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Resumen en espariol

Titulo: Identificacion de variantes genéticas en el gen AHR que puedan contribuir a la
susceptibilidad a cancer de cabeza y cuello en poblacion colombiana®

Autor: Nathalia Andrea Trujillo Pelayo?

Palabras claves: cancer de cabeza y cuello, carcinoma escamocelular, gen AHR, consumo de
tabaco, receptor Aril de Hidrocarburos, enzimas metabolizadoras de xenobidticos.

Descripcion:

El cancer de cabeza y cuello (HNC) representa el séptimo cancer méas prevalente en el mundo.
Colombia, para 2020, report6é 3.148 nuevos casos y 1343 muertes por esta neoplasia. EI 90% de
estos tumores son carcinomas de células escamosas (HNSCC), siendo su principal factor de riesgo
el consumo de tabaco. El receptor Aril de hidrocarburos (AhR), codificado por el gen AHR, induce
la activacion de enzimas metabolizadoras de xenobioticos; es posible que diferencias en la
actividad de estas enzimas, sean causadas por variantes genéticas sugiriendo que diferencias
interindividuales podrian contribuir con susceptibilidad al cancer. El objetivo fue identificar
variantes en el gen AHR en pacientes con HNSCC y su posible efecto sobre la estructura y funcion
de AhR.

Este estudio incluyé muestras de sangre de 23 pacientes con HNSCC y mediante secuenciacion
Sanger, se analizo la region codificante del gen AHR y sus limites intron-exén. Se determiné la
presenciay localizacién de variantes usando BLAST. Se realiz6 andlisis in silico con herramientas
de prediccion funcional para establecer el posible efecto de las variantes sobre la estructura y
funcidn del receptor.

Se reporta para Colombia variantes genéticas en el gen AHR en pacientes con HNSCC. Se
identificaron 7 alteraciones de secuencia, de las cuéles 3, no se encuentran reportadas en bases de
datos y literatura cientifica. De las variantes detectadas, una corresponde a la region no traducida
5’ (-459A>G, 5°UTR); 3 de tipo intronicas (c.908+33G>T; ¢.253+175T>C; ¢.66-165delT); 2 de
region codificante (c.132T>C; ¢.1661G>A) y una variante de la region no traducida 3’
(c.2333C>T, 3°’UTR). Solo 2 de las variantes identificadas se encuentran reportadas en ClinVar
como “benignas”. Este estudio hace un primer acercamiento a la identificacion de SNPs en el gen
AHR en poblacion colombiana y contribuye al entendimiento de la susceptibilidad genética al
cancer de cabeza y cuello en Colombia.

! Trabajo de Grado de Maestria
2 Facultad de Salud, Departamento de Ciencias Basicas. Director: Laura Cifuentes C. Codirector: Clara Vargas C.
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Resumen en inglés

Title: Genetic variants in the AHR gene were identified and may contribute to susceptibility to
head and neck cancer in Colombian population®

Author: Nathalia Andrea Trujillo Pelayo?

Key words: Squamous cell carcinoma of the head and neck, AHR gene, Tobacco consumption,
Aryl Hydrocarbon Receptor, Xenobiotic metabolizing enzymes.

Description:

Head and neck cancer (HNC) represents the 7! most common cancer by incidence worldwide. In
Colombia, 3.148 new cases and 1343 deaths were reported in 2020 (Sung et al, 2020). The 90%
of these tumors are squamous cell carcinomas (HNSCC) and the strongest risk factor for
developing HNSCC is tobacco consumption (Johnson et al, 2020). The Aryl hydrocarbon receptor
(AhR), encoded by the AHR gene, induces the activation of xenobiotic-metabolizing enzymes.
Differences in the activity of these enzymes may be caused by genetic variants in AHR, which
suggest the contribution of interindividual differences to cancer susceptibility. We aimed to
identify genetic variants in the AHR gene in Colombian smoker patients with HNSCC and their
possible effect on the receptor structure and function.

The study included blood samples from 23 HNSCC patients. The AHR gene coding sequence and
its exon—intron boundaries were sequenced through Sanger’s method. We determined the presence
and localization of variants using BLAST. In silico analysis was performed with functional
prediction tools to establish the possible effects of the variants on the protein structure and
function.

We reported for Colombian population genetic variants in the AHR gene in patients with HNSCC.
A total of 7 sequence alterations were identified. However, 3 variants are not reported in genomic
databases and not found in the scientific literature. The variants detected in AHR corresponded to
a 5 prime UTR variant (-459A>G, 5'UTR); 3 intronic type alterations (c.908+33G>T;
€.253+175T>C; ¢.66-165delT); 2 coding region variants (¢.132T>C; ¢.1661G>A) and 1 variant
located in the 3' prime UTR region (¢.2333C>T, 3'UTR). We found 2 variants reported in ClinVar
as "benign”. The findings represent a first approach to identify SNPs in the AHR gene in
Colombian population. The study contributes to the understanding of genetic susceptibility to HNC
in Colombia.

3 Master’s thesis
# Facultad de Salud, Departamento de Ciencias Basicas. Director: Laura Cifuentes C. Codirector: Clara Vargas C.
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Introduccion

El cancer de cabeza y cuello (HNC), que en su mayoria se presenta como carcinoma de
células escamosas de cabeza y cuello (HNSCC), corresponde a una neoplasia maligna que
compromete principalmente las estructuras de cavidad oral, faringe y laringe, y en conjunto
representa el septimo tipo de cancer mas prevalente y una de las causas de muerte mas frecuente
en el mundo (Stelow y Mills, 2005; Bray et al, 2018; Sung et al, 2021). De acuerdo con la
“International Agency for Research on Cancer” (IARC GLOBOCAN), para el afio 2020, se
registraron 931.931 nuevos casos de HNC y 467.125 muertes asociadas con esta patologia en el
mundo, originandose principalmente en paises en via de desarrollo (Sung et al, 2021). Para
América del Sur y Centro América, para este mismo afio, fueron reportados 51.694 nuevos casos
de HNC y 25.521 muertes por esta neoplasia (Sung et al, 2021). A su vez, Colombia registro 3.148
casos nuevos de HNC en la poblacion, con al menos 1.343 muertes atribuidas a este tipo de cancer

(Instituto Nacional de Cancerologia, 2018; Bray et al, 2018; Sung et al, 2021).

Actualmente, se estima que entre el 70% y 90% de casos de HNSCC estan relacionados
con consumo de tabaco en cualquiera de sus formas (fumadores pasivos y fumadores activos),
atribuyendo su desarrollo principalmente al tiempo de exposicién a los xenobioticos contenidos
en el cigarrillo (Shopland, 1995; Klein and Grandis, 2010; United States Department of Health

and Human Services, 2014; Fernandez 2019; Johnson et al, 2020). Mas de 60 carcin6genos
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producto del tabaco han sido identificados, incluidos varios ligandos del receptor Aril de
hidrocarburos (AhR) como el benzo(a)pireno (B(a)P) y el 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina
(TCDD) (Hecht, 2003; Kasai et al, 2006). Asi mismo, diferentes estudios han determinado que los
hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) también desempefian un papel en el HNSCC
alterando el destino celular, promoviendo la inmortalizacién celular y contribuyendo a la
carcinogénesis mediante la activacion cronica de la via de sefializacion del receptor AHR (Zhang
et al, 2007; Bohonowych y Denison, 2007; Stanford et al, 2016; Yang et al. 2019). En Colombia,
alrededor del 9.8% de la poblacion nacional entre 18 y 69 afios es consumidora de tabaco y al
menos 34.800 muertes al afio son atribuibles a este consumo (Instituto Nacional de Cancerologia,

2019; Ministerio de salud y Proteccion Social, 2019).

A pesar de que los factores ambientales contribuyen de forma importarte a la
carcinogénesis (Yang et al. 2019), el riesgo de cancer también esta fuertemente influenciado por
diferencias genéticas que conllevan a variaciones en la susceptibilidad. Varios de los genes
codificadores de las proteinas citocromo P450 (CYPs), las hidroxilasas epdxido microsomales
(EPHX), la glutation-S-transferasa (GSTs) y la N-acetiltransferasa (NATS) implicadas en el
metabolismo de carcin6genos son polimorficos, lo cual podria estar relacionado con las diferencias
en la susceptibilidad individual al desarrollo de cancer (Perera y Weinstein, 2000; Miller et al,

2002; Norppa, 2003; Fernandez et al. 2019).

Diversos estudios han reportado diferencias interindividuales en la inducibilidad por
hidrocarburos aromaticos de la enzima del metabolismo xenobidtico CYP1A1 (Fukushima et al,

2004; Chuang et al. 2012; Brunotto et al. 2014). La expresion del gen de la citocromo P450 1A1
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(CYP1Al) es casi totalmente dependiente de la actividad del receptor AhR y esta altamente
inducida por su activacion (Murray, Patterson y Perdew, 2014; Yang et al. 2019), por lo que, ¢es
posible que diferencias en la actividad transcripcional de la enzima CYP1ALl atribuidas al receptor,
puedan ser causadas por polimorfismos genéticos en el gen AHR, que codifica para AhR, afectando
la inducibilidad de genes diana que codifican para proteinas implicadas en vias regulatorias criticas
para la detoxificacion de productos derivados del humo del tabaco?

Como ya se ha descrito, el consumo de tabaco representa uno de los principales factores
de riesgo para el desarrollo de HNC. Sin embargo, no todas las personas expuestas a los
carcinogenos del tabaco desarrollan cancer a lo largo de su vida (Sellers, 1992); lo cual sugiere
que la susceptibilidad a esta patologia puede deberse a las variaciones heredadas en la habilidad

de metabolizar procarcindgenos del humo del tabaco (McKay et al, 2011).

Estudios previos en Colombia, han analizado polimorfismos de riesgo en los genes
CYP1A1, CYP2EL, GSTM1y GSTTL1, encontrando una frecuencia importante en la poblacién de
algunas variantes asociadas con aumento en el riesgo de desarrollar canceres ligados al consumo
de tabaco (Torres et al. 2004; Cajas, Hoyos, Sierra, 2005; Ramirez, Rangel y Escobar, 2009;
Castafio-Molina et al. 2009, 2010; Paz-Egas et al. 2016). Sin embargo, en poblacion colombiana
no existen reportes acerca de la caracterizacion del gen AHR como marcador de susceptibilidad a
cancer de cabezay cuello.

De esta manera, se hace fundamental determinar si existen diferencias genéticas que
puedan afectar la produccién de mayor o menor cantidad de metabolitos durante las vias de
detoxificacion y posiblemente sean de importancia en el aumento de susceptibilidad al desarrollo

de cancer de cancer de cabeza y cuello (Garte et al, 2001). Por lo anterior, el propoésito de la
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presente investigacion fue identificar variantes en el gen AHR que pudieran contribuir a futuros
estudios de susceptibilidad al desarrollo de cancer de cabeza y cuello, en presencia de tabaquismo.
Estos resultados facilitaran la comprension de la etiologia del cancer de cabeza y cuello en

Colombia.
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1. Objetivos

1.1 Objetivo General

Identificar variantes genéticas en el gen AHR que puedan contribuir a la susceptibilidad al

desarrollo de cancer de cabeza y cuello.

1.2 Objetivos Especificos

1. Describir las variantes genéticas reportadas para el gen AHR en repositorios de

datos gendmicos de pacientes con cancer.

2. Identificar las variantes genéticas germinales presentes en el gen AHR en pacientes

colombianos con carcinoma escamocelular de cabeza y cuello.

3. Evaluar el efecto de las variantes identificadas sobre la funcion del receptor Aril

hidrocarburos mediante andlisis de prediccion in silico.
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2. Marco Referencial

2.1 Marco Teorico

Durante el siglo XXI, el cancer se ha constituido como una barrera en el aumento de
expectativa de vida en todos los paises del mundo. Segun estimaciones de la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) en 2019, el cancer fue la primera o segunda causa de muerte antes de los 70

afios en 112 de 183 paises (Sung et al, 2021).

Por su parte, el tabaquismo es responsable de al menos el 30% de todas las muertes por
cancer, aumentando el riesgo de cancer de cavidad oral, faringe, laringe, pulmon, pancreas, Utero,
cuello uterino, ovario (mucinoso), rifidn, vejiga, estdmago, colon y recto (Secretan et al, 2009);
constituyéndose en un problema de salud publica dada la persistencia de los factores de riesgo en
la poblacién. Por lo anterior, la capacidad de control de este tipo de canceres depende
principalmente de dos aspectos fundamentales, prevencion y control, es decir, el manejo de los

factores de riesgo y el diagndstico precoz (Rocha, 2009).

La regién de cabeza y cuello esta constituida por un conjunto de 6rganos y cavidades que
con base en su anatomia y fisiologia pueden ser agrupadas bajo el nombre de vias aerodigestivas

superiores (VADS), las cuales se conforman de una regién digestiva que incluye la cavidad oral,
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orofaringe, hipofaringe, esfinter esofagico superior, esdfago cervical, conductos excretores de
glandulas salivales y oido medio; y una region respiratoria formada por las fosas nasales, senos
paranasales, nasofaringe, laringe y traquea (Gallegos, 2006; Carcamo, 2018) [Fig. 1 Esquema de
cabeza y cuello]. Las VADS se encuentran recubiertas por una mucosa donde se originan el 85%
de los canceres de esta region, de los cuales cerca del 90% representan carcinomas de tipo escamo
celular (HNSCC), el 15% restante constituye tumores en glandula tiroides, piel, huesos del
esqueleto facial, cartilagos y partes blandas (Carcamo, 2018). En conjunto, el HNC es el séptimo

cancer mas comun por incidencia en el mundo (Sung et al, 2021).

2.1.1 Carcinoma escamocelular de cabeza y cuello

2.1.1.1 Definicién. Los carcinomas de células escamosas de cabezay cuello (HNSCC, por
sus siglas en inglés) son tumores malignos que surgen a partir de las células escamosas planas que
componen la delgada capa de tejido que reviste las superficies humedas y mucosas del interior de
las estructuras de la cabeza y el cuello, entre estas, la cavidad oral (encia, paladar duro, lengua y
suelo de boca), faringe y laringe (Fig. 1 Esquema de cabeza y cuello). En general, HNSCC
representa la neoplasia mas comin de la region de cabeza y cuello, y su desarrollo se ha
correlacionado con la exposicion a carcindgenos derivados del tabaco, el consumo excesivo de

alcohol 0 ambos (Instituto Nacional de Cancerologia, 2019; Johnson et al. 2020).
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Figura 1.

Sitios anatomicos del desarrollo de HNSCC.
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Nota: El carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (HNSCC) surge del epitelio mucoso de la
cavidad oral (labios, mucosa bucal, paladar duro, lengua anterior, piso de la boca y trigono retromolar),
nasofaringe, orofaringe (amigdalas palatinas, amigdalas linguales, base de lengua, paladar blando, Gvula 'y
pared faringea posterior), hipofaringe (la parte inferior de la garganta, que se extiende desde el hueso hioides
hasta el cartilago cricoides) y laringe. Los HNSCC asociados con el Virus del Papiloma Humano (VPH),
surgen principalmente de las amigdalas palatinas y linguales de la orofaringe, mientras que los HNSCC
asociados con el tabaco surgen principalmente en la cavidad oral, la hipofaringe y la laringe. Tomado de

Johnson et al. 2020.

