677CT con A1298C

CT,AA 11 (18,03%) 5 (31,25%) X?= 0,544
CT,AC 12 (19,67%) 4 (25%) p= 0,762
CT,TT 1 (1,64%) 0 (0,00%)

677TT con A1298C

TT,AA 4 (6,56%) 0 (0,00%) X?= -
TT,AC 2 (3,28%) 0 (0,00%) p= -
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Una vez realizados los andlisis estadisticos, se procedi6 a reevaluar aquellos resultados que
fueron estadisticamente significativos, como la distribucion del polimorfismo TSER respecto a la
edad de las pacientes, la distribucion de los polimorfismos C677T y A2756G respecto al consumo
de tabaco, la distribucion del polimorfismo A2756G con el consumo de alcohol y la distribucion

del polimorfismo 1494del6 en los diferentes tipos moleculares del tumor.

Se evalud la distribucion del alelo 3R del polimorfismo TSER con la edad en el grupo de
pacientes, obteniéndose un OR=2,364; p=0,164. lgualmente, se evalud la distribucién del alelo T
del polimorfismo C677T con respecto al consumo de tabaco, encontrando un OR=5,273; p=0,074.
Para el caso de la distribucion del alelo G del polimorfismo 2756AG con respecto al consumo de

tabaco y alcohol, no se encontr6 asociacion significativa (p=0,182 y p=0,09).

En cuanto a la distribucién de los alelos +6 y -6 del polimorfismo 1494del6 de TYMS con
la clasificacion molecular del tumor, se compararon los tipos de tumores de peor prondstico
(HER2-positivos + TNBC) con los de mejor prondstico (luminales A y B), encontrandose un
OR=1,621; p=0,274. En el caso del polimorfismo TSER de TYMS, para la distribucion de los alelos
2R y 3R, se encontré un OR=1,623; p=0,606. Igualmente, se realizd el mismo analisis para todos
los polimorfismos, sin embargo, los resultados no arrojaron factores de riesgo estadisticamente

significativos.
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6. DISCUSION

El cancer de mama es el segundo tipo de cancer mas comun en las mujeres, con mas de 2
millones de casos mundiales por afio (International Agency for Research on Cancer, 2018), sin
embargo, hoy en dia, ha habido un cambio significativo en la etapa de CM recién diagnosticado, y
se ha refinado el conocimiento de la biologia de la enfermedad, por lo que la estratificacion del
riesgo por subtipos moleculares permite definir terapias menos tdéxicas. El enfoque clinico
multidisciplinario para el tratamiento del CM (cirugia, radiologia, patologia, oncologia médica,
radioterapia y cirugia reconstructiva), asi como el enfoque traslacional de la investigacion del
cancer de mama, son ahora los modelos para otros tipos de cancer (Ganz; Goodwin, 2015).

Los avances en investigacion epidemioldgica y clinica de los ultimos afios, han permitido
identificar una serie de factores de riesgo del CM relacionados con la historia reproductiva, estilo
de vida de las mujeres y otros de origen diverso que incrementan la posibilidad de presentar la
enfermedad (Pérez; Sandoval; Tapia, 2009).

Recientemente, se ha demostrado la asociacién de polimorfismos en algunos genes como
posibles factores en la etiologia de la enfermedad. Marcadores moleculares relacionados al CM se
han descrito como posibles factores de riesgo, siendo estudiados como biomarcadores de
diagndstico, pronostico y prevencidon. Entre ellos se encuentran el gen TYMS, y, posiblemente, los
genes MTHFR y MTR (da Silva; de Lima; Bertuzzo, 2012; He; Shen, 2017; Lissowska et al., 2007).

En este estudio se evalud la distribucion de los polimorfismos TSER y 1494del6 del gen
TYMS, los polimorfismos C677T y A1298C del gen MTHFR y el polimorfismo A2756G del gen
MTR, en pacientes con tumores de mama en la poblacion paraense para determinar si habia
asociacion entre alguno de ellos y la presencia de la enfermedad.

Cuando se compard la distribucion de la edad en el grupo de pacientes con cancer de mama
y el grupo control, se encontré que ser mayor de 50 afios de edad es un factor de riesgo para esta
enfermedad (OR= 4,86, p=0,001) concordando con la literatura, que reporta la edad como uno de
los principales factores de riesgo para el cancer de mama, sobre todo para aquellas mujeres mayores
0 iguales a 50 afios, por ello, la OMS recomienda realizar exdmenes de deteccidn precoz, ya que,
cuando es detectado en fases iniciales aumenta la posibilidad de tratamientos menos agresivos y

con tasas de éxito satisfactorias (INCA, 2017; American Cancer Society, 2017).
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En cuanto a la raza de las mujeres, no se encontrd diferencia significativa en la distribucion
en el grupo de pacientes (p= 0,137). Para el caso del IMC, més del 70% de las pacientes presento
sobrepeso (p= 0,005). Se ha observado mayor riesgo de cancer de mama en aquellas mujeres con
pobre consumo de frutas y vegetales, consumo excesivo de carnes rojas y de grasas saturadas,
sobrepeso u obesidad y por un estilo de vida sedentario, esto es explicado por varios mecanismos
como el incremento de niveles de estrdgeno y testosterona, hiperinsulinemia y resistencia a la
insulina, incremento en la inflamacion y depresion en la funcién inmune (Stephenson; Rose, 2003;
Pérez; Sandoval; Tapia, 2009).

Los factores reproductivos también son considerados como factores de riesgo para el CM.
En este estudio, la mayoria de las pacientes no presentd menarquia temprana (63,9%) y aun no
habian entrado a la menopausia (62,3%), ademas, la mayoria de ellas reportd ser multiparas
(91,8%). Estas tendencias encontradas son contrarias a las reportadas, sin embargo, esta tendencia
podria ser revertida aumentando el tamafo de la muestra. Menarquia precoz, menor o igual a 12
afios de edad, menopausia tardia, nuliparidad, ausencia de lactancia materna, uso de
anticonceptivos y reposicion hormonal por mas de cinco afios son considerados factores de riesgo
para esta enfermedad. Estudios sugieren que el uso reciente de anticonceptivos orales (estrégeno y
progesterona) esta asociado a un incremento en el CM, particularmente en mujeres que los usan
antes de los 20 afios de edad, o antes de su primer embarazo. En comparacién con la nuliparidad,
una mayor paridad se ha asociado con un riesgo sustancialmente menor de CM luminal A (INCA,
2017, American Cancer Society, 2017; Barnard; Boeke; Tamimi, 2015).

Otro de los factores de riesgo para el CM es el histérico familiar. La presencia de casos de
CM en la familia, incluso en hombres, y cancer de ovario, aumentan la posibilidad de presentar
esta enfermedad (INCA, 2017). No obstante, en este estudio la mayoria de las pacientes (67,21%)
reporté no haber tenido casos de CM en su familia.