2.1.1.2 Epidemiologia. El cancer de cabezay cuello representa en conjunto el séptimo tipo
de cancer mas prevalente en el mundo con 931.931 nuevos casos y 467.125 muertes en 2020 (Sung
et al, 2021) (Fig. 2). De acuerdo con el Observatorio Mundial del Cancer (GLOBOCAN) la

incidencia de HNSCC sigue incrementando y se prevé que para el afio 2030 aumente en un 30%,
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es decir, alrededor de 1.08 millones de casos nuevos al afio (Bray et al, 2018; Ferlay et al, 2019;
Ferlay et al, 2020).

En general, la incidencia de HNSCC es mas elevada en hombres que en mujeres, es decir,
los hombres presentan entre dos y cuatro veces mas riesgo de desarrollar la enfermedad. Por otra
parte, la edad media de diagnostico de HNSCC no asociado con virus es de 66 afios, mientras que
la edad media de diagnoéstico de cancer de orofaringe asociado con VPH y cancer de nasofaringe
asociado con el virus de Epstein-Barr (EBV) es de ~53 afios y ~50 afios, respectivamente (Johnson

et al. 2020, p. 2.).

Figura 2.

Tasa de incidencia de HNC en el mundo en 2020.
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Nota: tasa de incidencia estandarizada estimada por edad en el mundo para el afio 2020, ambos géneros,
mayores de 15 afios. En los cuadrantes azules se observa el nimero de nuevos casos de HNC reportados,

mientras que en los cuadrantes rojos se presenta el nimero de muertes registradas por esta patologia en el
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mundo, América Latina - el Caribe y Colombia, respectivamente. Tomado de GLOBOCAN 2020, gréafica

adaptada de: IARC (http://gco.iarc.fr/today) World Health Organization.

2.1.1.3 Progresion oncogénica del HNSCC. La progresion histologica del HNSCC es la
consecuencia de una serie de alteraciones genéticas que promueven la malignizacion, dotando a
las células epiteliales de ventajas proliferativas e invasivas (Roesch et al, 2007). Estos eventos
oncogenicos que acontecen en el HNSCC consisten principalmente en aberraciones
cromosoOmicas, activacion de oncogenes e inactivacion de genes supresores de tumores (Gonzélez,

Gil y Ruiz, 2008; Johnson et al. 2020).

Uno de los eventos iniciales que conllevan a la carcinogénesis oral corresponden a lesiones
leucoplésicas y alteraciones genéticas precoces (generalmente inactivacion de genes supresores de
tumores, como CDKN2A y TP53, que codifican pl6INK4A y p53, respectivamente), que
involucran la adquisicion de una ventaja proliferativa de la célula alterada sobre el resto de las
células del epitelio de la mucosa oral, generandose un campo precanceroso expansivo, fases de
hiperplasia a displasia (leve, moderada y grave), que va progresivamente reemplazando al epitelio
oral, debido a la pérdida de las regiones 3p21 y 17p13, de TP53; posteriormente, se presenta una
transicion de displasia a carcinoma in situ que implica la pérdida de las regiones 11q13, 13g21 y
14932; en Gltima instancia la progresion a carcinoma invasivo, esta capacidad invasiva adquirida,
es probablemente el resultado de diversos eventos oncogénicos tardios, como inactivacion de
PTEN, pérdidas de los loci cromosomicos 4927, 6p, 8p, 10923, 18q y otras alteraciones gendmicas
relacionadas con la pérdida de expresion y funcion de las moléculas de adhesion (Roesch et al,

2007; Olivier, Hollstein y Hainaut, 2010; Squarize et al, 2013; Johnson et al. 2020) (Fig. 3).
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Figura 3.

Progresion oncogénica del HNSCC
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Nota: modelo de orden histoldgico de la progresién de HNSCC. La hiperplasia de células epiteliales de la
mucosa es seguida por displasia, y el carcinoma in situ precede al desarrollo de carcinoma invasivo. Se
indican eventos genéticos especificos durante cada etapa de progresién. Tomada de Johnson et al. 2020.
Iméagenes de histopatologia de hiperplasia, displasia, carcinoma in situ y carcinoma invasivo de Springer
Nature Limited. Imagen histopatolégica de mucosa normal de R. Jordan, Universidad de California San

Francisco.

2.1.1.4 Factores de riesgo y etiologia del HNSCC. El desarrollo de HNSCC es un proceso
multifactorial asociado a una diversa gama de factores de riesgo los cuales incluyen el consumo
de tabaco, el consumo de alcohol, la exposicidn a contaminantes ambientales, factores genéticos y
la infeccion con agentes virales (VPH y EBV) (Hashibe et al, 2007; IARC 2020; Johnson et al.

2020).

HNSCC - VPH positivo. La infeccion por Virus del Papiloma Humano (VPH) es un factor
de riesgo etioldgico conocido para HNSCC vy representa el 70% de los canceres orofaringeos

(Isayeva, Maswahu y Brandwein, 2012; Stein et al, 2015), siendo el VPH-16 el tipo causal
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primario. Sin embargo, otros VPH de alto riesgo (VPH-18, VPH-31, VPH-33 y VPH-52) pueden

detectarse en un porcentaje menor de pacientes (Michaud et al, 2014).

El genoma de este virus, que logra integrarse al genoma del huésped, consta de varios
marcos de lectura abierta, siete genes tempranos (E1-E7) y dos tardios (L1 y L2). Estos ultimos
codifican proteinas estructurales de la capside viral, mientras que los genes E1-E5 codifican
proteinas involucradas en la replicacion y regulacion viral y los genes E6 y E7 codifican
oncoproteinas virales esenciales para la transformacion oncogeénica de la célula huésped (Johnson
et al. 2020). La proteina E6 promueve la ubiquitinacion y degradacion proteasomal de p53
(Scheffner et al, 1993). Por otra parte, la proteina E7 se une a la proteina del retinoblastoma (RB1),
reguladora del ciclo celular, promoviendo la inactivacion de RB1 y la liberacion de factores de
transcripcion E2F (Dyson et al, 1989).

La consecuencia molecular de la expresion de estas oncoproteinas virales es la entrada al
ciclo celular (regulacion positiva de p16INK4A) y la inhibicion de la apoptosis mediada por p53,
que permite la replicacion del virus. Ademas de E6 y E7, E5 también favorece la capacidad

carcinogénica al impulsar la progresion del ciclo celular (Venuti et al, 2011; Estevao et al, 2019).

Finalmente, la incidencia de infeccion por VPH en la cavidad oral y orofaringea se ha
establecido en alrededor de 7%, aumenta de acuerdo con la edad, nimero de parejas sexuales, la
actividad sexual de cualquier tipo, y es mayor en hombres que en mujeres (Montero, 2018).
Generalmente, la deteccion de la expresion de p16INK4A permite la clasificacion de tumores

orofaringeos como VPH positivos (Johnson et al. 2020).



VARIANTES GENETICAS Y SUSCEPTIBILIDAD AL DESARROLLO DE HNC 30

HNSCC - VPH negativo. Varios factores de riesgo asociados al HNSCC VPH negativo
muestran una prevalencia geografica, cultural y/o habitual, donde el consumo de tabaco representa
el principal factor de riesgo para el desarrollo de esta neoplasia. De acuerdo con literatura
reportada, el tabaco consta de mas de 5000 sustancias quimicas diferentes, de las cuales docenas
de ellas tienen actividad cancerigena (Johnson et al. 2020). Se cree que los hidrocarburos
aromaticos policiclicos (PAH, por sus siglas en inglés), como el benzo(a)pireno, las dioxinas y las
nitrosaminas, como la 4-(metilnitrosamina)-1-(3-piridil)-1-. butanona (NNK) y la N-
nitrosonornicotina  (NNN), son las sustancias quimicas mas responsables de los efectos
cancerigenos del tabaco (Hoffmann y Hoffmann, 1997; Hecht, 1999; Hecht, 2003;

Warnakulasuriya y Straif, 2018; Johnson et al. 2020).

La activacién metabdlica de agentes cancerigenos derivados del tabaco se da mediante
enzimas de detoxificacion y vias que facilitan su remocién. Sin embargo, muchos de los
metabolitos derivados de los ligandos del tabaco (PAHs y nitrosaminas) también pueden formar
aductos covalentes de ADN que, de no ser reparados, pueden originar variantes genéticas y otras
alteraciones (desde mutaciones puntuales hasta reordenamientos cromosémicos) que pueden
afectar genes de control de la division, proliferacion y crecimiento celular, contribuyendo a la
carcinogénesis, la cual probablemente depende del equilibrio entre la activacion metabdlica, la
desintoxicacion y la reparacion del ADN (Johnson et al. 2020). A su vez, la inflamacion de tejidos
expuestos por el uso de productos de tabaco, y la produccién local de citocinas, quimiocinas y
factores de crecimiento también podrian ejercer un rol fundamental en la promocién de
proliferacion celular, angiogénesis y, finalmente, el desarrollo de cancer (Rubin et al, 1998; Zhu

et al, 2013; Johnson et al. 2020).
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Ademas del consumo de tabaco, la ingesta excesiva de alcohol es otro factor de riesgo para
el desarrollo de HNSCC, a saber, el alcohol es metabolizado a acetaldehido favoreciendo la
formacion de aductos de ADN (Brooks y Theruvathu, 2005). También se ha determinado que el
alcohol podria servir como solvente para carcindgenos, aumentando la exposicion de las células
epiteliales a estas sustancias (Pai y Westra, 2009), por lo que el efecto sinérgico del consumo de
alcohol y tabaco incrementa el riesgo, 35 veces mas, a la carcinogénesis (Talamini et al, 2002;

Johnson et al. 2020) (Fig.4).

Figura 4.

Desarrollo de HNSCC - VPH negativo
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Nota: factores en el desarrollo de HNSCC — VVPH negativo. Exposicion a carcindgenos como PAH, dioxinas
y nitrosaminas estan asociados con un fuerte aumento del riesgo de HNSCC. La activacion de enzimas
metabolizadoras de xenobioticos regula la detoxificacion y excrecion de metabolitos reactivos evitando la

generacion de aductos de ADN. La acumulacion de alteraciones en genes supresores de tumores como TP53
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y CDKN2A o vias de sefializacion (PIBK-AKT-mTOR y RAS—genes de la ruta MAPK) se asocia con el

inicio, la progresion y el mal pronéstico de HNSCC - VPH negativo (Johnson et al. 2020).

Por otra parte, la exposicion a contaminantes ambientales cancerigenos es un factor de
riesgo para HNSCC, especialmente en aquellas regiones geograficas, donde la polucion es cada
vez mayor (Mishra, y Meherotra, 2014; Wong y Lui, 2014). En poblaciones asiaticas, el desarrollo
de cancer de células escamosas de la cavidad oral se asocia con la masticacion de la nuez de Areca
0 nuez de betel, incluso mezclas que incluyen la nuez de areca, hoja de betel, cal y/o tabaco, de
acuerdo con las costumbres de la poblacién (Zhang et al, 2018; IARC, 2020). Otros factores de
riesgo incluyen el envejecimiento, la mala higiene bucal y las dietas carentes de vegetales (Guha
et al, 2007; Freedman et al, 2008; Mazul et al, 2018).

Finalmente, factores genéticos también podrian contribuir al riesgo de HNSCC. Diversos
estudios han evaluado la asociacion de variantes en genes implicados en el metabolismo de
carcinogenos (polimorfismos en la citocromo P450 1A1: CYP1AL; GSTMI; lled62Val) y en la
inmunidad (polimorfismos en CTLAA4: rs231775 y rs4553808; 1L10: 1082A>G), encontrando un
mayor riesgo asociado al cancer de cabeza y cuello (Cadoni et al, 2012; Niu et al, 2015; Wang et
al, 2016; Fang et al, 2018). En consecuencia, una capacidad reducida para metabolizar sustancias

cancerigenas y una inmunidad alterada pueden contribuir al desarrollo de HNSCC.

2.1.2 Gen AHR — consumo de tabaco — desarrollo de HNSCC

Estudios de epidemiologia genética (Negri et al, 2009) y estudios familiares (Delahaye et

al, 2015), proveen evidencia de un importante papel de la susceptibilidad genética en la patogénesis

de canceres de tracto aerodigestivo superior asociados al consumo de tabaco (Harris, 1989).
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La mayoria de los carcindgenos del tabaco se metabolizan en el organismo por via de
mecanismos enzimaticos complejos que implican reacciones de activacion y de detoxificacion
(Johnson et al. 2020). La activacion es realizada por enzimas de fase I, y consiste principalmente
en reacciones de oxidacion catalizadas por las enzimas del citocromo P450 (CYPs) o por
hidroxilasas epdxido microsomales (EPHX) (Lanciego, 2013). La detoxificacion (desactivacion)
es realizada por enzimas de fase Il, especialmente enzimas de la glutation-S-transferasa (GSTs) y
de la N-acetiltransferasa (NATS), las cuales favorecen la eliminacién de reactivos intermedios
conjugandolos con moléculas endogenas (Lanciego, 2013). Los hidrocarburos aromaticos
policiclicos (PAHS), uno de los principales derivados de la combustion del cigarrillo, estimulan la
actividad de CYP1A1 por activacion de la transcripcion del gen CYP1A1, esta induccion del gen
esta mediada por la activacion del receptor Aril de Hidrocarburos (AhR), codificado por el gen

AHR (Mimura y Kuriyama, 2003).

2.1.2.1 Gen AHR. Se encuentra localizado en el brazo corto del cromosoma 7 en la
posicién 21 (Fig. 5) y codifica para el Receptor Aril de hidrocarburos (AhR), implicado en la
regulacién de las respuestas bioldgicas a los hidrocarburos aromaticos planos (GeneCards, the
human gene database). De acuerdo con las anotaciones de Gene Ontology (GO), el gen AHR
presenta actividades de: (i) factor de transcripcion de union al ADN, permitiendo que las células
puedan adaptarse a condiciones variables a partir de la deteccion de compuestos del medio
ambiente, alimentacion, microbioma y metabolismo celular, y que presenta un rol fundamental en
el desarrollo, la inmunidad y el cancer (Ema et al 1994; MacPherson et al, 2013; Gomez et al,
2018; Sadik et al, 2020); (ii) heterodimerizacion de proteinas (GeneCards, the human gene

database).
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Figura 5.

Representacion de la localizacién gendmica del gen AHR
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Latest Assembly: chr7:16,916,359- 17,346,152 (GRCh38/hg38)
Size: 429,794 bases
Orientation: Plus strand

Nota: Gen AHR en localizacion gendmica: 7p21.1 segin HGNC, Entrez Gene, Ensembl. Bandas
citogenéticas de acuerdo con Ensembl, localizaciones segin GeneLoc (y/o Entrez Gene, si son diferentes).

Tomado de GeneCards, the human gene database.

2.1.2.2 Receptor Aril de hidrocarburos (AhR). El receptor de hidrocarburos de arilo, o
AhR, es un factor de transcripcién nuclear perteneciente a la familia de los factores de transcripcién
con dominio bHLH-PAS (basic helix loop helix-PER-ARNT-SIM) (Fig. 6) (Hoffman et al, 1991;

Hogenesch et al, 1997).

El AhR, conocido también como receptor de dioxinas, desempefia un papel fundamental
en la regulacion de los efectos tdxicos de contaminantes industriales como los PAHs mediante la
induccidn de la transcripcion al unirse a elementos de respuesta xenobioticos (XRE) (Ema et al
1994; MacPherson et al, 2013; Murray, Patterson y Perdew, 2014; Gomez et al, 2018). Ademas,
participa en una variedad de procesos bioldgicos, incluida la angiogénesis, la hematopoyesis, el
metabolismo de farmacos y lipidos, la motilidad celular y la modulacién inmunitaria (Puga, Xiay

Elferink, 2002).

En mamiferos, el AhR presenta tres dominios funcionales:
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o Un primer dominio altamente conservado bHLH que consiste de 4 a 6 aminoacidos
acidos en el extremo amino terminal, el cual permite la dimerizacion con el ARNT, la unién con
el ADN vy la interaccion con la Hsp90 (proteina de shock térmico 90) (Vazquez, Rubio y Espinosa,
2016; Larigot et al, 2018).

o Un segundo dominio PAS que comprende dos repeticiones estructurales, PAS Ay
PAS B, cada uno conteniendo aproximadamente 110 aminoacidos. Este dominio, también se
encuentra involucrado en la dimerizacién con ARNT (PAS A) y permite la union del ligando (PAS
B) (Hao et al, 2011; Wu et al, 2013).

o El tercer dominio, C-terminal presenta tres subdominios: (i) uno enriquecido con
residuos acidos (glutamato/aspartato), (ii) otro enriquecido con glutamina (Q-rich), (iii) un tercero
enriquecido con serina, treonina y prolina (S/T/P). Coactivadores y correpresores interactdan con
el AhR a través de este dominio, fundamental en la transactivacion (Kewley, Whitelaw y

Chapman, 2004; Larigot et al, 2018) (Fig. 6).

Figura 6.

Dominios funcionales del receptor AhR (proteina bHLH-PAS).
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Nota: EI AhR contiene 1) un dominio de unién al ADN (bHLH); 2) un dominio de dimerizacién PAS que
comprende dos repeticiones estructurales A'y B (de union a ligandos); 3) un dominio de transactivacion C-

terminal que presenta tres subdominios (Larigot et al, 2018).
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2.1.2.3 Vias de sefalizacion celular del AhR. La activacién del AhR implica la unién de

un ligando. Diversos ligandos han sido descritos para el AhR (Larigot et al, 2018), principalmente

xenobidticos, de naturaleza hidrofobica y con estructura plana (Vazquez, Rubio y Espinosa, 2016).

Estos ligandos pueden ser de tipo enddgeno o exdgenos, estos Ultimos, de origen natural como los

metabolitos secundarios de plantas o producto de combustiones incompletas (PAH), o de origen

sintético como los hidrocarburos aromaticos halogenados (HAH) o el 2,3,7,8-tetraclorodibenzop-

dioxina (TCDD) (Wei et al, 1998; Adachi et al, 2001; Denison y Nagy, 2003; Larigot et al, 2018)

(Fig. 7).
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Ligandos AhR y funcién reguladora del receptor

Endogenous ligands

» Physiological ligands :

Exogenous Iigands

Kynurenine pathway metabolites
Arachidonic acid metabolites
Tetrapyrroles

HN
O\l /‘\ JOH

Halogenated aromatic hydrocarbons
Polycyclic aromatic hydrocarbons
Polyphenols

/\ 1/f\fcl

I/ \/ ~o” N g
2,3,7,8- letrachlcro

. - Tryptophan

Oy ¢
> « -4

NH O HNGS T
{ o

HG
r/
/
>«vw N=
eI = '\ &\rn
%

HOOC Coo

AhR activation

Cell-cell
contact

Ligand
binding

FOL A
_ active form H \\J/\
N

para-dioxine

Constitutive H

Biliverdin

Physlopathological effects

» Toxic effects of TCDD

%> Cancer promotion

» Cell migration

» Stem cell renewal inability
» Liver fibrosis

> Dermatological lesion

» Inflammation

e

N

Resveratrol

//

AhR mechanisms

Cell cycle regulation
Prolein inleractions
Epigenetic mechanisms

YV V¥ VYV

Transcriptional regulation of genes

Other signalling pathway cross-talk

Physlological effects

Organism detoxification
Anti-proliferative activity
Cell adhesion
Reproduction

™.

Vascular development
Hematopaietic developoment
Nervous development

YVYVYYVYYVYV¥VYY

Nota: Relacion funcional entre los ligandos AhR (end6genos y exdgenos: de origen natural o sintético),

funciones reguladoras del receptor, y sus efectos fisioldgicos y fisiopatolégicos. Tomado de: Larigot et al,

2018. Dado el rol fundamental del AhR en la fisiologia y fisiopatologia humana como se observa en la
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imagen, los agonistas o antagonistas del receptor podrian desempefiarse como agentes de objetivo

terapéutico para el cancer (Yang et al, 2019).

En su via canonica de sefializacion celular, el receptor AhR se encuentra de manera inactiva
en el citosol formando un complejo multiproteico, con la proteina homodimeérica HSP-90, la
prostaglandina E sintasa (p23), con actividad chaperona frente a HSP-90, la tirosina quinasa SRC
y la proteina moduladora de la actividad del receptor de Aril hidrocarburos (AIP) (Meyer et al,
1998). Tras su activacion, a partir de una amplia gama de ligandos, el AhR se transloca al nucleo
y se dimeriza con la proteina del translocador nuclear (ARNT). Finalmente, el complejo AhR-
ARNT se une al ADN interactuado con los promotores de elementos sensibles a xenobioticos
(XRE) (Ema et al 1994; MacPherson et al, 2013; Gomez et al, 2018), induciendo la activacion
transcripcional de genes diana, como el citocromo P450 (CYP450) que desempefia un papel
fundamental en el metabolismo de contaminantes ambientales y compuestos aromaticos
involucrados en la tumorogénesis, entre estos los carcindgenos del tabaco (Fig. 8a) (Zhou et al,

2009; Martano et al, 2018; Larigot et al, 2018; Rothhammer y Quintana, 2019).

El AhR, ademas de su ruta clasica, presenta mecanismos alternativos de correlacion con
factores de transcripcion adicionales favoreciendo su union a sitios especificos en el ADN e
interactuando de manera directa o indirecta con distintas vias de sefializacién, por ejemplo la ruta
del factor nuclear proinflamatorio-xB (NF-kB) (Rothhammer y Quintana, 2019); A su vez, el
receptor también se desempefia como una ubiquitina-ligasa E3, promoviendo la degradacion
enzimatica de proteinas diana; incluso, la activacion de AhR inducida por agonistas, genera
cascadas de fosforilacion de diversas proteinas diana, entre estas, la indolamina 2,3-dioxigenasa 1

(IDO1) (Bessede et al, 2014) y miembros de las vias del acido araquidonico o de los leucotrienos



VARIANTES GENETICAS Y SUSCEPTIBILIDAD AL DESARROLLO DE HNC 38

(Matsumura, 2009), tras la liberacién de SRC del complejo multiproteico-AhR (Rothhammer y
Quintana, 2019) (Fig. 8b).

Finalmente, la regulacién de transcripcion de genes dependientes de AhR esta dada por la
activacion del AhRR (Represor del Receptor Aril de hidrocarburos) suprimiendo la actividad de
AhR al unirse al ARNT y XRE (complejo AhRR-ARNT) (Hahn, 2002; Hahn, Allan'y Sherr, 2009).
Esta regulacion negativa sobre el receptor y la degradacion enzimatica de la proteina evita

sobreestimulacion por agonistas favoreciendo un control temporal de la sefializacion.

Figura 8.

Rutas de sefializacién del receptor Aril hidrocarburos (AhR).
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Nota: * Ruta clasica de sefializacion del AhR. El AhR inactivo forma un complejo con la proteina HSP9O0,

AIP (proteina moduladora de la actividad del receptor de Aril hidrocarburos), p23 y SRC. Este complejo
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mantiene inactivo el receptor y evita su degradacion proteasomal favoreciendo el estado de afinidad por sus
ligandos. Tras la unién del agonista, el complejo de chaperonas - AhR se traslada al nucleo, donde el
receptor se une al ADN para controlar la expresion génica. > Mecanismos adicionales de sefializacion del
AhR. AHRR, represor AHR; ARNT, translocador nuclear AHR; CUL4B, complejo cullindB -ubiquitina
ligasa; ESR, receptor de estrdgeno; KLF6, factor Kriippel tipo 6; P, fosforilacion; RAR, receptor de &cido
retinoico; RB, proteina de retinoblastoma; SOCS2, supresor de sefializacion de citoquinas 2; Ub,

ubiquitinacion; XRE, elemento de respuesta xenobiotica (Rothhammer y Quintana, 2019).

2.1.2.4 Rol del AhR en la tumorogénesis. Diversos estudios epidemioldgicos y
experimentales en animales sugieren que la disfuncién del receptor AhR podria estar asociada con
el desarrollo de cancer (Yang et al, 2019). La expresion constitutivamente activa del receptor de
dioxinas, durante su via clasica, puede afectar la regulacién de la actividad enzimatica,
conduciendo a la activacion metabolica de carcindgenos (productos intermedios o finales del
TCDD vy el BaP), generando dafio del ADN vy favoreciendo la tumorogénesis (Romagnolo et al,

2016). Asi mismo, el AhR también desempefia un rol importante durante los procesos de:

(i) proliferacién: el AhR puede interactuar con algunos factores de crecimiento, como el
factor de crecimiento de fibroblastos 9, para favorecer el crecimiento tumoral. Los promotores de
estos factores presentan elementos de respuesta a AhR, al mismo tiempo que, como mitdgenos,
probablemente promuevan la proliferacion de células cancerigenas (Wang et al. 2009; Ueng et al.

2010).

(ii) apoptosis: AhR media una amplia resistencia a la apoptosis, particularmente cuando es

activado por su ligando TCDD, el cudl activa una serie de factores favorables a la supervivencia,
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como EGFR, TGFa, ERK, PI3K, Akt y ETK quinasas, y al mismo tiempo inhibe la funcién de
factores inductores de la apoptosis, como la escision de PARP (Bekki et al, 2015). Ademas, el
AhR es capaz de interferir con la activacion de la via de las caspasas tanto extrinseca (mediada por
receptores) como intrinseca (mediada por mitocondrias), esta Ultima, se ve afectada por la
activacion de AhR através de la induccion de Bcl-2 y el reclutamiento de p53 (Bekki et al, 2015).
Lo anterior puede relacionarse con la evolucién de AhR como un factor favorable a la
supervivencia contra el estrés ambiental, que a su vez puede favorecer la evasion del proceso de

apoptosis inducido por estrés (Bekki et al, 2015).

(iii) adhesién y migracién celular (Feng et al, 2013; Tummala et al, 2014).

La participacion de AhR en la adhesion y migracién celular ha sido evaluada mediante
estudios in vivo de tratamientos con xenobioticos (Larigot et al. 2018). La exposicion de células
humanas a TCDD estimula cambios morfolégicos como la apariciéon de lamelipodios, que
favorecen la migracion celular (Larigot et al. 2018) y la reorganizacion del citoesqueleto por la
redistribucion de actina y la activacion de las quinasas FAK y Src (Diry et al. 2006; Tomkiewicz
et al, 2013; Wei et al, 2018). Conjuntamente, también se presentan cambios en la expresion génica
como la activacion de JNKs (Diry et al. 2006), PI3K/Akt (Popolo et al, 2017), TGF- B (Gagliani
etal, 2015), NF-xB (Galle-Treger et al, 2016) y la regulacion a la baja de E-cadherina, esta ltima,
caracteristica de la transicion epitelial-mesenquimal (EMT) que se desencadena por factores de
transcripcion como Slug, un gen objetivo directo del receptor AhR (Ikuta y Kawajiri, 2006; Pierre

et al. 2014) (Fig. 9).
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Finalmente, el AhR también podria actuar como gen supresor de tumores bajo ciertas
condiciones, por ejemplo, lu et al, encontr6 que el receptor puede inhibir la inflamacion, el estrés
oxidativo y la apoptosis causada por el humo del tabaco mediante el mecanismo de regulacién del
gen RelB, el cual codifica para un miembro de la familia de factores de transcripcién del factor
NF-xB, sugiriendo la funcidon anticancerigena del receptor (Iu et al, 2017). De acuerdo con lo
anterior, se hace necesario profundizar sobre los posibles mecanismos celulares y/o moleculares
que permitan determinar la contribucion del AhR a la progresion o prevencion del cancer (Yang

et al, 2019).

Figura 9.

Via de sefializacion de AhR.
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Nota: el AhR esta involucrado en la regulacion de una variedad de vias de transduccion de sefiales, como

JNK/Slug, FAK/Src, PI3K/Akt, NF-kB y TGF- B. JNK: Jun N-terminal kinase; FAK: Focal Adhesion
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Kinase; PI3K: phosphatidylinositol 3-kinase; Akt: protein kinase; NF-xB: nuclear factor kappa-light-chain-

enhancer of activated B cells; P: phosphorylation. Tomado de: Yang et al, 2019.

2.2 Estado del arte
Este apartado se presenta como Apéndice A al presente trabajo. Articulo por someter:
Polymorphisms Associated to Genetic Susceptibility and Head and Neck Cancer Risk: A

Systematic Review.

2.3 Marco Legal
Esta investigacion no tuvo ninguna orientacion comercial y durante su ejecucion se

preservaron los principios de beneficencia, no maleficencia, autonomia y justicia.

2.3.1 Tratamiento de datos personales

En cumplimiento de la Resolucion N° 1227 de 2013 expedida por la Universidad Industrial
de Santander, por la cual se aprueba el manual de procedimientos administrativos para el
tratamiento de datos personales que esta en concordancia con el Decreto 1377 de 2013 (Presidencia
de la Republica de Colombia, Decreto 1377, 2013), derogado parcialmente por el Decreto 1081 de
2015 (Presidencia de la Republica de Colombia, Decreto 1081, 2015), por el cual se reglamenta
parcialmente la Ley 1581 de 2012, ésta ultima, por la cual se dictan disposiciones generales para
la proteccidn de datos personales, se aplica el Derecho Fundamental contemplado en el articulo 15

de la Constituciéon Politica de Colombia (Const., 1991), esto es la proteccién de los datos
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personales que permite el reconocimiento, la actualizacién y rectificacion de informacion de orden

privado.

Conforme lo anterior, durante el desarrollo de esta investigacion, todas las muestras del
estudio fueron colectadas bajo consentimiento informado de los participantes, para uso de forma
anonima y responsable. Los principios constitucionales que rigen el actuar investigativo del
presente estudio corresponden a: la dignidad humana, el buen nombre, la intimidad y la privacidad,
la legalidad, finalidad, libertad, veracidad o calidad, transparencia, de acceso y circulacion
restringida, seguridad y confidencialidad, de acuerdo con la proteccion de los datos personales de
las personas participantes- Derecho de Habeas Data, bajo la normatividad correspondiente: La
Constitucion Politica de Colombia de 1991 (Const., 1991), Resolucion 8430 de 1993 (Ministerio
de Salud, Resolucién 8430, 1993), Ley estatutaria 1266 de 2008, Decreto Reglamentario 1727 de
2009 (Ministerio de Hacienda y Crédito Publico, Decreto 1727, 2009), Decreto 2952 de 2010
(Presidencia de la Republica de Colombia, Decreto 2952, 2010), Ley Estatutaria 1581 de 2012,
Decreto Reglamentario 1377 de 2013 (Presidencia de la Republica de Colombia, Decreto 1377,

2013).