Segun la American Cancer Society (2017) un gran numero de investigaciones indican que
fumar puede aumentar levemente el riesgo de CM, particularmente el tabaquismo intenso a largo
plazo y entre las mujeres que comienzan a fumar antes de su primer embarazo. También, numerosos
estudios han confirmado que el consumo de alcohol aumenta el riesgo de CM en las mujeres en
aproximadamente un 7% -10% por cada 10 g (aproximadamente una bebida) de alcohol consumido
por dia en promedio. Las mujeres que toman 2-3 bebidas alcohdlicas por dia tienen un riesgo 20%

mayor de CM en comparacion con las no bebedoras. Ademas, hay evidencia de que el consumo de
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alcohol antes del primer embarazo puede afectar particularmente el riesgo. Uno de los mecanismos
por los cuales el alcohol aumenta el riesgo es aumentando los niveles de estrégeno y andrégeno
(American Cancer Society, 2017). Solo el 16,38% y 6,56% de las pacientes reportd haber tenido
habitos de consumo de tabaco y alcohol, sin embargo, esos resultados reportados en la ingesta de
alcohol podrian no ser tan ciertos, debido a que muchas personas no consideran el consumo social
de alcohol como habito, por tanto, debe hacerse un abordaje méas minucioso durante la entrevista.

El CM presenta un grupo de tumores que tiene un comportamiento biologico diferente. Las
caracteristicas clinicas histologicas han sido utilizadas para la definicion de los diferentes factores
pronosticos y de tratamiento; sin embargo, esta clasificacion histolégica no refleja la
heterogeneidad de los tumores en su comportamiento bioldgico, ni permite identificar los pacientes
que presentaran mejores respuestas y beneficios con las diferentes modalidades terapéuticas. Los
estudios inmunohistoquimicos del CM revelan la expresion de determinadas proteinas en las
células tumorales, por lo que se podrian considerar un reflejo de la biologia molecular tumoral, asi
como una posible alternativa a los estudios genéticos. En nuestras muestras, 11,48% presento el
subtipo luminal A, 45% el subtipo luminal B, 14,75% el subtipo HER2-positivo y 27,87% el
subtipo TNBC. El carcinoma de tipo luminal A es un subtipo con mejor pronostico con mayor
sensibilidad endocrina, en tanto que el tipo luminal B tiene un mal pronéstico. Los carcinomas de
tipo HER2-positivo y TNBC son aun de peor prondstico, siendo este Gltimo el que presenta el
comportamiento mas agresivo (Untch et al., 2013; Vuong et al., 2014; Bonilla; Matute; Severiche,
2015; Karsli-Ceppioglu et al., 2017).

De acuerdo a la American Cancer Society (2017) la mayoria de los CM pertenecen al
subtipo luminal A (71%), seguidos por los subtipos luminal B 'y TNBC (12% cada uno) y, por
ultimo, el menos comun, el subtipo HER2-positivo (5%). Las distribuciones en nuestro estudio
arrojaron una mayor presencia de los subtipos luminales (A y B, 57,38%), seguido del TNBC y
HER2-positivo. Estudios en poblaciones colombianas y brasileras también reportan porcentajes
similares (Bonilla; Matute; Severiche, 2015; Carvalho et al., 2014).

Con respecto a los polimorfismos evaluados en este estudio, en el gen TYMS, en la region
5’-UTR, se determinaron las frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo TSER. El
genotipo mas frecuente encontrado en el grupo de pacientes fue el heterocigoto para dos y tres
repeticiones (2R/3R) con una frecuencia de 45,90%, seguido del genotipo con tres repeticiones
(3R/3R) con 40,98%, y el homocigoto para dos repeticiones (2R/2R) con 11,48%, ademas, en una
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de las muestras de pacientes se encontrd el genotipo heterocigoto de tres y cuatro repeticiones
(3R/4R, 1,64%). Las frecuencias genotipicas en los controles fueron de 11,43%, 31,43% y 57,14%
para las variantes 2R/2R, 3R/3R y 2R/3R. No se encontro diferencia significativa en la distribucion
de los genotipos entre el grupo de pacientes y controles.

Los diferentes genotipos de TSER estan distribuidos de manera variable en los distintos
grupos poblacionales (tabla 19). En la poblacion china se ha reportado que los homocigotos 3R/3R
tienen una frecuencia de 67%; los heterocigotos 2R/3R tienen frecuencia de 31% y los homocigotos
2R/2R, 2% (Marsh et al., 1999). Gao et al. (2012) reportan frecuencias muy similares en la
poblacion china (66%, 29,4% y 4,6%, respectivamente). En el sureste asiatico los homocigotos
3R/3R presentan una frecuencia de 40%, los heterocigotos 2R/3R frecuencia de 44% vy los
homocigotos 2R/2R, 16%. En caucasicos, las frecuencias reportadas fueron de 38%, 43% y 19%

para los tres genotipos correspondientes (Marsh et al., 1999; Gao et al., 2012).

Estudios en el estado de Texas, USA, reportaron frecuencias genotipicas de 29%, 48% y
23% para 3R/3R, 2R/3R y 2R/2R, respectivamente (Zhang et al., 2004). Otro estudio en caucasicos
americanos reportd frecuencias genotipicas de 27% para 3R/3R, 54% para 2R/3R, y 19% para
2R/2R. Poblaciones africanas presentan frecuencias respectivas de 29%, 48% y 14%, el otro 9%
esta representados por repeticiones 4R y 9R (Marsh et al., 2000).

En Latinoamérica, en una poblacidn chilena, las frecuencias para estos tres genotipos fueron
de 29%, 48% y 23% (Acufia; Eaton; Massardo, 2006). En un estudio en México se encontraron
frecuencias de 36%, 48% y 16% para los tres genotipos correspondientes, y, en Brasil, se reportaron
frecuencias de 36%, 37% y 27% (Quintero-Ramos et al., 2014; da Silva; de Lima; Bertuzzo, 2012).

En general, la distribucion de las frecuencias genotipicas encontradas en nuestro estudio se
corresponde a la mayoria de las frecuencias reportadas (a excepcion en China), en la que el genotipo
2R/3R es el mas comun, seguido del homocigoto para 3R y por Gltimo el homocigoto para 2R.
Ademas, en nuestro grupo de pacientes se encontré un alelo 4R en condicién heterocigota, 3R/4R,
esto puede ser debido al aporte del continente africano en Brasil y el proceso de mestizaje, ya que
el alelo 4R se ha reportado, con altas frecuencias, en poblaciones africanas (Marsh et al., 2000).