2.3.2 Clasificacion del riesgo de la investigacion

Este estudio es de riesgo minimo de acuerdo con la Resolucion 8430 de 1993 del Ministerio
de Salud de la Republica de Colombia. De modo general, esta investigacién no representé un
riesgo, moderado o maximo, para el investigador o las comunidades presentes en el rango

geografico de muestreo y no generd impactos negativos sobre la poblacion. EI manejo de residuos
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de laboratorio se realiz6é segun lo estipulado por el Decreto 351 de 2014 (Ministerio de Salud y

Proteccion Social, Decreto -351, 2014).

Los investigadores del presente estudio se encuentran certificados en buenas préacticas

clinicas segun Resolucion 2378 de 2008 del Ministerio de la Proteccion Social.

3. Metodologia

3.1 Fase I: descripcidn de las variantes genéticas reportadas para el gen AHR en repositorios

de datos gendmicos de pacientes con cancer.

Con el fin de describir variantes genéticas en el gen AHR, se realiz6 una compilacion de
las variantes reportadas para el gen mediante basquedas en bases de datos gendmicos de pacientes

con cancer, con especial interés en poblacion latinoamericana.

3.1.1 Variantes en repositorios genoémicos

La identificacion de variantes en el gen AHR se llevo a cabo mediante la exploracion de
tres repositorios de datos gendmicos de cancer: The Cancer Genome Atlas (TCGA)
(https://portal.gdc.cancer.gov/), the International Cancer Genome Consortium (ICGC)

(http://icgc.org/) y el Catdlogo de Variantes Somaéticas en Cancer (COSMIC)
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(https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic); ademads de los portales The GWAS catalog
(https://www.ebi.ac.uk/gwas/) and the Genome Aggregation Database (GnomAD) v2.1
(https://gnomad.broadinstitute.org/). Datos obtenidos de estudios de lineas celulares no fueron

incluidos.

Para esta Ultima base de datos, el proceso de busqueda se dividid en dos pasos. En primer
lugar, se realizé una exploracién completa utilizando toda la base de datos de GnhomAD v.2.1.1. A
continuacion, una segunda busqueda involucrd solo variantes reportadas en el conjunto de datos
denominado GnomAD v.2.1.1 (Non Cancer). Tras remover duplicados, se determin6é un nimero
total de variantes Unicas por conjunto de datos, las cudles fueron agrupadas como GnomAD

“Cancer” y GnomAD “Non Cancer”.

3.1.2 Integracién de datos de repositorios, analisis y potencial impacto

Una vez efectuadas las basquedas e identificacion de las variantes, se realiz6 la integracion
del conjunto de datos para cada repositorio mediante el software Excel, conteniendo informacion
relevante de cada una de las variantes (Fig. 10). Una lista completa de variantes en AHR reportadas
para cada base de datos (GnomAD, TCGA, ICGC, COSMIC y GWAS), antes del filtrado, se

encuentra contenida en el Apéndice D del presente trabajo.

Después de filtrar y eliminar duplicados, permanecieron un nimero de variantes Unicas de

todo el conjunto de datos, las cuéles fueron analizadas de acuerdo con: tipo de consecuencia, sitio
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primario reportado y score de impacto sobre la funcion del receptor AhR, para poblacion en general

y poblacién latinoamericana.

Figura 10.
Informacion recabada para cada una de las variantes identificadas, de acuerdo al repositorio

gendmico explorado.
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Nota: El gréfico representa los datos extraidos para las variantes reportadas en el gen AHR por cada base
de datos estudiada. EI conjunto final de datos se organizé en una matriz del SW Excel, para su posterior
andlisis. Gréfico de autoria propia,

imagotipos tomados de: https://gnomad.broadinstitute.org/;

https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic; http://icgc.org/; https://www.ebi.ac.uk/gwas/;

https://portal.gdc.cancer.gov/, respectivamente.
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La evaluacion de impacto de cada variante se realizé6 mediante el uso de herramientas de

prediccion in silico, vinculadas a las bases de datos exploradas, permitiendo su clasificacion de

acuerdo con un score de impacto funcional sobre la proteina, asi:

(i)

(i)

(i)

(iv)

GnomaAD reporta scores asociados a las herramientas Polyphen2 (score: 0.0 —0.49
con prediccion “Benign”; score: 0.50 — 0.89 con prediccion “Possibly damaging”;
score: 0.90 — 1.00 con prediccion “Probably damaging’) (Adzhubei et al. 2010;
Adzhubei, Jordan, & Sunyaev, 2013) y SIFT (score: 0.0 — 0.05 con prediccion
“Damaging”; score: 0.051 — 1.00 con prediccion “Tolerated”) (Kumar, Henikoff &

Ng, 2009; Vaser et al. 2016).

ICGC emplea SIFT y Mutation Assessor (score: 0.0 — 0.90 con prediccion
“Neutral”; score: 0.91 — 2.00 con prediccion “Low”; score: 2.01 — 3.60 con
prediccion “Medium”; score: < 3.60 con prediccion “High”) (Reva, Antipin, &

Sander, 2007; 2011) para clasificar las variantes.

COSMIC reporta scores de impacto de acuerdo con FATHMM (score: < 0.0 con

prediccion “Damaging”; score: > 0.0 con prediccion “Tolerated”) (Shihab et al.

2013).

TCGA utiliza la herramienta de prediccion de Ensembl, denominada VEP (score:
de acuerdo con el tipo de variante, con prediccion “High”, “Moderate”, “Low”,
“Modifier”) (McLaren et al. 2016; Hunt et al. 2021) Esta ultima herramienta

permite evaluar el impacto funcional de variantes codificantes y no codificantes.
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Si bien, cada repositorio gendmico reportaba al menos un score asociado a una herramienta
de prediccion in silico, se evalud el impacto de cada variante Unica identificada, con todos los
programas anteriormente mencionados para el conjunto total de datos. Esto permitio predecir el
posible impacto funcional de todas las variantes encontradas. Para identificar la presencia de
variantes patogénicas de AHR asociadas con cancer en el conjunto de datos, se realizé un filtrado
inicial utilizando la herramienta VEP. Sélo fueron seleccionadas las variantes observadas con un
impacto funcional “alto”. Posteriormente, para ampliar el analisis de variantes, también fueron
consideradas aquellas que presentaban un score de impacto funcional "Moderado" y "Patogénico”
de acuerdo con VEP y FATHMM, respectivamente. La visualizacion de datos se cre6 a través de
InteractiVenn (Heberle et al, 2015) y R (R Core Team 2019 R, 2019) v.4.0.0 mediante R Studio
(RStudio Team RStudio , 2019) v.1.3. 1073. Los graficos se generaron con el software R Studio

(Fig. 11).

Figura 11.
Representacion grafica: andlisis de variantes en el gen AHR reportadas en repositorios de

pacientes cancer y su potencial impacto.

Compilacién de variantes: datos Cancer DB: COSMIC; ICGC; Graficos generados con
genémicos (3 DB de cancer y 2 TCGA | Pop. DB: GhomAD; InteractiVenn, R Vv.4.0.0
DB de poblaciones). GWAS C. [4-8] sobre R Studio v.1.3 [9,10]

Busqueda de variantes en Extraccion de variantes Variantes patogénicas: se IV!EP

el gen AHR a partir de por DB y los diferentes evalué su impacto a través " High
estudios genémicos en tipos de cancer que de FATHMM (pathogenic) Y B ow
diferentes poblaciones, con contenian variantes VEP (Ensembl / SIFT- [modifier
foco en Poblacién Latina. AHR. POLYPHEN).

Nota: Desarrollo metodol6gico durante la fase de estudio: andlisis de variantes en AHR reportadas en bases

de datos de pacientes cancer y evaluacion de su potencial impacto. Gréafico de autoria propia.
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3.2 Fase Il: identificacion de variantes genéticas germinales presentes en el gen AHR en

pacientes colombianos con carcinoma escamocelular de cabeza y cuello.

Esta fase de la investigacion comprendio un estudio de tipo descriptivo, a partir del cual se
identificaron variantes genéticas germinales en el gen AHR y se predijo para las variantes

encontradas su efecto en la funcion del receptor Aril de hidrocarburos mediante analisis in silico.

3.2.1 Poblacion de estudio

El presente trabajo analiz6 un grupo de pacientes colombianos diagnosticados con
carcinoma escamo celular de cabeza y cuello (HNSCC, por sus siglas en inglés) a partir de
muestras colectadas en instituciones prestadoras de salud: Clinica Ambulatoria del Hospital
Universitario de Santander-HUS y la Fundacion Foscal Internacional-Fosunab, de la ciudad de

Bucaramanga y el Laboratorio Patdlogos Asociados, de la ciudad de Pasto.

Pacientes con estudio patolégico confirmado de HNSCC en cavidad oral, oro-/naso-
/hipofaringe o laringe, tratados en estos centros de salud fueron invitados a participar. Un total de
23 pacientes fueron incluidos en la investigacion, obteniendo el consentimiento informado por
escrito de todos los participantes. Este proyecto fue avalado por el Comité de Etica de la
Universidad Cooperativa de Colombia — Campus Pasto, acta de inicio 2085 del 15 enero de 2018
y el Comité de Etica de la Universidad Industrial de Santander — CEINCI, Bucaramanga, acta de

aprobacion N. 1 del 7 de febrero de 2020.
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3.2.1.1 Criterios de inclusion.

- Pacientes hombres y mujeres mayores de dieciocho afios nacidos en Colombia.

- Pacientes diagnosticados con HNSCC en cavidad oral, faringe o laringe correspondiente
a los cddigos C01 - C06 /C09 - C14 /C32 de acuerdo con la clasificacion CIEL0 (Ver Tabla 1).

- Fumadores al momento del diagndstico o hasta 12 meses antes del diagnostico (los
fumadores seran definidos por el consumo de al menos un paquete (20 unidades) de cigarrillos al

afio (Nebert et al, 2016).

Tabla 1.
Clasificacion de neoplasias malignas de Cancer de cabeza y cuello, segun clasificacion CIE10.
Cadigos CIE10 Neoplasias Malignas
(C01) Neoplasias malignas de la base de la lengua
(C02) Neoplasias malignas de otras partes y sin especificar de la lengua
(C03) Neoplasias malignas de la encia
(C04) Neoplasias malignas de la base de la boca
(C05) Neoplasias malignas del paladar
(C06) Neoplasias malignas de otras partes y sin especificar de la boca
(C09) Neoplasia maligna de amigdala
(C10) Neoplasias malignas de la orofaringe
(C11) Neoplasias malignas de la nasofaringe
(C12) Neoplasias malignas del seno piriforme
(C13) Neoplasias malignas de la hipofaringe
(C14) Neoplasias malignas de otras partes del labio, la cavidad oral y la
faringe
(C32) Neoplasias malignas de laringe

Nota: Informacion tomada de la Edicion electrénica de la CIE-10-ES, 2022.

3.2.1.2 Criterios de exclusion.
- Pacientes que por su condicién (fallecimiento, imposible ubicacién, trastorno

psiquiatrico), no fuera posible tomar la muestra y/o completar la informacion de la encuesta.
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- Pacientes con diagnéstico de HNSCC asociado a VPH de acuerdo con historia clinica
- Pacientes con antecedentes de otros tipos de cancer.
- Pacientes que no deseen participar en el estudio.

- Mujeres en estado de embarazo.

3.2.2 Informacidn de variables

Todos los participantes del estudio completaron una encuesta administrada
presencialmente por el investigador, la cual incluia caracterizacion sociodemografica, factores de
riesgo asociados con el HNC (informacidn detallada sobre consumo de tabaco, alcohol, exposicion
a agentes ambientales, antecedentes clinicos), antecedentes familiares, diagnostico y localizacion.
Las variables sociodemograficas fueron definidas de la siguiente manera: (i) Edad: referida a la
edad actual del paciente y al momento de su diagndstico. (ii) Género: hombre o mujer. (iii) Lugar
de origen. (iv) Grupo étnico: de acuerdo con el autorreconocimiento, los pacientes fueron
agrupados: “Afrodescendiente”, “Mestizo”, “Indigena”, “Otro”. (v) Nivel educativo. (vi) Régimen

de salud y estrato socioeconémico.

De acuerdo con los factores de riesgo asociados con la patologia de estudio se recolect6 la
siguiente informacién: (i) Consumo de tabaco: edad de inicio, edad en la que dejo el consumo de
tabaco, tipo de tabaco fumado, nimero de cigarrillos consumidos al dia y exposicién habitual en
ambientes con humo. (ii) Consumo de alcohol: edad de inicio, edad en la que dejo el consumo de
alcohol, frecuencia de consumo de bebidas alcohdlicas, consumo de alcohol y tabaco

simultaneamente. (iii) Exposicion a agentes ambientales: exposicion frecuente al sol, promedio en



VARIANTES GENETICAS Y SUSCEPTIBILIDAD AL DESARROLLO DE HNC 52

horas de exposicion al sol, razén de la exposicion. (iv) Antecedentes clinicos: referido a otras
afecciones como “Hepatitis”, “VIH”, “Hipertension Arterial”, “Diabetes”, “Tuberculosis”, “Otra”,

“Ninguna”.

Las variables definidas dentro de la presentacion clinica de la patologia y los antecedentes
familiares fueron: (i) presentacion clinica: tipo de cancer, presencia de signos y sintomas en el
momento del diagndstico. (ii) Historia familiar de cancer: referido a la existencia de uno o mas
familiares con cualquier tipo de cancer. (iii) Grado de parentesco: ‘“Parentesco de primer grado

29 ¢¢

(padres, hermanos e hijos)”, “otros parientes (tios, primos, sobrinos, abuelos, nietos).

Segun el diagndstico y localizacion de la neoplasia las variables analizadas fueron: (i)
Region anatémica del cancer. (ii) Clasificacion histologica del tumor. (iii) Grado de invasion. (iv)
Gradacion de acuerdo a la diferenciacion celular: “Grado I (Bien diferenciado)”, “Grado II
(Moderadamente diferenciado)”, “Grado III (Carcinoma anaplasico o pobremente diferenciado)”,
“Grado IV”. (v) Clasificacion TNM: T: (Tamaio del tumor), N: (N6dulos linfaticos implicados),
M (Metastasis a distancia). (vi) Estadio. Estos datos se registraron de acuerdo con la AJCC Cancer
Staging Manual, 82 edicion (Mahul et al. 2017). La historia clinica de cada paciente fue revisada

para la recopilacién y validacion de los datos, previo consentimiento de los participantes.

3.2.3 Recoleccidon de muestras

Una muestra de sangre periférica, correspondiente a 4 ml, fue obtenida de cada paciente

participante de este estudio mediante el procedimiento de venopuncion siguiendo los parametros
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de toma de muestra de sangre de la OMS (World Health Organization, 2010). Todas las muestras
se colectaron en tubos Vacutainer con EDTA, y fueron almacenadas a 4°C para posteriores
procedimientos de extraccion de ADN. Las mismas, fueron obtenidas siguiendo las
consideraciones éticas y legales establecidas por la Universidad Cooperativa de Colombia, la

Universidad Industrial de Santander y la ley colombiana para la investigacion en humanos.

3.2.4 Extraccion de ADN

A partir de las muestras colectadas, se realiz6 extraccion de ADN genomico de linfocitos
de sangre periférica mediante el kit de extraccion Wizard® Genomic DNA Purification de Promega
(Promega Corporation, 2019). La pureza y concentracion de las muestras de ADN fueron
determinadas por espectrofotometria mediante el uso del equipo NanoDrop 2000
Spectrophotometer (Thermo Scientific) y evaluadas mediante corridas electroforéticas en gel de

agarosa al 1%.

3.2.5 Andlisis del gen AHR

Los aislados de ADN fueron amplificados para 17 fragmentos de PCR de tamafios que
oscilaban entre los 233 y 844 pb que amplifican la regién codificante (11 exones) y los limites
exon-intron del gen AHR. Dada la longitud de los exones 10 y 11 del gen, estos se dividieron asi:
(i) Ex6n 10: dos fragmentos, denominados 10.1y 10.2; (ii) Exon 11: seis fragmentos, denominados

11.1,11.2,11.3,11.4,11.5,11.6 (Tabla 2).
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Tabla 2.
Cebadores de PCR especificos para AhR.

Primer Secuencia % GC (50 I-\r/ImNa+) Cor(lrtl:ﬁ?glrglon Ta(r;t?)no
AHR 1F GGG TGC TCCTGC TATTCAG 58 58 42.8 819
AHR 1R CAG GAT CGC AGG GATTTG 56 60 37.0 819
AHR 2F ACCCATTCCCTGTTTTTCTT 40 57 45.1 580
AHR 2R CAT CAT TTC AGT GGC TGC AT 45 57 36.9 580
AHR 3F CAG TGG ATG CCAGTATTT CA 45 57 36.9 350
AHR 3R CGC AGT TCA GAT GAA AGT GG 50 59 38.7 350
AHR 4F GGC TGT GTT TGT GAA ATG TGA 43 60 35.3 299
AHR 4R AAT GGC CAA CTG TGT CCT AAA 43 59 32.9 299
AHR 5F AAT CAG TCCTTT TGT TGT ATT CCT 33 57 422 233
AHR 5R CCAGCCTCCTTT CACAGACT 55 59 36.4 233
AHR 6 F CAG AAC ACAGACTCC AGT TTA GAA 42 58 30.8 352
AHR 6R GGT TGC CTG ATT TGG GAA TA 45 60 30.7 352
AHR_7F CAGCCATAATGGAGCCTTTT 45 59 37.6 426
AHR 7R GGC TAC ACT GGA AGA ATGTACG 50 59 35.5 426
AHR 8F TGC AGA AAC TAG CGT AAAACCA 41 60 33.3 250
AHR 8R ATG CCG TTT TCT TCT GAC AT 40 57 41.1 250
AHR 9F TGT CTT TGG GGA TAA AGG AA 40 57 35.8 500
AHR 9R TGC CCA AGA TAA AAC CCT AGA 43 59 35.3 500

AHR_10.1F GCACCAGTCATG AGA ATA ATT GAG 42 60 39.6 844
AHR 10.1R TGT TCC TGT ACC ATA CAG CTT GA 44 60 35.4 844
AHR_10.2F TGACTT AACGGATGA AATCCTG 41 59 39.2 800
AHR 10.2R TGC TGT CTC CAT GAATGC TG 50 61 415 800
AHR_111F TCC AAT AAG TTG CAT CACCA 40 58 35.0 713
AHR 11.1R  AAA CAG TGA AGG AGG AAA GCA 43 59 30.5 713
AHR 11.2F CTTTGAGTTTTG AGC TACTGGATTC 40 60 38.1 696
AHR 112 R ATT GAAATGGGT GCTTTGCT 40 60 36.1 696
AHR 11.3F TGT TGC TAT GTG CCTTATGTTG 41 59 42.6 825
AHR 11.3R AGT TTG GGC GGC AGA GTA AG 55 62 38.8 825
AHR 11.4F CAACCACATAGTTCGTTTACCTTC 42 59 36.7 773
AHR 114R GCTCTG CAACCTCCGATTC 58 61 38.7 773
AHR 115F TGA TGG AAT CCC AAA CTG AGA 43 60 34.0 841
AHR 115R CCA CAATGT AGC AGT GCA CTA AG 48 60 38.0 841
AHR 116 F ACTCTCTTC CACATG TTACTG GA 44 58 40.6 600

AHR 116 R TTC CTT TAC GTG GAC CAG AA 45 58 36.9 600
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Nota: informacién relevante de cada cebador (primer), incluidas sus secuencias, el contenido de GC,

temperatura de anillamiento y longitud (pb).

La amplificacidon se realizé a partir de la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) utilizando master mix MyFiTM Mix (Bioline®) 1X, 0.4 uM de mezcla de cebadores y 50
ng/uL de ADN gendmico, en 30 uL. de volumen final de reaccion (Apéndice B. Tabla 3. Protocolo
de amplificacion de PCR). El programa de PCR consistio de un periodo de denaturacion inicial,
94 °C por 2 min; 30 ciclos de: denaturacién, 94 °C por 45 s; hibridacion, 60 s a una temperatura de
58 - 63 °C dependiendo de los cebadores empleados; elongacion, 72 °C por 60 s; y una extension

final a 72 °C por 10 min (Apéndice C. Tabla 4. Condiciones de Termociclado).

La presencia e integridad de los productos obtenidos de PCR se verificaron mediante
electroforesis convencional en gel de agarosa a una concentracion de [1.5%], tefiido con GelRed®
y un tiempo de corrida: (i) Precorrida: 46 voltios durante 10 min; (ii) Corrida final: 120 voltios
durante 45 min. El tamafio de la banda esperada se confirm6 por comparacién con el marcador de

peso molecular HyperLadder™ 100bp (Bioline).

Finalmente, los fragmentos amplificados fueron secuenciados por medio del método de
Sanger en un analizador genético ABI 3130 (Applied Biosystems) de manera bidireccional,
empleando los mismos cebadores de la amplificacion por cada muestra para cada uno de los
fragmentos; el servicio de secuenciacion fue proveido por MACROGEN (Seoul, South Korea).
Las secuencias obtenidas se procesaron y analizaron con el programa ChromasPro version 2.1.10

(http://technelysium.com.au/ChromasPro.html).
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3.2.6 Anélisis Computacional

Para identificar las variantes en el gen AHR, presencia y ubicacion de las alteraciones, las
secuencias obtenidas fueron comparadas con las secuencias de referencia: (i) Homo sapiens PAC
clone RP4-658N5 from 7p21, complete sequence, DNA - NCBI Reference Sequence:
AC003075.2; (ii) Homo sapiens Aryl hydrocarbon receptor (AHR), mMRNA - NCBI Reference
Sequence: NM_001621.5, a partir de la herramienta de alineamiento de secuencias de tipo local:

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) - NCBI.

Las variantes halladas fueron nombradas de acuerdo con la nomenclatura aprobada por
Human Genetic Variation Society (HGVS) (https://varnomen.hgvs.org/). Se determinaron las
frecuencias alélicas de cada una de las variantes identificadas y se compararon con las frecuencias
reportadas para cada poblaciébn en las siguientes bases de datos: (i) dbSNP
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/); (i) 1000 Genomes Project Phase 3
(https://www.internationalgenome.org/category/phase-3/); (iii) GnomAD - EXAC (Ensembl:

https://www.ensembl.org/info/genome/variation/species/populations.html).

3.3 Fase I11: evaluacidn del efecto de las variantes identificadas sobre la funcion del receptor

Aril hidrocarburos mediante analisis de prediccidn in silico.

Las variantes genomicas de regiones codificantes y no codificantes identificadas se
evaluaron a través de un conjunto de herramientas de prediccion in silico para evaluar su posible

efecto sobre la estructura y funcién de AhR.
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Las variantes codificantes fueron analizadas mediante los programas:

(i)

(i)

(i)

VEP: Ensembl Variant Effect Predictor, determina el posible efecto de las variantes
(SNP, inserciones, deleciones, CNV o variantes estructurales) en genes, transcritos
y secuencias de proteinas, asi como regiones reguladoras. (score: de acuerdo con

el tipo de variante, con prediccion “High”, “Moderate”, “Low”, “Modifier”)

(McLaren et al. 2016; Hunt et al. 2021) (https://www.ensembl.org/Tools/VEP).

SIFT: Sorting Intolerant from Tolerant, predice si una sustitucion de aminoacidos
podria afectar la funcién de la proteina en funcién de la homologia de la secuencia
y las propiedades fisicas de los aminoacidos. SIFT, permite identificar que tan
conservado es el sitio en la proteina donde se encuentra la variante. SIFT puede ser
usado para polimorfismos no sinénimos y mutaciones sin sentido. (score: 0.0 —0.05

con prediccion “Damaging”; score: 0.051 — 1.00 con prediccion “Tolerated”)

(Kumar, Henikoff & Ng, 2009; Vaser et al. 2016) (https://sift.bii.a-star.edu.sg/)

Polyphen2: Polymorphism Phenotyping v2, establece si la variante afecta la
estructura tridimensional de la proteina. Este programa determina el posible efecto
de variantes codificantes no sindbnimas mediante procedimientos de alineacion de
secuencias multiples de alta calidad y una clasificacion probabilistica de acuerdo
con el método de “machine learning” (score: 0.0 — 0.49 con prediccion “Benign”;
score: 0.50 — 0.89 con prediccion “Possibly damaging”; score: 0.90 — 1.00 con
prediccion “Probably damaging”) (Adzhubei et al. 2010; Adzhubei, Jordan, &

Sunyaev, 2013) (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/).
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(iv)

(v)

FATHMM: Functional Analysis through Hidden Markov Models (v2.3), permite
predecir las consecuencias funcionales de variantes codificantes y no codificantes.
De acuerdo con las necesidades del investigador, el analisis de variantes
codificantes cuenta con tres herramientas distintas: (a) Enfermedad hereditaria,
opcién que permite discriminar entre mutaciones causantes de enfermedades y
polimorfismos neutrales; (b) Cancer, esta opcién permite distinguir entre
mutaciones conductoras que promueven el cancer y otros polimorfismos de linea
germinal; (c) Especifico de la enfermedad, permite identificar variantes
potencialmente relevantes desde el punto de vista funcional para la enfermedad de
interés. Por otra parte, la evaluacion de variantes no codificantes cuenta con dos
herramientas de analisis: (d) FATHMM-MKL; (e) FATHMM-XF, estos algoritmos
integran anotaciones funcionales de ENCODE con HMM basados en nucle6tidos.
(Para variantes de region codificante: score: < 0.0 con prediccion “Damaging”;
score: > 0.0 con prediccion “Tolerated”. Para variantes de region no codificante:
p-values in the range [0, 1] - score: < 0.5 con prediccion “neutral or benign”;
score: > 0.5 con prediccion “Deleterious”) (Shihab et al. 2013)

(http://fathmm.biocompute.org.uk/)

Mutation Taster (Mutation T@sting): el programa utiliza modelos de Random
Forest para las predicciones. El “Tree Vote” indica cuantos arboles de decision del
Random Forest sugieren nocividad, frente a cuantos sugieren una alteracion de tipo

benigna. Mutation Taster integra diferentes fuentes de datos como GnomAD y



VARIANTES GENETICAS Y SUSCEPTIBILIDAD AL DESARROLLO DE HNC 59

(vi)

EXAC para el andlisis del efecto de las variantes de empalme, el programa usa
MaxEntScan como modelo de prediccion. Ademas, Mutation Taster proporciona
informacion sobre la enfermedad que causa la variante evaluada. (score: de
acuerdo con el tipo de variante y el modelo asociado: 100 a 300 Random Forest
trees, con prediccion ‘“deleterious”; “benign”) (Steinhaus et al, 2021)

(https://www.genecascade.org/MutationTaster2021/).

Provean: Protein Variation Effect Analyzer, predice el impacto de variantes, tales
como sustituciones, inserciones y deleciones de uno o varios aminoacidos, sobre la
funcion biologica de una proteina. Este programa utiliza el principio de
alineamientos con secuencias homologas para determinar la posicion de residuos y
aminoacidos, evolutivamente conservados, y por lo tanto funcionalmente
importantes. (score: < -2.5 con prediccion “Deleterious”; score: > -2.5 con

prediccion “Neutral”’) (Choi y Chan, 2015) (http://provean.jcvi.org/index.php).

Por otra parte, las variantes no codificantes fueron evaluadas a partir de las herramientas

de prediccién ya mencionadas, VEP y FATHMM, Mutation Taster (Mutation T@sting) ademas

de los programas Human Splicing Finder (HSF), que a su vez corre el algoritmo MaxEntScan.

(i)

HSF. Human Splicing Finder, herramienta para predecir los efectos de las
mutaciones en las sefiales de empalme o para identificar motivos de empalme en
cualquier secuencia humana. Esta herramienta calcula valores consenso para sitios

de splicing y puntos de ramificacion. Entre méas alto sea este valor, mayor
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probabilidad de que sea un sitio auténtico (Desmet, et al. 2009)

(https://hsf.genomnis.com/).

(i) MaxEntScan, Este método modela secuencias de sitios de empalme utilizando la
distribucion de maxima entropia y generaliza distintos modelos probabilisticos,
como los modelos de matriz de peso y los modelos de Markov no homogéneos.
Este programa asigna puntajes a secuencias de 9 pb (sitios de splicing 5’: 3 bases
exonicas y 6 bases intronicas alrededor de los 5°SS, dada la alta conservacion
nucleotidica de estas posiciones en el contexto del empalme con elementos
canonicos); De manera similar se asignan puntajes para los sitios de splicing 3'
(secuencias de 23 pb), donde se utilizan 3 bases exdnicas y 20 bases intronicas
(teniendo en cuenta las longitudes variables del tracto de polipirimidina). Cuanto
mas alto sea el puntaje, mayor la probabilidad de que la secuencia evaluada sea un
sitio verdadero de splicing; por el contrario, cuanto mas bajo el puntaje, este se
interpreta como un sitio de empalme "mas débil". (Yeo & Burge 2004)

(http://genes.mit.edu/burgelab/maxent/Xmaxentscan scoreseg.html).

Conjuntamente, se us6 HaploReg v4.133 para explorar qué anotaciones funcionales del
genoma no codificante entre los resultados previamente publicados o conjuntos de variantes de los
proyectos Roadmap Epigenomics, ENCODE, 1000 Genomes Project, y el efecto de los SNP en la
expresion de los estudios de eQTL, colocalizan con ciertos SNPs identificados en el presente
estudio. HaploReg es una herramienta que permite predecir el impacto de variantes no codificantes

en los fenotipos clinicos (Ward y Kellis, 2011) (http://compbio.mit.edu/HaploReg).
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Finalmente, el andlisis in silico de cada variante identificada mediante las herramientas
previamente expuestas, permitieron determinar las alteraciones de secuencia, probablemente

reguladoras, para futuros estudios de asociacion.

4. Resultados y discusion

4.1 Fase |I: descripcion de las variantes genéticas reportadas para el gen AHR en repositorios

de datos gendmicos de pacientes con cancer.

Este apartado se presenta como Apéndice D al presente trabajo. Articulo por someter: AHR

gene variants in patients with cancer and their presence in the Latin American population.