Las frecuencias alélicas encontradas en nuestro estudio fueron de 0,60 y 0,65 para el alelo
3R y 0,40 y 0,34 para el 2R en el grupo control y de pacientes, respectivamente. El alelo 4R se
presento en una frecuencia de 0,01 en el grupo de pacientes. La distribucion de las frecuencias
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alélicas en nuestro estudio es comparable a la distribucion de los mismos alelos en diferentes
poblaciones, como en caucasicos y poblaciones del Sudeste Asiatico, China y Japon, asi como en
México, Chile y Brasil, en donde el alelo 3R esta presente en mayor proporcion que el 2R (Marsh
et al., 1999; Gao et al., 2012; Kumagai et al., 2003 (Acufia; Eaton; Massardo, 2006; Quintero-
Ramos et al., 2014; da Silva; de Lima; Bertuzzo, 2012, Araujo et al, 2015).

Tabla 19. Distribucion del polimorfismo TSER de TYMS en diferentes poblaciones

Poblacion 2R/2R 2R/3R 3R/3R Referencia
China 2% 31% 67% Marsh et al. (1999)
China 4,6%, 29,4% 66% Gao et al. (2012)
Sudeste asiatico 16% 44% 40% Marsh et al. (1999)
Caucaésicos 19% 43% 38% Marsh et al. (1999)
Texas, USA 23% 48% 29% Zhang et al., 2004
Africanos 14% 48% 29% Marsh et al., 2000
. Acufa; Eaton; Massardo
0, 0, 0, U U
Chile 23% 48% 29% (2006)
" Quintero-Ramos et al.
[0) 0, [0)
México 16% 48% 36% (2014)
. da Silva; de Lima;
0, 0, 0, 2 U
Brasil 27% 37% 36% Bertuzzo (2012)
Presente estudio 11,43% 57,14% 31,43%

*Todas las comparaciones se realizaron entre los grupos controles.

Para el polimorfismo 1494del6 del gen TYMS también fueron calculadas las frecuencias
genotipicas y alélicas, obteniéndose, en pacientes y controles, frecuencias de 42,63% y 25,71%
para el genotipo homocigoto +6/+6, 39,34% y 51,43% para el genotipo heterocigoto +6/-6, y
18,03% y 22,86% para el genotipo homocigoto -6/-6. Estas distribuciones no presentan diferencias

significativas entre pacientes y controles.

La distribucion de los genotipos relacionados con este polimorfismo varia de acuerdo a la
poblacion (tabla 20); asi, en una poblacion china el genotipo +6pb/+6pb se encontré con una
frecuencia de 9,8%, el genotipo +6pb/-6pb con frecuencia de 44,9% y el genotipo -6pb/-6pb con
frecuencia de 45,3% (Gao et al., 2002) Otros estudios reportan, en China, frecuencias de 5%, 39%
y 56% para esos tres genotipos (Mandola et al., 2004). En Japon, las frecuencias respectivas para
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esos genotipos fueron de 55%, 41% y 4% (Fujishima et al., 2010). En la India, las frecuencias
halladas fueron de 90,55% Yy 9,44% para los genotipos +6/+6 y +6/-6 (Kalyana; Mohana; Kaiser,
2009). En muestras poblacionales de Portugal, el genotipo +6pb/+6pb se encontré con una
frecuencia de 37,3%; el genotipo +6pb/-6pb con frecuencia de 51,8% y el y el genotipo -6pb/-6pb
con frecuencia de 10,9% (Carmona et al., 2008). En Espafia se reportaron frecuencias de 44,5%,
40% y 15,5% para los genotipos +6pb/+6pb, +6pb/-6pb y -6pb/-6pb, respectivamente (Patifio-
Garcia, 2009). Para poblaciones caucasicas, las frecuencias de los tres genotipos fueron de 40%,
38% y 22%, en hispanos 58%, 33% y 9% Yy en afroamericanos 25%, 46% y 29% (Mandola et al.,
2004).

Para Latinoamerica, en un estudio en Venezuela se encontraron frecuencias de 39%, 45%
y 16% para los genotipos +6pb/+6pb, +6pb/-6pb y -6pb/-6pb, respectivamente, y, en México, las
frecuencias de estos genotipos fueron de 46%, 43% Yy 11%, (Villegas et al., 2015; Gallegos-Arreola
et al., 2008).

Las distribuciones de las frecuencias genotipicas de nuestro estudio se corresponden con
las encontradas en las poblaciones afroamericanas y poblaciones de Portugal y de Venezuela, en
donde el genotipo predominante es el heterocigoto, seguido del genotipo +6/+6 y por ultimo el

genotipo -6/-6.

Con respecto a las frecuencias alélicas, en nuestro estudio el alelo dominante fue el +6, con
frecuencias de 0,62 y 0,51 en las muestras de pacientes y controles, respectivamente. El alelo -6
presentd frecuencias respectivas de 0,38 y 0,49 en pacientes y controles. Esas distribuciones son
comparables a la distribucién en poblaciones caucésicas, hispanas, afroamericanas, brasileras,
portuguesas y venezolanas, en donde también predomina el alelo +6. Sin embargo, en poblaciones
chinas, el alelo -6 se encuentra en mayor frecuencia que el +6 (Mandola et al., 2004; Carmona et
al., 2008; Villegas et al., 2015; Araujo et al, 2015; Gao et al., 2002).
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Tabla 20. Distribucion del polimorfismo 1494del6 de TYMS en diferentes poblaciones

Poblacion +6/+6 +6/-6 -6/-6 Referencia

China 9,8% 44,9% 45,3% Gao et al. (2012)
China 5% 39% 56% Mandola et al. (2004)
Japén 55% 41% 4% Fujishima et al. (2010)
India 91% 9% 0% Ez:z::'?éé\ggha”a;
Portugal 37% 52% 11% Carmona et al.2(008)
Espafia 45% 40% 15% Patifio-Garcia2(009).
Caucaésicos 40% 38% 22%, Mandola et al. (2004)
Hispanos 58% 33% 9% Mandola et al. (2004)
Afroamericanos 25% 46% 29% Mandola et al. (2004)
Venezuela 39% 45% 16% Villegas et al. (2015)
México 46% 43% 11% Sggg?os'A”eo'a il
Presente estudio 26% 51% 23%

*Todas las comparaciones se realizaron entre los grupos controles.

Fueron determinadas también las frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo
C677T del gen MTHFR, en donde el genotipo homocigoto 677CC se encontrd en mayor proporcion
tanto en el grupo de pacientes como en el grupo control, con frecuencias de 50,82% y 51,42%,
respectivamente. Le siguid, en proporcion, el genotipo heterocigoto 677CT, con frecuencias de
39,34% y 48,57% en el grupo de pacientes y control y, por Gltimo, el genotipo homocigoto 677TT,
con frecuencia de 9,84% en el grupo de pacientes y ausente en los controles. Todas estas

distribuciones no presentan diferencias significativas entre pacientes y controles.