4.2 Fase I1: identificacion de las variantes genéticas germinales presentes en el gen AHR en

pacientes colombianos con carcinoma escamocelular de cabeza y cuello.

4.2.1 Caracterizacion sociodemogréfica y clinica de los pacientes estudiados

En este estudio se analizaron 23 pacientes con carcinoma escamocelular de cabeza y cuello

de acuerdo con los criterios de inclusion descritos previamente (Tabla 1). La distribucién

geografica de los pacientes fue la siguiente: 6 pacientes del Departamento de Narifio,
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correspondientes al municipio de Pasto; 14 pacientes del Departamento de Santander,
correspondientes a los municipios de Bucaramanga, San Gil y Socorro; 3 pacientes del
Departamento de Norte de Santander, correspondientes al municipio de Cucuta y el corregimiento
de Babega (1 paciente, residente en zona rural), quiénes recibian tratamiento médico en la ciudad
de Bucaramanga. La edad media de los pacientes estudiados fue de 57 + 14 afios con un predominio
de hombres (61%, n = 14), sobre el nUmero de mujeres afectadas (39%, n = 9). Distribuidos por
rango etario, el 60,8% (n = 14) del total de pacientes eran mayores de 50 afios, mientras que s6lo
el 8,7%, correspondiente a 2 pacientes evaluados, tenian una edad menor o igual a 30 afios. Por lo
que se refiere al grupo étnico, el total de los participantes (100%) se auto- reconoce como mestizo

(Tabla 5).

En cuanto a las caracteristicas clinicas (Tabla 6), la localizacion del tumor primario de
origen escamocelular mas frecuentemente reportado fue la lengua, representando el 43,5% de los
pacientes analizados (n = 10); Laringe: 6 pacientes (26,1%); Piso de la boca: 2 pacientes (8,7%);
Amigdala: 2 pacientes (8,7%); Cavidad oral: 1 paciente (4,4%); Lengua y piso de la boca: 1

paciente (4,4%); Paladar: 1 paciente (4,4%) (Fig. 12).

Al relacionar el género con el consumo de tabaco, como uno de los factores de riesgo
asociado al desarrollo de HNSCC, se observo gue la edad de inicio de consumo de tabaco es mas
temprana en hombres (18 afios 0 menos) que, en mujeres representando el 43,5% del total de los
pacientes. Asi, mientras que el tiempo de exposicidn a procarcindgenos del tabaco en las mujeres
varia entre 1 — 5 afios 0 menos (30,4%; n = 7), en los hombres asciende a los 11 - 20 afios 0 mas

(52,2%; n = 12).
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Tabla 5.

Caracterizacion sociodemograéfica de la poblacion de estudio.

Mujeres Hombres Total
n (%) n (%) n (%)
Total 9 (39%) 14 (61%) 23 (100%)
Edad (afios)
18-30 2 (8,7%) 2 (8,7%)
31-40 1 (4,35%) 1 (4,35%)
41 - 50 1 (4,35%) 5(21,7%) 6 (26,1%)
51-60 5(21,7%) 5(21,7%)
61y mas 5(21,7%) 4 (17,4%) 9 (39,1%)

Grupo Etnico

Afrodescendiente

Mestizo 9 (39,1%) 14 (60,9%) 23 (100%)
Indigena
Otro:
Estado Civil
Soltero 3(13,1%) 4 (17,4%) 7 (30,4%)
Casado 6 (26,1%) 7 (30,4%) 13 (56,5%)
Unién Libre 1 (4,35%) 1 (4,35%)
Divorciado 1(4,35%) 1(4,35%)
Viudo 1(4,35%) 1(4,35%)
Nivel Educativo
Ninguno 1 (4,35%) 1(4,35%)
Primaria 3(13,1%) 4(17,4%) 7 (30,4%)
Secundaria 6 (26,1%) 6 (26,1%)
Técnica 4 (17,4%) 1(4,35%) 5(21,7%)
Universitario 1(4,35%) 1(4,35%) 2 (8,7%)
Posgrado 1(4,35%) 1(4,35%) 2 (8,7%)

Régimen de Salud

Contributivo

6 (26,1%)

13 (56,5%)

Subsidiado 3 (13,1%) 7 (30,4%) 10 (43,5%)
Especial
Ninguno
Actividad Laboral
Estudiante 2 (8,7%) 2 (8,7%)
Hogar 4 (17,4%) 4 (17,4%)
Trabajador Empleado 2 (8,7%) 3 (13,1%) 5(21,7%)
Trabajador Independiente 8 (34,8%) 8 (34,8%)
Cesante 1 (4,35%) 1 (4,35%) 2 (8,7%)
Pensionado 2 (8,7%) 2 (8,7%)
Estrato Socioeconémico
Estrato 1-2 6 (26,1%) 5(21,7%) 11 (47,8%)
Estrato 3 -4 3(13,1%) 8 (34,8%) 11 (47,8%)
Estrato5-6 1 (4,35%) 1(4,35%)

Nota: Caracterizacion sociodemogréfica de la poblacion total de estudio, 23 pacientes con HNSCC.
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En cuanto al consumo de tabaco, distribuido por nimero de cigarrillos y/o tabacos
consumidos por dia, el 21,7% (n = 5) del total de las mujeres reportaron un consumo de 1 — 3
cigarrillos diarios; el 8,7% (n = 2) dijo haber consumido de 10 — 20 cigarrillos por dia, es decir de
medio a un paquete completo; el 8,7% restante (n = 2) presentd un consumo de mas de 20
cigarrillos cada dia. Por otra parte, el 47,9% (n = 11) del total de los hombres reportaron un
consumo de 10 — 20 cigarrillos o mas cada dia; el 8,7% (n = 2) consumié de 1 — 3 cigarrillos
diarios, y s6lo uno de ellos (4,4%) presentd un consumo de mas de 3 y menos de 10 cigarrillos en

un dia (Tabla 6).

Figura 12.

Ndamero de pacientes estudiados de acuerdo con la localizacion anatémica del tumor.
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Nota: Representacion esquemaética de los sitios anatomicos de aparicion del tumor y distribucion de

pacientes afectados por estas neoplasias. Grafico modificado de https://clinicalgate.com/head-and-neck/
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Al analizar otros factores de riesgo asociados al HNSCC, tales como consumo de alcohol
y exposicion al sol se observo que el 34,8% (n = 8) del total de los pacientes dijeron haber
consumido alcohol y tener exposicion prolongada al sol con relacion a sus labores, de manera
ocasional, ademas del consumo de tabaco. De estos, el 26,1% correspondio a hombres y el 8,7% a
mujeres. En cuanto al consumo de alcohol y tabaco en concomitancia, sin exposicion al sol, el
34,8% (n = 8) de los pacientes (26,1% hombres; 8,7% mujeres) reportaron dicho consumo en
simultaneo. Finalmente, el 13,1% (n = 3) de los pacientes restantes afirmaron haber presentado
exposicion al sol por ocio y un 4.4% reportod haber consumido alcohol en algin momento de su
vida antes del diagndstico. Solo 3 de los participantes del estudio no refirieron consumo de alcohol

y/o exposicion prolongada al sol (13,1%) (Tabla 6).

En cuanto a la presencia de una lesion en el sitio de inicio del cancer, el 65,2% (n = 15) de
los pacientes afirmaron haber presentado una lesion inicial. En general, el 43,4% (n = 10) del total
de los pacientes estudiados reportaron antecedentes familiares de cancer en parientes de primer o
segundo grado, siendo el cancer de mama el mas frecuente (33%; n = 5 casos reportados); seguido
de céncer de cabeza y cuello (20%; n = 3 casos reportados); leucemia ((20%; n = 3 casos
reportados), y otros menos frecuentes como cancer de tiroides, higado, ovario y utero (6,7%; n =

1 caso reportado, asociado a cada neoplasia) (Fig. 13).
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Tabla 6.

Caracterizacion clinica de la poblacion de estudio.

Mujeres Hombres Total
n (%) n (%) n (%)
Total 9 (39%) 14 (61%) 23 (100%)

Consumo de Tabaco

Edad de Inicio de Consumo de Tabaco

18 afios 0 menos 3(13,1%) 10 (43,5%) 13 (56,5%)
19 afios 0 mas 6 (26,1%) 4(17,4%) 10 (43,5%)
Tiempo de Consumo de Tabaco
Menos de 1 Afio 2 (8,7%) 2 (8,7%)
1-5 Afios 5(21,7%) 5(21,7%)
6 - 10 Afios 2 (8,7%) 2 (8,7%)
11 - 20 Afios 1(4,4%) 3(13,1%) 4(17,4%)
21 Afios 0 mas 1(4,4%) 9 (39,1%) 10 (43,5%)
Nudmero de Cigarrillos y/o Tabaco consumidos al dia
1 - 3 cigarrillos 5(21,7%) 2 (8,7%) 7 (30,4%)
Mas de 3 y menos de 10 cigarrillos 1 (4,4%) 1(4,4%)
10 - 20 cigarrillos 2 (8,7%) 8 (34,8%) 10 (43,5%)
Mas de 20 cigarrillos 2 (8,7%) 3 (13,1%) 5(21,7%)
Otros Factores de Riesgo
Consumo de Alcohol 1 (4,4%) 1(4,4%)
Tabaco + Alcohol en simultaneo 2 (8,7%) 6 (26,1%) 8 (34,8%)
Exposicion al Sol 1(4,4%) 2 (8,7%) 3(13,1%)
Consumo de Alcohol + Exposicién al Sol 2 (8,7%) 6 (26,1%) 8 (34,8%)
Ninguno 3(13,1%) 3(13,1%)
Lesion en Sitio de Inicio del Cancer
Si 8 (34,8%) 7 (30,4%) 15 (65,2%)
No 1(4,4%) 7 (30,4%) 8 (34,8%)
Antecedentes familiares de Cancer
Pariente de Primer Grado 3(13,1%) 2 (8,7%) 5(21,7%)
Pariente de Segundo Grado 4 (17,4%) 1 (4,4%) 5(21,7%)
Ninguno 2 (8,7%) 11 (47,8%) 13 (56,5%)

Nota: Caracterizacion clinica de la poblacion total de estudio, 23 pacientes con HNSCC. De acuerdo con el
Instituto Nacional del C&ncer del NIH, se incluyen como parientes de primer grado: progenitores, hermanos
y hermanas, hijos. Ademas, se denotan como parientes de segundo grado: tios, abuelos, nietos, sobrinos o

medio hermanos de una persona.
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Figura 13.

Antecedentes de cancer en parientes de primer y segundo grado de pacientes con HNSCC
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algun tipo de cancer, de acuerdo con los antecedentes familiares de los participantes del estudio.

4.2.2 Alteraciones de secuencia observadas en el gen AHR

El gen AHR fue dividido en 17 fragmentos cubriendo un total de 9901 pares de bases, que
incluia la region codificante (11 exones) y los limites exon-intrén del gen para ser secuenciados

mediante secuenciacion Sanger.

De los 23 pacientes caracterizados para este gen, se identificaron un total 7 alteraciones de
secuencia, identificadas mediante el uso de la herramienta Human BLAT Search - UCSC Genome
Browser (Kent, 2002; Kent et al, 2002) (https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat). De estas, 4
variantes (57%) se encontraron reportadas en las bases de datos: (i) dbSNP
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/); (ii)) LOVD v.3.0 - Leiden Open Variation Database

(https://www.lovd.nl/3.0/search); (iii) Varsome, (https://varsome.com/). Las 3 alteraciones
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restantes (43%) no se encuentran reportadas en estas bases de datos ni tampoco se hallaron en la

literatura cientifica.

Como se observa en la Tabla 7, de las siete variantes identificadas, una corresponde a la
region no traducida 5° (-459A>G, 5’UTR); tres alteraciones de tipo intronicas (c.908+33G>T;
€.253+175T>C; ¢.66-165delT); dos variantes de region codificante (c.132T>C, alteracion de tipo
sinbnima; ¢.1661G>A, variante de tipo missense que representa un cambio de aminoacido en la
posicién 554 de Arginina por Lisina); una variante localizada en la region no traducida 3’
(c.2333C>T, 3’UTR, variante no reportada previamente) (Figura 14). La alteracion de secuencia
mas frecuente en la poblacion de estudio fue [-459A>G], encontrada en 20 de los 23 pacientes. La
variante menos frecuente fue [c.132T>C] presente en 1 sOlo paciente. Finalmente, sélo dos
(28.6%) de las siete variantes identificadas se encuentran reportadas en ClinVar como “variantes

benignas”.

Figura 14.

Representacion gréafica del gen AHR y las variantes identificadas en el estudio

-—--—l-----—-—-—-—---_—-_—-—r??—‘--

c.155A>G .866+175T>C . €.1521433G>T C.2274G>A
[-459A>G] . [€.253+175T>C) [€.908+33G>T] [c.1661G>A]
€.5493C>T
c.745T>C [c.2333C>T]

[c.132T>C]

v
l c.679-165del
[c.66-165delT] AHR: chr7:17298652-17346147

Nota: representacion esquematica de las variantes identificadas de acuerdo con su ubicacion en el gen. En
verde: variantes 5’UTR y 3’UTR; En azul: variantes intronicas; En rosa: variante sindnima; En naranja:

variante de cambio de sentido.
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Tabla 7.

Alteraciones de secuencia identificadas en el gen AHR en la muestra caracterizada.

Cambio de Clasificacion de la N°.

Fragmento Posicion Nomenclatura Alelos AA Variante T
16/23
(69.5%)
4/23
(17.4%)

Homocigosis
-459A>G N/A rs7796976 A/G Variante 5 UTR
Heterocigosis

GRCh38/HG38:

Bxonl 11717298806

GRCh38/hg38:
chr7:17334147

9/23

Intrén 7 (39.1%)

c.908+33G>T  Heterocigosis N/A rs2074113 Variante intronica

GRCh38/hg38: Variante codificante de 1/23

5 . igosi . A 1777 2T . L
Exon 2 chr7:17310002 €.132T>C Heterocigosis  p.Asn44Asn  rs 9352 T/C tipo sin6nima (4.3%)

Exén 10 GRCh38/hg38:
(10.1)  chr7:17339486

6/23

c.1661G>A Heterocigosis p.Arg554Lys rs2066853 (26.1%)

1/23
(4.3%)
3/23
(13.1%)

Exon 11 . . 7/23
- . - " UTR
(11.5) c.2333C>T Heterocigosis No reportada Variante 3’ U (30.4%)

Intrén 2 - ¢.253+175T>C Heterocigosis N/A No reportada Variante intronica

Intrén 1 - ¢.66-165delT N/A No reportada Variante intronica

Nota: En blanco, variantes detectadas en la muestra de estudio y previamente reportadas. Las bases de datos
consultadas  fueron (i) dbSNP  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/); (i) LOVD v.3.0
(https://www.lovd.nl/3.0/search); (iii) Varsome, (https://varsome.com/). *Llamado de variantes de acuerdo

con la nomenclatura HGVS. En gris, variantes no reportadas. N/A: No aplica

4.2.2.1 Andlisis de variantes alélicas «reportadas» para el gen AHR. De acuerdo con el
UCSC Genome Browser (Human BLAT Search), 4 de las 7 variantes halladas se encontraban
previamente reportadas en la base de datos dbSNP, identificadas con los Id rs7796976 [-459A>C];
rs2074113 [c.908+33G>T]; rs17779352 [c.132T>C]; rs2066853 [c.1661G>A]. También se
encontraron en las bases de datos LOVD v.3.0 y Varsome. Segun su importancia clinica, 2 de las

4 variantes, no han sido reportadas en ClinVar (rs7796976 y rs2074113), mientras que las dos
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restantes se encuentran clasificadas como variantes “benignas” (rs17779352 y rs2066853) (Tabla

8).