En la tabla 21 se muestra la distribucion de los genotipos del polimorfismo C677T en
diferentes poblaciones. El genotipo 677CC presenta frecuencias de 45,1% en caucasicos, 46,5% en
asiaticos del este, 73% en asiaticos del sur, 41,8% en Oriente Medio, 44,3% en norteamericanos,
49,4% en brasileros, 29,5% en colombianos y 38% en ecuatorianos. Otro estudio en la region
Sudeste de Brasil reporta una frecuencia de 49% para este genotipo. El genotipo 677CT, para esas
mismas poblaciones presenta frecuencias de 43,6%, 41,3%, 24%, 44,6%, 43,1%, 40%, 50%, 61%
y 40,2% respectivamente. Las frecuencias para el genotipo 677TT respectivas para esas
poblaciones son 11,3%, 12,2%, 3%, 13,6%, 12,6%, 10,7%, 20,5%, 1% y 10,8%. En poblaciones
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arabes, turcas e italianas, las frecuencias de los homocigotos 677CC fue de 64,2%, 48,7 y 29,2%,
la frecuencia de los heterocigotos 677CT fue de 32,1%, 40% y 48,7%, y la frecuencia de los
homocigotos 677TT fue de 3,7%, 11,3% y 22,1% (Gonzales; Yu; Shiao, 2017; Rengifo; Gaviria,
2014; Barbosa et al., 2016; Lopez-Cortés et al., 2013; Raina et al., 2016).

En el presente estudio, la mayor frecuencia genotipica encontrada fue en los homocigotos
677CC, al igual que en poblaciones caucasicas, asiaticas, norteamericanas y brasileras, presentando
diferencias con las poblaciones colombianas y ecuatorianas, en donde el genotipo heterocigoto es
el que se encuentra con mayor frecuencia. El genotipo homocigoto 677TT se presentd en menor
frecuencia en todas las poblaciones mencionadas, y, en nuestro estudio, este genotipo solo se
encontrd en las muestras de pacientes mas no en el grupo control, esto pudo deberse a que el nimero
de muestras no fue suficiente para encontrar este genotipo recesivo en ese grupo, comparado con

el muestreo en los estudios mencionados.

Para el caso de las frecuencias alélicas, éstas fueron muy similares en el grupo de pacientes
y controles, con frecuencias respectivas de 0,70 y 0,76 para el alelo C y 0,30 y 0,24 para el alelo
T. Estudios en Colombia y Brasil también reportan al alelo C como el mas frecuente, de igual modo
lo reportan como mas frecuentes en poblaciones de la India, Arabia y Turquia (Rengifo; Gaviria,
2014; Araujo et al., 2015; Raina et al., 2016).

Tabla 21. Distribucion del polimorfismo C677T de MTHFR en diferentes poblaciones

Poblacién CcC CT TT Referencia

Caucasicos 45,1% 43,6% 11,3% Gonzales; Yu; Shiao (2017)
Este asiatico 46,5% 41,3% 12,2% Gonzales; Yu; Shiao (2017)
Sudeste asiatico 73% 24% 3% Gonzales; Yu; Shiao (2017)
Oriente Medio 41,8% 44 ,6% 13,6% Gonzales; Yu; Shiao (2017)
Norte América 44 3% 43,1% 12,6%, Gonzales; Yu; Shiao (2017)
Brasil 49,4% 40% 10,7% Gonzales; Yu; Shiao (2017)
Sudeste de Brasil 49% 40,2% 10,8% Barbosa et al. (2016)
Colombia 29,5% 50% 20,5% Rengifo; Gaviria (2014)
Ecuador 38% 40,2% 1% Lopez-Cortés et al. (2013)
Arabia 64,2% 32,1% 3,7% Raina et al. (2016)

Turquia 48,7% 40% 11,3& Raina et al. (2016)

Italia 29,2% 48,7% 22,1% Raina et al. (2016)

Presente estudio 51,42% 48,57% 0%

*Todas las comparaciones se realizaron entre los grupos controles.
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Para el polimorfismo A1298C de MTHFR también fueron determinadas las frecuencias
genotipicas y alélicas, encontrandose, sin diferencias significativas en la distribucién entre los
grupos de pacientes y controles, frecuencias de 40,98% y 43,75% en los homocigotos 1298AA,
54,10% y 56,25% en heterocigotos 1298AC y 4,92% en homocigotos 1298CC en las pacientes.

En la tabla 22 se muestra la distribucion de los genotipos del polimorfismo A1298C en
diferentes poblaciones. El genotipo 1298AA presenta frecuencias de 42,9% en caucasicos, 60,1%,
en asiaticos del este, 56,5%, en asiaticos del sur, 45,2% en Oriente Medio, 52,3% en norte
americanos, 54% en brasileros, 66,5% en colombianos y 98% en ecuatorianos. El genotipo
1298AC, para esas mismas poblaciones presenta frecuencias de 42,5%, 34,4%, 38,2%, 44,2%,
39,3%, 40,9%, 33% Yy 1% respectivamente. Las frecuencias respectivas para el genotipo 1298CC
en esas poblaciones son 14,6%, 5,6%, 5,3%, 10,6%, 8,4%, 5,1%, 0,5% y 1% (Gonzales; Yu; Shiao,
2017; Rengifo; Gaviria, 2014; Lopez-Cortés et al., 2013). Otros estudios reportan, en una poblacién
china, frecuencias de 56,57% para homocigotos 1298AA, 38,89% heterocigotos 1298CC, y 4,55%
homocigotos 1298CC. En otro estudio norteamericano, las frecuencias para esos genotipos fueron
de 48,86%, 41,17% y 9,97% (Liu et al., 2016).

Nuestras distribuciones genotipicas se corresponden a las reportadas en los estudios antes
mencionados, en donde el genotipo homocigoto 1298AA es el méas frecuente en todas las
poblaciones. De igual modo se corresponden las distribuciones de las frecuencias alélicas, siendo,

el alelo A el maés frecuente en todos los estudios mencionados.