Tabla 8.

Alteraciones de secuencias en el gen AHR: variantes reportadas y significancia clinica.

VARIANTES DEL GEN AHR

SIGNIFICANCIA CLINICA

Nomenclatura Cambio de Clasificacion N°.
NP LINVAR PATHOMAN VARSOME LINGEN i
HGVS AA LS de la Variante pacientes ¢ 0 S0 CLING Citas
Variante de
NM_001621.5: Variante 5 No
_ 20/23 s . .
CA59A>G N/A rs7796976 prima UTR / reportada IS|.gn|f.|ca.do Benigna Indeterminada 7
clinico incierto
NM_001621.5: Variante No . . .
.908+33G>T N/A rs2074113 intronica 9/23 reportada Benigna Benigna Indeterminada 4
Variante
NM_001621.5: p.Asnd4Asn rs17779352 codificante de 1/23 Benigna Probabl.emente Benigna Indeterminada 0
c.1327>C . s Benigna
tipo sinonima
Variante
Variante de
NM_001621.5: codificante de . S . .
C1661G>A p.Arg554Lys rs2066853 cambio de 6/23 Benigna IS|.gn|f.|ca.do Benigna Indeterminada 65
sentido clinico incierto

Nota: Nomenclatura aprobadas por HGVS (Human Genome Variation Society) de acuerdo a la entrada en

GenBank no. NM_001621.5. *Varsome: significancia clinica de las variantes de tipo “Benigna”, segtn la

clasificacion del ACMH. N/A: No aplica.

A continuacion, se describen cada una de las variantes identificadas:

AHR [-459A>G]. Esta alteracion de secuencia fue encontrada en el 87% (n = 20) del total

de los pacientes estudiados, tanto en homocigosis (n = 16 pacientes) como en heterocigosis (n =4

pacientes). Variante de la region no traducida 5' (5'UTR) localizada en el exén 1 del gen, e

identificada bajo el RefSNP: rs7796976. En la figura 15 se muestra el cromatograma de un paciente

con esta alteracion.



VARIANTES GENETICAS Y SUSCEPTIBILIDAD AL DESARROLLO DE HNC 71

De acuerdo con las bases de datos dbSNP y Ensembl Genome browser, la variante
-459A>G presenta una distribucion global, como resultado de los estudios del proyecto
1000Genomes, EXAC y GnomAD. Se han encontrado reportes de esta alteracién en poblacion
asiatica: Korea (Kim et al, 2007); poblacion caucésica: Espafa (Figueroa et al, 2008), Alemania
(Prager et al, 2016); poblacion mezclada, Canada (Ng et al, 2010). Para Latinoamérica, se
encuentran registros de la frecuencia de esta variante en las poblaciones de Medellin, Colombia;
Lima, Per(; Puerto Rico; de ancestria mexicana habitantes de Los Angeles, CA (Ensembl Genome
browser). En la tabla 9, se observan las frecuencias alélicas y genotipicas de la variante en la
poblacién de estudio y su distribucion en el mundo. No se encuentran datos reportados de esta
alteracion en otras bases de datos como GWAS Catalog, TCGA, ICGC, COSMIC, y el HapMap

Project.

A partir del célculo de frecuencias para la poblacion muestreada, representada por 23
pacientes, se encontro gque la variante [-459A>G] exhibié un valor de frecuencia alélica menor de
0.22 para su alelo «A». Lo anterior se relaciona con el valor de frecuencia alélica menor (MAF,
por sus siglas en inglés) reportado por dbSNP para el alelo A (MAF: A= 0.2210/1107), lo que
indica que para la variante [-459A>G], el alelo -459A tiene una frecuencia de 22% en la poblacion
de estudio (1107 de 5008 individuos) de la fase Il del proyecto 1000Genomes (Tabla 9),
respaldando a su vez, el gran numero de pacientes identificados en el presente estudio portando la
alteracion, donde el genotipo homocigoto «GG» exhibid la frecuencia mas alta en la poblacion
(0.70), ademas del genotipo heterocigoto «AG» que se observé en el 13% de la poblacion estudiada
(0.13) (Tabla 9). Conforme a los datos de expresion y regulacion génica en tejidos especificos

contenidos en el proyecto Genotype-Tissue Expression (GTEX), esta variante se relaciona con la
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expresion génica de AHR en 54 tejidos, principalmente en cultivos primarios de fibroblastos

(RNA-seq of 17382 samples, 948 donors) (http://varso.me/dkNJ).

Figura 15.

Cromatograma de la alteracion -459A>G.
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Nota: Cromatograma, identificacion de la variante -459A>G en heterocigosis y homocigosis,

respectivamente. Alteracion en recuadro amarillo. Visualizacion mediante el SW. ChromasPro V.2.1.10.
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Tabla 9.
Frecuencias alélicas de la variante [-459A>G].
rs7796976
Allele Frequencies
1000 Genomes Project Phase 3 GnomAD (Ensembl); ExAC
A: 0.221 (1107) o A: 0.206 (29422) B oo
" G: 78% G * G:79%
: 0.779 (3901) : 0.794 (113530)
AERICAN A: 0.084 (111) o = A 8% NTHINA - 0100 (4212) Pa = n10%
“ = G:92% AFR-AME “ = G:90%
:0.916 (1211) :0.900 (37762)
A: 0.251 (174) 5o, A:0.306 (4180) - hs1
AMERICAN e LATINO ‘. e e
: 0.749 (520) ' :0.694 (9462) '
A: 0.329 (332) . A 33% A:0.331(1028) . A: 33%
EAST ASIAN ‘. PR EAST ASIAN ‘. .
: 0.671 (676) ' :0.669 (2080) '
CUROPEAN A: 0.222 (223) SR \On FINNISH A:0.241 (15555) B -
G " G:78% EUR. G = G:76%
1 0.778 (783) :0.758 (48851)
A: 0.273 (267) B o A:0.209 (2178) B osao%
SOUTH ASIAN ‘ -G 73% FINNISH b . Gl' _—
:0.727 (711) :0.791 (8250) '
A:0.274 (831) B e
SOUTH ASIAN ‘ G
Sample Population: rs7796976 :0.726 (2197)
Genotype Allele
G t A:0.209 (188
enotype Frequencies Frequencies ( ) ‘. =A:21%
=G:79%
AA 0.13 (13%) :0.791 (710)
A:0.22
AG 0,17 (17%) POSTOEINPII A 0-239 (792) .
JEWISH ‘ " G: 76%
0.70 (70%) :0.761 (2526)
0.78
Patients (n = 23) A:0.213 (458) . n A 21%
“ = G:79%

:0.787 (1692)
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Nota: Frecuencias alélicas y genotipicas de la variante rs7796976 presente en la poblacion muestreada.
Ademas, se muestran las frecuencias alélicas para la misma variante en diferentes poblaciones del mundo,

reportadas por las bases de datos: proyecto 1000Genomes, EXAC y GnomAD.

AHR [c.908+33G>T]. Esta alteracion de secuencia fue encontrada en el 39% (n = 9) del
total de los pacientes estudiados, en heterocigosis. Variante de tipo no codificante ubicada en el
intrén 7 del gen, e identificada bajo el RefSNP: rs2074113. En la figura 16 se muestra el

cromatograma de un paciente con esta alteracion.

De acuerdo con las bases de datos dbSNP y Ensembl Genome browser, Se han encontrado
reportes de la variante ¢.908+33G>T en poblacion asiatica: China (Chen et al, 2009), Korea (Kim
et al, 2007) y poblacion caucésica: Espafia (Figueroa et al, 2008). Para Latinoamérica, se
encuentran registros de la frecuencia de esta variante en las poblaciones de Medellin, Colombia;
Lima, Per(; Puerto Rico; de ancestria mexicana habitantes de Los Angeles, CA (Ensembl Genome
browser). Sin embargo, de manera general esta alteracion presenta una distribucion global como
resultado de los estudios del proyecto 1000Genomes, EXAC y GnomAD (Tabla 10). No se
encuentran datos reportados de esta alteracion en otras bases de datos como GWAS Catalog,

TCGA y el HapMap Project.

De acuerdo con el célculo de frecuencias para la poblacion muestreada, la variante
[c.908+33G>T] presentod un valor de frecuencia alélica menor de 0.20 para su alelo «T», lo cual
se relaciona con el valor de MAF reportado por dbSNP para este alelo (MAF: T=0.179), indicando
una frecuencia de 18% del alelo ¢.908+33T en la poblacion de la fase Il del proyecto

1000Genomes (Tabla 10).
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Por otra parte, no se encontraron portadores homocigotos de la alteracion «TT» en la
poblacién de estudio. Sin embargo, el 39% de los pacientes analizados presentd la variante en
estado de heterocigosis, mientras que el genotipo silvestre «GG» se observo en el 61% de la

poblacién (Tabla 10). Actualmente, esta variante no se encuentra reportada en el proyecto GTEX.

Figura 16.

Cromatograma de la alteracion [c.908+33G>T].
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Nota: Cromatograma, identificacion de la variante ¢.908+33G>T en heterocigosis. En el recuadro se

observa la alteracién. Visualizacion mediante el programa ChromasPro version 2.1.10.
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Tabla 10.

Frecuencias alélicas de la variante [¢c.908+33G>T].

rs2074113

Allele Frequencies

1000 Genomes Project Phase 3

:0.821 (4114)
: 0.179 (894)
:0.848 (1121)
= G:85%
AFRICAN q AFRICAN /
" T:15% AFR-AME
:0.152 (201)
: 0.863 (599)
= G:86%
AMERICAN T 2% LATINO
:0.137 (95)
: 0.642 (647) ‘ .
EAST ASIAN T 36% EAST ASIAN
: 0.358 (361)
CUROPEAN + 0.896 {901) SR NON FINNISH
= T:10% EUR.
: 0.104 (105)
: 0.865 (846) R
SOUTH ASIAN T 13% FINNISH
: 0.135(132)
SOUTH ASIAN
Sample Population: rs2074113
Genotype Genotyp.e AIIeIe-
Frequencies Frequencies
0.61 (61%)
0.80
0,
GT 0,39 (39%) ASHKENAZI
JEWISH
TT 0.00 (0%)
T:0.20

Patients (n = 23)

GnomAD (Ensembl); EXAC

:0.874 (124891)

q " G:87%
. T:13%
:0.126 (18009)
:0.843 (35338) 1 . G: 84%
‘ n T:16%
:0.157 (6576)
:0.880(11988) <4 " G: 88%
“ nT:12%
:0.120 (1630)
:0.635(1982) ’ " G 63%
) nT:37%
:0.365(1138)
:0.903 (581438) \| = G: 90%
“ mT:10%
:0.097 (6262)
:0.884 (9219) \ = G:88%
“ . T:12%
:0.116 (1209)
:0.857 (2602) ‘ " G:86%
“ BT 14%
:0.143 (436)
:0.903 (813) \| = G:90%
“ = T:10%
:0.097 (87)
:0.880(2922) ‘ " G: 88%
“ nT:12%
:0.120 (400)
:0.874 (1879) | = G:87%
“ mT:13%

:0.126 (271)
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Nota: Frecuencias alélicas y genotipicas de la variante rs2074113 presente en la poblacién muestreada.

Ademaés, se muestran las frecuencias alélicas para la misma variante en diferentes poblaciones del mundo,

reportadas por las bases de datos: proyecto 1000Genomes, EXAC y GnomAD.

AHR [c.132T>C]. Esta alteracion se encontro en un solo individuo del total de los pacientes
estudiados. Variante codificante de tipo sindnima (p.Asn44Asn), identificada bajo el RefSNP:
rs17779352. De acuerdo con la posicion aminoacidica «44» situada en el exén 2 del gen, la variante
se encuentra en la region del dominio basic helix-loop-helix-Per-ARNT-Sim de la proteina AhR,
en un sitio especifico de unién al ADN (NCBI Reference Sequence: NP_001612.1). En la figura

17 se muestra el cromatograma de un paciente con esta alteracion.

En consecuencia, con los resultados de los estudios del proyecto 1000Genomes, EXAC y
GnomAD publicados en las bases de datos dbSNP y Ensembl Genome browser, la variante
[c.132T>C] presenta una distribucién global con reportes en poblacion caucésica: Italia (Ames et
al, 2018), Alemania (Prager et al, 2016); poblacion mezclada, Canada (Ng et al, 2010). Para
Latinoamérica, se encuentran registros de las frecuencias de esta variante en las poblaciones de
Medellin, Colombia; Lima, Per(; Puerto Rico; de ancestria mexicana habitantes de Los Angeles,
CA (Ensembl Genome browser). En la tabla 11, se observan las frecuencias alélicas y genotipicas
de la variante en la poblacion de estudio y su distribucion en el mundo. No se encuentran datos
reportados de esta alteracion en otras bases de datos como GWAS Catalog, TCGA y el HapMap

Project.

La variante [c.132T>C] exhibio un valor de frecuencia alélica menor de 0.02 para su alelo

«C» (Tabla 11), la cual fue similar a las frecuencias observadas en la poblacion de estudio de la
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fase I11 del proyecto 1000Genomes reportado por doSNP (MAF: C=0.053), lo que indica que para
la variante rs17779352, el alelo [c.132C] tiene una frecuencia de 5% en la poblacién global (Tabla
11). De acuerdo con las frecuencias genotipicas, se observo un solo portador de la variante en
heterocigosis «TCx» representando el 4% del total de los pacientes analizados, mientras que el 96%
de la poblacion restante no exhibio la alteraciéon, es decir, presentaron un genotipo homocigoto del

alelo ancestral «TT» (Tabla 11).

Conforme a los datos contenidos en el proyecto GTEX, la variante [¢.132T>C] se relaciona
con la expresion y regulacion génica de AHR en 54 tejidos especificos, principalmente en cultivos

primarios de fibroblastos (http://varso.me/dkQE).

Figura 17.

Cromatograma de la alteracion [c.132T>C].
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Nota: Cromatograma, identificacion de la variante ¢.132T>C en heterocigosis. En el recuadro se observa

la alteracion. Visualizacion mediante el programa ChromasPro version 2.1.10.
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Tabla 11.