Tabla 22. Distribucion del polimorfismo A1298C de MTHFR en diferentes poblaciones

Poblacion AA AC CcC Referencia

Caucasicos 42.,9% 42 5% 14,6% Gonzales; Yu; Shiao (2017)
Este asiatico 60,1% 34,4% 5,6% Gonzales; Yu; Shiao (2017)
Sudeste asiatico 56,5% 38,2% 5,3% Gonzales; Yu; Shiao (2017)
Oriente Medio 45,2% 44,2% 10,6% Gonzales; Yu; Shiao (2017)
Norte América 52,3% 39,3% 8,4%, Gonzales; Yu; Shiao (2017)
Brasil 54% 40,9% 5,1% Gonzales; Yu; Shiao (2017)
Colombia 66,5% 33% 0,5% Rengifo; Gaviria (2014)
Ecuador 98% 1% 1% Lopez-Cortés et al. (2013)
China 56,57% 38,89% 4,55% Liuetal., 2016

Presente estudio 44% 56% 0%

*Todas las comparaciones se realizaron entre los grupos controles.
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Se determinaron también las frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo A2756G
del gen MTR. EI genotipo homocigoto 2756AA presentd frecuencias de 96,97% y 100% en los
grupos de pacientes y control, y el genotipo heterocigoto 2756AG fue encontrado solo en una
muestra (3,03%) en el grupo de pacientes. No fue encontrado en ningun grupo el genotipo
homocigoto 2756GG. Solo la distribucion de genotipos en el grupo de pacientes se encuentra en
equilibrio de Hardy-Weinberg. Los resultados obtenidos en nuestro grupo control pueden deberse
en parte por el pequefio tamafio de la muestra empleado en este analisis y a la baja frecuencia del

genotipo recesivo en la poblacién en general.

En la tabla 23 se muestra la distribucion de los genotipos del polimorfismo A2756G en
diferentes poblaciones. La frecuencia genotipica de este polimorfismo en una poblacion irani fue
de 61,54% para los homocigotos 2756AA, 32,31% para los heterocigotos 2756AG y 6,15% para
los homocigotos 2756GG (Haghiri et al., 2016). En una poblacion china, las frecuencias
genotipicas correspondientes reportadas por Qin, et al. (2012) fueron de 82%, 17,1% y 0,9%,
mientras que Wang, et al. (2015) en otro estudio en China, reportd frecuencias de 62,14%, 32,5%
y 5,36%, respectivamente. En India, las frecuencias encontradas fueron de 54,58% para 2756AA
y 45,42% para 2756AG (Raina et al., 2016). En Brasil se ha reportado una frecuencia genotipica
de 61,11% para 2756AA, 34,72% para 2756AG y 4,17% para 2756GG (Zara-Lopes et al., 2016).
Otro estudio en Brasil report6 frecuencias respectivas para estos tres genotipos de 64,2%, 25,3% vy
1,05% (de Lima et al., 2010). En Ecuador se reportaron frecuencias de 92%, 6% y 2%,

respectivamente (Lépez-Cortés et al., 2013).

Las distribuciones genotipicas encontradas se comparan con las reportadas en diversos
estudios, en donde el genotipo homocigoto 2756AA es el mas frecuente, seguido por el
heterocigoto 2756AG, y en menor proporcion el homocigoto 2756CC. Respecto a la distribucion
de los alelos, el alelo A presento una frecuencia de 0,98 en las pacientes y 1,0 en los controles, y
el alelo G present6 una frecuencia de 0,02 en las muestras de pacientes. En todos los estudios

mencionados el alelo A también se encontré en mayor frecuencia que el alelo G.
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Tabla 23. Distribucion del polimorfismo A2756G de MTR en diferentes poblaciones

Poblacién AA AG GG Referencia

Irén 61,54% 32,31% 6,15% Haghiri et al. (2016)
China 82% 17,1% 0,9% Qin, etal. (2012)

China 62,14% 32,5% 5,36%, Wang, et al. (2015)

India 54,58% 45,42% 0% Raina et al. (2016)

Brasil 61,11% 34,72% 4,17% Zara-Lopes et al. (2016).
Brasil 64,2% 25,3% 1,05 de Lima et al. (2010).
Ecuador 92% 6% 2% Lopez-Cortés et al. (2013)
Presente estudio 100% 0% 0%

*Todas las comparaciones se realizaron entre los grupos controles.

En cuanto a la distribucion de los alelos de riesgo para el polimorfismo TSER de TYMS, la
presencia del alelo 3R en condicion homocigota revel6 un aumento en la posibilidad de desarrollar
CM cuando fue comparado con los homocigotos 2R, y heterocigotos 2R/3R aunque la diferencia
no fue estadisticamente significativa (OR=1,247; p=0,949; 1,505; p=0,516). Del mismo modo, se
encontrd que la presencia del alelo T del polimorfismo C677T y del alelo C de A1298C de MTHFR
podrian aumentar el riesgo de desarrollar CM (OR= 1,305; p=0,541 y OR=1,201; p=0.839), pero
también fue sin diferencia significativa.

Cuando se evalud la distribucion de los alelos de riesgo 3R del polimorfismo TSER de
TYMS respecto a la edad de las pacientes, se encontrd que la condicién homocigota de este alelo
en las pacientes mayores de 50 afios podria ser un factor de riesgo para el desarrollo de la
enfermedad, sin embargo, la asociacion no fue estadisticamente significativa (OR=2,364;
p=0,164). Del mismo modo, en aquellas pacientes que presentan, al menos, un alelo T del
polimorfismo C677T de MTHFR podrian aumentar la probabilidad de desarrollar cAncer de mama
cuando tienen habitos de fumar, mas sin asociacion significativa (OR=5,273; p=0,074). Tampoco
se encontro asociacion estadisticamente significativa entre los alelos de riesgo del polimorfismo
A2756G de MTR con los habitos de tabaquismo y etilismo de las pacientes (p=0,182 y p=0,09). En
un metanalisis realizado por Wang; Wang y Di (2011) no se encontrd heterogeneidad estadistica
para el polimorfismo TSER, y asociaron el alelo 2R con el riesgo de CM en comparacion con alelos
no 2R, sin embargo, aunque el tamafio de las muestras evaluadas fue alto (1969 casos y 2290

controles), el OR determinado fue de 1.09.



79

Para el caso de la distribucion alélica del polimorfismo 1494del6 de TYMS con la
clasificacion molecular del tumor, se realizd una comparacion entre los tipos de tumores mas
agresivos (HER2-positivos + TNBC) y los menos agresivos (luminales A y B), encontrandose que
la presencia del alelo -6 podria aumentar la probabilidad de desarrollar este tipo de tumores mas
agresivos, aunque la asociacion no sea estadisticamente significativa (OR=1,621; p=0,274). Del
mismo modo se aplico el test de Odds Ratio para el resto de los polimorfismos, encontrandose que
el alelo 3R del polimorfismo TSER de TYMS también podria ser un factor de riesgo para desarrollar
tumores de tipo HER-2 positivo y TNBC, aunque la asociacion tampoco fue estadisticamente
significativa (OR=1,623; p=0,606).

Se ha postulado que el nimero de repeticiones en tandem en TSER puede ser un
determinante de los niveles de expresion de la enzima TS. El alelo 3R tiene un mMRNA mas estable
y una mejor eficacia traduccional que el alelo 2R, esto resulta en una mayor actividad de la enzima
TS, por tanto, el genotipo heterocigoto 2R/3R deberia tener una actividad intermedia. Como TS
compite con MTHFR en el ciclo del metabolismo del &cido félico por la disponibilidad de 5,10-
metilentetrahidrofolato, los niveles de éste Gltimo disminuyen, por lo tanto, la variante 3R puede
afectar los niveles de 5,10-metilentetrahidrofolato llevando a una disminucion en la concentracion
celular de S-adenosilmetionina, y una subsecuente disminucion en la metilacion del DNA. Asi, la
hipometilacion de DNA puede aumentar la susceptibilidad a mutaciones génicas y alterar la
expresion de oncogenes y supresores de tumores. Esto podria resultar en cambios epigenéticos que
pueden iniciar el proceso de carcinogénesis. Ademas, cuando se comparan los niveles de mMRNA'y
de proteina entre los alelos 3R y 2R, en muestras tumorales, los homocigotos para tres repeticiones
tienen un aumento en los niveles intratumorales y mayor expresion enzimatica, también, se ha
propuesto que a menores niveles de mMRNA de TS hay mejor respuesta al tratamiento con 5-FU
(Mandola et al., 2002; Quintero-Ramos et al., 2014; da Silva; de Lima; Bertuzzo, 2012;
Schwarzenbach et al., 2010).

Debido a esa relacion existente entre el alelo 3R y el aumento de la eficiencia en la
transcripcion y traduccién de TYMS, la indagacion del genotipo en este tipo de pacientes resulta en
una herramienta de gran utilidad para el médico tratante, ya que brinda informacion potencial
acerca de la seleccion de la terapia, monitoreo de la enfermedad y prondéstico de la misma (Villegas
et al., 2015).
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El polimorfismo 1494del6 varia mucho dentro de las diferentes poblaciones étnicas. Se ha
determinado una frecuencia de 30% en poblaciones caucésicas y estd en desequilibrio de
ligamiento con el polimorfismo TSER en 5-UTR. El alelo con la delecién puede causar
inestabilidad en el MRNA lo que llevaria a una menor expresion de TS (Ulrich et al., 2000; Mandola
etal., 2004).

Este polimorfismo se ha asociado significativamente con los pacientes con CM, y podria
ser un biomarcador util para la toxicidad de 5-FU, pudiendo aumentar el riesgo de cancer de mama.
Esta asociacion ha sido méas evidente en los tumores ER/PR positivos en pacientes pre-
menopausicas con CM. Sin embargo, otros estudios reportan que su asociacién con esta
enfermedad aun es controversial, siendo asociado con afecciones inflamatorias y varias
enfermedades como cancer colorrectal y pulmonar y linfoma no Hodgkin. (Skibola et al., 2004;
Shi et al., 2005; Gallegos-Arreola et al., 2008; Kumar; Vamsy; Jamil, 2010; da Silva; de Lima;
Bertuzzo, 2012; Mo et al., 2016).

Estudios recientes han informado que el polimorfismo 1494del6 puede afectar el nivel de
MRNA de TYMS, y que el genotipo +6/+6 aumenta significativamente los niveles de mMRNA en
comparacion con el genotipo -6/-6. El efecto funcional de este polimorfismo aiun no se ha
comprendido completamente, los datos disponibles sugieren que el alelo -6 podria asociarse con
una disminucion de la estabilidad de TYMS in vitro, menor expresion de TYMS intratumoral in vivo
y quizas con un mayor riesgo de cancer. Un estudio de China sugiere que los genotipos de las
variantes homocigoticas +6 se asociaron con una disminucion significativa del riesgo de CM en su
poblacién; el efecto protector fue mas evidente en las mujeres posmenopausicas, ademas, en un
metanalisis realizado por Wang; Wang y Di (2011) reportaron que el alelo con la delecién puede
incrementar la susceptibilidad a desarrollar CM. (Kumar; Vamsy; Jamil, 2010).

La enzima MTHFR juega un rol central en el direccionamiento del folato hacia la
remetilacion de homocisteina para metionina a expensas de la sintesis de purinas y de DNA. El
polimorfismo C677T da como resultado una enzima termolabil con actividad reducida que dificulta
la metilacion del DNA al tiempo que proporciona un mayor flujo de folato para la sintesis de
nucleotidos. Esto puede resultar en una mejor reparacion del DNA al reducir los niveles de uracilo
que de otra manera podrian incorporarse en el DNA. Sin embargo, la actividad reducida de la
enzima MTHFR también reduce la disponibilidad de S-adenosilmetionina requerida para los
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procesos de metilacion que también pueden promover la hipometilacion del DNA, cuyos efectos
se exacerban en condiciones de bajo nivel de folato (Skibola et al., 2004).

Se ha reportado que individuos con las variantes polimorficas en MTHFR pueden
incrementar el riesgo para el CM pre-menopausico, y puede estar atribuido a perturbaciones en la
metilacion del DNA. Esas alteraciones en la metilacién pueden resultar en la activacion de
protooncogenes, inactivacion de genes supresores de tumores y desregulacion génica para los

receptores de estrégeno (Semenza et al., 2003)

Waseem et al. (2016) reportan asociacion del genotipo 677CT vy del alelo T con riesgo de
CM en la poblacién india. Factores ambientales como el consumo de tabaco también juega un papel

importante en el CM.

Otros estudios presentan resultados no concluyentes en varios grupos raciales y étnicos
sobre la asociacion de polimorfismos en MTHFR y la susceptibilidad al CM. Esos hallazgos
inconsistentes podrian deberse a la heterogeneidad de la herencia, migracion, ubicaciones
geogréficas, factores ambientales y complejas vias epigenéticas que conducen a la carcinogénesis.
Por tanto, aunque se han observado correlaciones significativas entre los SNPs en MTHFR vy el
CM, varios autores también reportan que no hay asociacion entre esos polimorfismos y la
susceptibilidad al CM. Por lo tanto, la asociacion del polimorfismo C677T con CM es muy
controversial (Henriquez-Hernandez et al., 2010; Bravata, 2014; Gonzales; Yu; Shiao, 2017
Rezaei; Rassi; Nemati, 2017).

En comparacion con C677T, la funcionalidad del polimorfismo A1298C estd menos
definida y su funcion enzimética es menos anormal. Los homocigotos 1298CC han sido asociados
a una pérdida de 30% de funcidn, y los heterocigotos 1298AC con 15% de pérdida de funcién. Sin
embargo, se ha asociado a enfermedades neuroldgicas, autismo, Alzheimer, Parkinson,

enfermedades cardiovasculares, abortos y cancer (Gonzales; Yu; Shiao, 2017).

Estudios han sugerido que la deficiencia de folato puede influenciar en la estabilidad del
DNA y que esto podria incrementar el riesgo al cancer (Liu et al., 2016). Otros estudios han
encontrado que este polimorfismo y el C677T afectan la sobrevivencia en pacientes con CM. No
obstante, las asociaciones de estos dos polimorfismos con el CM son aun controversiales. Ademas,

tienen que tomarse en cuenta otros factores que podrian explicar la discordancia que existe entre



82

esta asociacion con la enfermedad, como por ejemplo las caracteristicas de las diferentes
poblaciones, edad, raza, mutaciones en BRAC1 y BRAC2, estado del tumor, toma de folato, entre
otros (Martin et al., 2006; Bravata, 2014).

El polimorfismo A2756G incrementa los niveles de homocisteina en plasma, lo que podria
resultar en cambios en la via del folato y posteriormente en la induccién de carcinogénesis (Zara-
Lopes et al., 2016).

Hay varios estudios que evaltan la relacion de este polimorfismo y el riesgo al CM,
asociandolo fuertemente a la enfermedad, no solo el genotipo homocigoto A2756GG, sino que
también el genotipo heterocigoto 2756AG (Hosseini, 2013). Carvalho, et al. (2012), reportan
también asociacion de este polimorfismo con el riesgo del CM, y en otro estudio evaltan el efecto
de este polimorfismo conjuntamente con el polimorfismo C677T de MTHFR (de Céssia et al.,
2012). Sin embargo, en metanalisis reportados por Weiner, et al. (2012) y Zhong et al. (2013), no
encuentran asociacion entre este polimorfismo y la enfermedad.

Por ultimo, la identificacion de polimorfismos asociados al CM puede ser usada como una
importante herramienta para la evaluacién de la predisposicion y prognosis de la enfermedad, sin
embargo, se debe recalcar que el cancer es una enfermedad multifactorial, por tanto, para interpretar
de manera adecuada esta clase de estudios se debe ampliar la investigacion evaluando factores
externos a los que esta sometida cada persona, tales como la dieta, estilo de vida, historia familiar,
historia reproductiva, consumo de tabaco y alcohol, la exposicion a agentes carcin6genos, entre

otros.
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7. CONCLUSIONES

Fueron determinadas las frecuencias genotipicas y alélicas de todos los polimorfismos
evaluados, sin diferencias significativas en la distribucién entre el grupo de pacientes y el grupo
control.

El alelo 3R del polimorfismo TSER de TYMS y los alelos T y C de los polimorfismos C677T
y A1298C de MTHFR, podrian aumentar el riesgo de desarrollar CM, aunque la asociacion
encontrada no haya sido estadisticamente significativa. Se recomienda aumentar el tamafio de la
muestra.

Se determinaron las combinaciones de los polimorfismos TSER/1494del6 en el gen TYMS
y C677T/A1298C en el gen MTHFR, sin diferencias significativas entre el grupo de pacientes y el

grupo control.

Mujeres mayores de 50 afios, y con la presencia del alelo 3R del polimorfismo TSER de
TYMS podrian tener un mayor factor de riesgo para el desarrollo de la enfermedad, aunque los
valores no sean estadisticamente significativos. Para validar esto se recomienda hacer un muestreo
mayor.

Mujeres que presentan, al menos, un alelo T del polimorfismo C677T de MTHFR podrian
aumentar la probabilidad de desarrollar cAncer de mama cuando tienen habitos de fumar, aun
cuando no sea estadisticamente significativo. Para validar este resultado se recomienda también
realizar un muestreo mayor.

El polimorfismo 1494del6 de TYMS podria estar relacionado con el riesgo de tumores de
mama mas agresivos del tipo HER2-positivo y triple negativo, aunque la asociacion no sea
estadisticamente significativa.

El alelo 3R del polimorfismo TSER de TYMS también podria ser un factor de riesgo para
desarrollar este tipo de tumores mas agresivos, aungue la asociacion tampoco fue estadisticamente

significativa.
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ANEXOS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PROJETO: Biomarcadores de resposta a quimioterapia no cancer de mama localmente
avancado.

Nome do voluntario:

Vocé esta sendo convidada a participar de um estudo que tem por objetivo avaliar a expressao dos
genes c-myc, her-2 e kras como fatores de resposta a quimioterapia neoadjuvante em cancer de
mama e que envolve a coleta de material para a realiza¢cdo de uma bidpsia (analise de pequenas
amostras de tecido para o diagndstico do tipo do tumor) e a realiza¢cdo de um exame para avaliacao

do tamanho do tumor (Ressonancia Magnética).

O Cancer de mama € o tipo de tumor mais frequente em mulheres no Brasil e 0 segundo no
Estado do Para. Infelizmente muitos destes tumores sdo descobertos em estagio avancado,
precisando de tratamento com quimioterapia antes da realizacdo de cirurgia, chamado de
quimioterapia neoadjuvante. Esta quimioterapia visa diminuir o tumor para melhorar as condi¢des
da cirurgia, porém nem todos o0s pacientes apresentam a mesma reducdo do tumor. Conhecer
algumas caracteristicas deste tumor, como 0s genes que pretendemos estudar, € importante para
compreende melhor a doenca, 0 tratamento e as respostas a quimioterapia ajudando assim na
identificacdo dos pacientes que se beneficiardo ou ndo das medicacgdes fornecidas.

Para que vocé possa decidir se quer participar ou ndo deste estudo, precisa conhecer seus
beneficios, riscos e implicacdes.

OBJETIVO DO ESTUDO

Este estudo tem como objetivo avaliar as expressoes proteicas dos genes C-MYC, HER-2
e KRAS como fatores de predicédo de resposta a quimioterapia neoadjuvante em cancer de
mama localmente avancado, nas pacientes tratadas no Hospital Ophir Loyola.

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

Se vocé concordar em participar deste estudo sera coletada uma amostra do tumor para
a realizacao da bidpsia (exame que diagnostica o tipo de tumor). A coleta de material para a
bidpsia sera feita por uma médica (0) pesquisadora(r) participante desse estudo. Também
vocé ird realizar um exame de imagem (Ressonancia Magnética) das mamas. Essas amostras de
tumor serdo levadas ao laboratério onde sera realizado em estudo imunohistoquimico, FISH e
RFLP-PCR para avaliar os genes (C-MYC, HER-2 e KRAS) nas células do tumor. Essas técnicas
vao detectar as proteinas dos genes que queremos estudar e correlacionar com a resposta do tumor
a quimioterapia que voceé ird receber como parte de seu tratamento. Esta quimioterapia sera a que
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é feita de rotina no Hospital Ophir Loyola para o tratamento de cancer de mama. O material isolado
das amostras de tumor sera armazenado no Servi¢co de Anatomia-patolégica deste hospital, ap6s a
utilizacdo do mesmo para os procedimentos relacionados a este projeto. Se vocé concordar em
participar deste projeto de pesquisa 0s pesquisadores participantes também consultardo seus
registros médicos para obter dados que podem ser importantes para compreender o cancer de
mama.
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METODOS ALTERNATIVOS

Sua participacdo nesse estudo é totalmente voluntaria. Vocé néo é obrigada a participar
do estudo. Se vocé ndo concordar em realizar a Ressonancia mamaria e permitir a biépsia de
seu tumor, vocé ndo participara desse estudo.

RISCOS

O seu tratamento sera exatamente 0 mesmo caso vVocé participe ou ndo deste estudo. E € importante
gue vocé saiba dos riscos implicados na coleta de uma amostra do tumor e na realiza¢do da Ressonancia
mamaria. A bidpsia do tumor e a quimioterapia sdo procedimentos que fazem parte do tratamento usual
do cancer de mama, porém a ressonancia nao faz parte da rotina. A coleta da bidpsia de seu tumor pode
causar sangramento no local. Caso isso aconteca, esse sangramento sera controlado pela médica (o) que
realizard a coleta. A Ressonancia mamaria € um exame nao invasivo que visa o estudo do tamanho do
tumor e dos ganglios, vocé precisarad tomar um contraste, porém este exame sera realizado em ambiente
hospitalar diminuindo os riscos de alguma complicagdo que possa ocorrer.

BENEFICIOS

Vocé ndo tera beneficios com os resultados dessa pesquisa. Entretanto, os resultados
gerados por ela poderdo ajudar a compreender melhor o cancer de mama e auxiliar no
tratamento do mesmo, no futuro, para outras mulheres.

ACOMPANHAMENTO, ASSISTENCIA E RESPONSAVEIS

E importante que vocé saiba que o seu tratamento serd 0 mesmo, caso aceite ou ndo participar
desse projeto. E que vocé tem direito de saber qualquer informacdo gerada nessa pesquisa
relacionada a sua doenca. Essa pesquisa é coordenada pela Dra. Cynthia Lins, qualquer davida que
tenha respeito pode ser sanada entrando em contato pelo telefone (91) 8129-8434.

CARATER CONFIDENCIAL DOS REGISTROS

Além da equipe de salde que cuidara de vocg, seus registros médicos poderdo ser consultados
pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Ophir Loyola e equipe de pesquisadores envolvidos
nesse estudo. Seu nome néo sera revelado ainda que informacgdes de seu registro médico sejam
utilizadas para propdésitos educativos ou de publicacdo, que ocorrerdo independentemente dos
resultados obtidos.

TRATAMENTO MEDICO EM CASO DE DANOS

Todo e qualquer dano decorrente do desenvolvimento deste projeto de pesquisa e que necessite de
atendimento meédico, ficard& a cargo da Instituicdo (Hospital Ophir Loyola). Seu tratamento e
acompanhamento médico independem de sua participacéo neste estudo.

CUSTOS
Né&o havera qualquer custo ou forma de pagamento para vocé pela sua participacdo nesse estudo.

BASES DA PARTICIPACAO

E importante que vocé saiba que a sua participacao neste estudo é completamente voluntaria e
que vocé pode recusar-se a participar ou interromper sua participacdo a qualquer momento, sem
penalidades ou perda de beneficios aos quais vocé tem direito. Caso vocé decida interromper sua
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participacdo no estudo, a equipe de pesquisadores deve ser comunicada e a coleta e 0 uso das
amostras para os fins relativos ao estudo serd imediatamente interrompida.

O meédico responsavel por sua internacdo pode interromper sua participacdo no estudo a
qualguer momento, mesmo sem a sua autorizagdo. Caso isso aconte¢ca 0 motivo sera comunicado
a voce.

GARANTIA DE ESCLARECIMENTOS

NoOs estimulamos a vocé ou seus familiares a fazerem perguntas a qualquer momento do estudo.
Neste caso, por favor, ligue para a Dra. Cynthia Lins no telefone (91) 8129-8434. Se vocé tiver
perguntas com relacdo a seus direitos como participante do estudo, também pode contar com um
contato imparcial, o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Ophir Loyola, situado & Avenida
Governador  Magalhdes  Barata, n° 992 Beléem - PA, CEP: 66063-240
Telefone: (91) 3342-1100, ou também pelo e-mail: cmblins@gmail.com.

Li as informagGes acima e entendi o proposito deste estudo assim como os beneficios e riscos
potenciais da participacdo no mesmo. Tive a oportunidade de fazer perguntas e todas foram
respondidas. Eu, por intermédio deste, dou livremente meu consentimento para participar neste
estudo.

Entendo que poderei ser submetido a uma bidpsia e a um exame de Ressonancia das mamas
adicionais ao necessario para 0 meu tratamento e que nao receberei compensacdo monetaria por
minha participacdo neste estudo.

Autorizo o uso do material coletado para outros projetos com a finalidade de Pesquisa:

O SIM CONAO
Eu recebi uma copia assinada deste formulario de consentimento
/ /
(Assinatura do Paciente) dia més ano

(Nome do Paciente — letra de forma )

/ /
(Assinatura de Testemunha, se necessario) dia més ano

Eu, abaixo assinado, expliquei completamente os detalhes relevantes deste estudo a paciente.



Tampon de Lisis.

-TrispH9
-EDTA

- Sacarosa

- SDS

- H20 MiliQ

Tampon de Homogenizacion.

-TrispH 8
-EDTA

- NaCl

- Sacarosa

- H20 MiliQ

300 mM
10 mM
5%
1,23%
36,75 ml

10 mM
10 mM
60 mM
5%

66 ml

COMPOSICION DE TAMPONES

Tampén para la Taqg polimerasa (Invitrogen).
- Tris-HCIpH 8,0 20 mM

-EDTA
-DTT
- Glicerol

- Estabilizadores

0,1 mM
1mM
50%

Tampon TBE 10X (Tris-Borato-EDTA).

- Tris-HCI pH 8,0
- Acido Borico

-EDTA

108 g
55¢
7640
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Tampon de carga para geles de agarosa (Blue)
- Glicerol 5ml

- Azul de bromofenol 0.1% 1 ml

- Xileno-cianol 0,1% 1ml

-EDTA 05M 2ml

Tampodn de carga para geles de poliacrilamida.
- Azul de bromofenol 0,1%
-EDTA 1mM

- Sacarosa 40%

Enzima Taq ADN polimerasa (Invitrogen).

Purificada a partir de Escherichia coli, expresa el gen de la DNA polimerasa de Thermus aquaticus.
Esta enzima posee actividad ADN polimerasa 5’-3” y actividad exonucleasa 5°-3°.

- Concentracion SU/pL

Endonucleasa de Restriccion Hinfl (Biolabs).

- Concentracion 10U/ uL

- Tampodn 10X

- No requiere albumina de suero bovino

- Sitio de Corte: 5°-...G’ANTC...-3’
3’-...CTNA’G...-5’