Frecuencias alélicas de la variante [c.132T>C].

rs17779352

Allele Frequencies

1000 Genomes Project Phase 3 GnomAD (Ensembl); EXAC

T: 0.947 (4745) ‘ oo T:0.932 (133487) 1 .
“ = C:5% “ =C: 7%
C: 0.053 (263) C:0.068 (9741)
AERICAN T: 0.980 (1295) “ oz [NTINWEN | 0271 (40796) “ R
= C:2% AFR-AME = C:3%
C: 0.020(27) C:0.030 (1242)
T: 0.968 (672) , o T:0.961 (13113) 1 o oes
AMERICAN “ e LATINO “ o
C: 0.032 (22) P C:0.039 (537) ‘
T: 0.957 (965) \ T 06 T:0.969 (3033) \ . T 97%
EAST ASIAN “ e EAST ASIAN “ o
C: 0.043 (43) ' C:0.031(97) '
T: 0.926 (932) \ cros RN [:0.912 (58899) X -
EUROPEAN p— EUR. . C: 0%
C: 0.074 (74) C:0.088 (5649)
T: 0.901 (881) \| - T 90% T:0.855 (8933) ‘ . T:85%
SOUTH ASIAN “ 0% FINNISH “ 1oy
C: 0.099 (97) C:0.145 (1513) '
T:0.887 (2699) ‘ . T 39%
SOUTH ASIAN “ . 1o
Sample Population: rs17779352 C:0.113 (343)
Genotype Allele
Genotype T:0.847 (761
yp Frequencies Frequencies ( ) “ = T:85%
= C:15%
TT 0.96 (96%) C:0.153 (137)
T: 0.98
TC 0.4 (4%) IRTPEITC R T 0.967 (3214) : -
JEWISH “ . C:3%
cc 0.0 (0%) C:0.033 (110)
C:0.02
Patients (n = 23) T:0.948 (2039) \ I
“ " C:5%

C:0.053 (113)
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Nota: Frecuencias alélicas y genotipicas de la variante rs17779352 presente en la poblacion muestreada.

Ademaés, se muestran las frecuencias alélicas para la misma variante en diferentes poblaciones del mundo,

reportadas por las bases de datos: proyecto 1000Genomes, EXAC y GnomAD.

AHR [c.1661G>A]. Esta alteracion fue encontrada en el 26% (n = 6) de los pacientes
analizados. Variante codificante, de tipo missense o cambio de sentido, localizada en el exon 10
del gen, e identificada bajo el RefSNP: rs2066853. AHR- G1661A causa una substitucion de
Arginina por Lisina en el subdominio acido del Dominio de Transactivacion (TAD) del receptor

AhR. En la figura 18 se muestra el cromatograma de un paciente con esta alteracion.

Segun los resultados del proyecto 1000Genomes, EXAC y GnomAD contenidos en las
bases de datos dbSNP y Ensembl Genome browser, la variante [c.1661G>A] presenta una
distribucion global; su frecuencia ha sido evaluada en poblacion asiatica: China (Zhang et al, 2002;
Chen et al, 2009; Gu et al, 2012), Tailandia (Sangrajrang et al, 2009), India (Budhwar et al, 2018),
Korea (Kim et al, 2007); poblacion caucésica: Espafia (Figueroa et al, 2008), Alemania (Prager et
al, 2016); Francia (Cauchi et al, 2001); Suecia (Simonsson et al, 2016); poblacién mezclada,
Estados Unidos (Le et al, 2003), Canada (Ng et al, 2010); poblacion latina: México (Pérez et al,
2014; Sierra et al, 2018). Ademas, para Latinoamérica, se encuentran registros de la frecuencia de
esta variante en las poblaciones de Medellin, Colombia; Lima, Per(; Puerto Rico; de ancestria
mexicana habitantes de Los Angeles, CA (Ensembl Genome browser). En la tabla 9, se observan
las frecuencias alélicas y genotipicas de la variante en la poblacion de estudio y su distribucion en
el mundo. No se encuentran datos reportados de esta alteracion en otras bases de datos como

GWAS Catalog, TCGA y el HapMap Project.
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De acuerdo con el valor de frecuencia alélica menor reportado por dbSNP para el alelo «A»
(MAF: A= 0.2708), el alelo c.1661A se presenta con una frecuencia de 27% en la poblacién de
estudio (1356 de 5008 individuos) de la fase 11l del proyecto 1000Genomes. Por otra parte, la
frecuencia del alelo «A» en poblacion latina, segin datos reportados en GnomAD, presenta un
valor de 0.153, similar a la frecuencia observada en la poblacion de estudio (MAF: A= 0.13).
Finalmente, sélo el 26% del total de los pacientes analizados fueron portadores de la variante en
heterocigosis «GA», mientras el 74% de individuos restantes no exhibieron la alteracion (genotipo
en homocigosis para el alelo silvestre) (Tabla 12).

Conforme a los datos de expresién y regulacién génica del proyecto GTEX, esta variante
se relaciona con la expresion génica de AHR en 54 tejidos, principalmente en nervio tibial

(http://varso.me/37C8).

Figura 18.

Cromatograma de la alteracion [c.1661G>A]
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Nota: Cromatograma, identificacion de la variante ¢.1661G>A en heterocigosis. En el recuadro se observa

la alteracion. Visualizacion mediante el programa ChromasPro version 2.1.10.
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Tabla 12.

Frecuencias alélicas de la variante [c.1661G>A]

rs2066853

Allele Frequencies

1000 Genomes Project Phase 3

£ 0.729 (3652) 4
= G:73%
* " A 27%
:0.271 (1356)
: 0.538 (711) ® G:54%
AFRICAN ', u A 46%
. 0.462 (611) '
£ 0.827 (574) < -
AMERICAN ‘ -A‘.17%
:0.173 (120)
: 0.630 (635) .
EAST ASIAN ’) s
:0.370 (373) ‘
£ 0.892 (897)
EUROPEAN
- 0.108 (109)
: 0.854 (835)
SOUTH ASIAN
: 0.146 (143)

Sample Population: rs2066853

Genotype Genotyp'e AIIeIe'
Freguencies Freqguencies
0.74 (74%)
0.87
AG 0.26 (26%)
AA 0.0 (0%)
A:0.13

Patients (n = 23)

GnomAD (Ensembl); ExAC

AFRICAN /
AFR-AME

LATINO

EAST ASIAN

NON FINNISH
EUR.

FINNISH

SOUTH ASIAN

ASHKENAZI
JEWISH

:0.781(111702) d
= G:78%

‘ = A:22%

:0.219 (31390)

:0.549 (23001) " G:55%
., = A:45%

:0.451 (18915)

:0.847 (11559) < "G 85%
“ " A 15%

:0.153 (2083)

:0.628 (1963) ’ = G: 63%
) = A:37%

:0.372 (1165)

:0.897 (57928) q = G:90%
“ = A:10%

:0.103 (6620)

10.884 (9236) N S
“ u A 12%

:0.116 (1208)

:0.852 (2590) ‘ "G 85%
“ = A 15%

:0.148 (450)

:0.903 (813) \| " G: 90%
“ = A 10%

:0.097 (87)

:0.870 (2893) ‘ G: 87%
“ = A 13%

:0.130 (431)

:0.799 (1719) ‘ = G: 80%
‘ = A 20%

A:0.201 (431)
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Nota: Frecuencias alélicas y genotipicas de la variante rs2066853 en la poblacién de estudio, y su

distribucion global de acuerdo con el proyecto 1000Genomes, EXAC y GnomAD.

4.2.2.2 Andlisis de variantes alélicas «no reportadas» para el gen AHR. De las 7
alteraciones de secuencia halladas en los 23 pacientes analizados se encontraron 3 (43%) variantes
no reportadas previamente, por lo que han sido consideradas en el presente estudio como variantes
de importancia clinica desconocida. En consecuencia, se identificaron 2 variantes de region no
codificante, localizadas en los intrones 1 y 2, que involucran un cambio de un Unico nucleétido
[AHR-c.253+175T>C] y una delecion [AHR-c.66-165delT], respectivamente. Ademas, se
encontrd 1 variante localizada en la region no traducida 3° (3’UTR), que involucra también, un

cambio de un Unico nucle6tido [AHR-c. 2333C>T] (Tabla 13).

Tabla 13.

Variantes de significado clinico desconocido halladas en intrones 1y 2 y el exdn 11 del gen AHR.

(ClefTeen [\ ID de la Edad de Localizacion del Cancer familiar
emEmE EE) Alizes ol acientes muestra  diagndstico Tumor
Ve p g HNC Otros Canceres
L Variante
[c.253+175T>C] Heterocigosis intronica 1/23 CaHNO15 54 SCC - Lengua N/A N/A
CaHNO001 66 SCC- Lengua N/A N/A
[c.66-165delT] Variante 3/23 CaHNO022 30 SCC- Lengua N/A N/A
’ intronica Higado
CaHNO024 47 SCC - Laringe N/A !
Leucemia
CaHNO10 53 SCC-Pisodela ) ) N/A
boca
CaHNO12 48 SCC - Lengua N/A N/A
Variante 3 CaHNO14 30 Sig _d;elzg;jc\; N/A Lzlijlge?:ila
[c.2333C>T) Heterocigosis fima UTR 7/23 P
P CaHNO015 54 SCC - Lengua N/A N/A
CaHNO019 65 SCC - Laringe N/A N/A
CaHNO020 43 SCC - Laringe N/A N/A

CaHNO023 53 SCC - Amigdala N/A Mama, Utero




VARIANTES GENETICAS Y SUSCEPTIBILIDAD AL DESARROLLO DE HNC 84

Nota: Edad de diagndstico (Age of diagnosis) dada en afios; (SCC) Carcinoma escamocelular, por sus siglas

en inglés. N/A: no aplica.

4.3 Fase I11: evaluacion del efecto de las variantes identificadas sobre la funcidn del receptor

Aril hidrocarburos mediante analisis de prediccion in silico.

Para evaluar el posible impacto de las alteraciones de secuencia identificadas en este
estudio sobre la funcion de la proteina, se realizd un analisis computacional de cada variante
mediante el uso de herramientas de prediccion in silico. Ademas, se determind su importancia

clinica de acuerdo con las bases de datos ClinVar, PathoMAN, Varsome y ClinGen.

4.3.1 Analisis in silico de las alteraciones en la region codificante

AHR ¢.132T>C [rs17779352]. Esta variante localizada en el exon 2 del gen, representa un
cambio de un unico nucleétido en la posicion genémica chr7:17310002T>C (GRCh38/hg38),
resultando en un cambio de tipo sindnimo, sin alteracién de la secuencia aminoacidica que
conforma la proteina (p.Asn44Asn). Esta alteracion se ubica en el dominio basic helix-loop-helix
del receptor (Fig. 19) (Schulte et al, 2017), donde la posicion «44x» corresponde a uno de los sitios

especificos de union al ADN (NP_001612.1).
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Figura 19.

Representacion esquematica de los dominios de AHR.

33 87 111 273275 386 490 TAD 805

AHR —|bHLH— PASA { PASB acidic Q P/S/TH 848
'

rs17779352 rs2066853
(p-Asn44Asn) (p-Arg554Lys)

Nota: Los nameros en los limites de cada dominio corresponden a los aminoacidos de la proteina humana
AhR. Variante sinénima rs17779352, localizada en el dominio basic helix-loop-helix del receptor; variante
missense rs2066853, ubicada en el dominio de transactivacién de la proteina. Modificado de Schulte et al,

2017.

A partir del andlisis de prediccion in silico, todos los algoritmos utilizados coincidieron en
la clasificacion del efecto de la variante rs17779352 sobre la proteina. Segun la herramienta VEP,
la alteracion se considerd de riesgo bajo “Low”. De igual forma, Mutation Taster, reporto la
alteracion como “benigna” segn su modelo de prediccién Random forest: Tree vote = 2|99, lo que
significa que 2 arboles de decision en Random Forest han indicado nocividad y 99 arboles de
decision han indicado una alteracién benigna. Ademas, No se preve que tenga consecuencias que
alteren el empalme (HSF score: N/A). En la tabla 14 se muestra la clasificacion y puntajes (scores)
obtenidos de cada programa para la variante en cuestion. De acuerdo con los resultados obtenidos,
la alteracion se encuentra reportada en diferentes bases de datos, entre estas ClinVar, PathoMAN

y Varsome con significancia clinica: «Benigna» (Tabla 14).

Con relacion al valor de conservacion nucleotidica mediante el método de PhastCons, que

estima la probabilidad de que cada nucledtido pertenezca a un elemento conservado, basado en el
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alineamiento multiple (Felsenstein y Churchill, 1996; Raney et al, 2014), se encontré que el
nucleétido «T» de la variante ¢.132T>C es altamente conservado, con un score de

PhastCons100way de [1.000], evidencia de conservacion estructural y funcional (Tabla 14).

Tabla 14.

Analisis de prediccion in silico para la variante AHR [c.132T>C] y su significancia clinica.

Fragmento Posicion Nomenclatura Cambio de A.A. Clasificacion de la Variante

Exon 2 GRCh38/hg38: [c.132T>C] p.Asn44Asn rs17779352 T/C Variante codificante de tipo
chr7:17310002 sindnimo
IMPACTO DE PATOGENICIDAD (SCORES)
D L Prediccion Prediccion L Scores de Conservacién
Pre(‘ljr':c:zrt‘o\)/EP Pre(o::gc;"c't‘os)'FT Mutation Taster PROVEAN Pre(‘i'r':c:zrt’o';s'c
p p (Impacto) (Impacto) p PhastCons PhyloP
Benigna No significant impact  PhastC PhyloP
Baja "Low" Tolerada [Score=1] [Model: without_aae;  Neutral [Score=0.00] © significant impac astLons ylo

on splicing signals. 100way: 1.000  100way: 0.669

Tree vote |99]

SIGNIFICANCIA CLINICA

CLINVAR PATHOMAN VARSOME CIVIC CLINGEN
Benigna Prol;abl}emente Benigna [ACMH classification] No reportada Indeterminada
enigna

Nota: *Nomenclatura aprobada por HGVS (Human Genome Variation Society).

Finalmente, esta alteracion de secuencia se encontr6 en una paciente del departamento de
Santander con diagndéstico de Carcinoma escamocelular de lengua a la edad de 63 afios, quien a su
vez reportd antecedente familiar de cancer de cabeza y cuello, para el caso concreto madre de la

paciente con desarrollo de cancer de lengua.

AHR ¢.1661G>A [rs2066853]. Variante localizada en la posicion gendmica

chr7:17339486G>A (GRCh38/hg38) del exon 10 del gen; representa un cambio de un Unico
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nucleétido que genera una alteracion de secuencia de tipo “missense” o de sentido erroneo, que
resulta en la sustitucion de Arginina por Lisina en la posicion 554 (p.Arg554Lys) de la proteina
del receptor Aril de hidrocarburos. Esta variante se ubica en la region acidica del dominio de
transactivacion del receptor (TAD) (Schulte et al, 2017), lugar de unién de coactivadores al factor
de transcripcion AhR, permitiendo que se lleve a cabo la transcripcion de un gen o conjunto de

genes de manera efectiva (Spiegelman y Heinrich, 2004) (Fig. 19).

A partir de los analisis de prediccion in silico, la variante rs2066853 fue clasificada como
alteracion de efecto “benigno” o “tolerada” sobre la estructura y funcion de la proteina, conforme
con los resultados obtenidos por todos los algoritmos evaluados. La herramienta VEP, considerd
la variante de riesgo moderado “Moderate” (variante no disruptiva que podria cambiar la eficacia
de las proteinas), en consonancia con la ontologia de secuencia (SO) [S0:0001583]. A su vez,
SIFT y Polyphen la reportaron como “Tolerada”, con scores [1.00 y 2.19], respectivamente.
Mutation Taster, catalogo la alteracion como “benigna”: Tree vote = 1|99, lo que significa que 1
arbol de decision en Random Forest indica nocividad, mientras que 99 arboles de decision han
indicado una alteracion de tipo benigna. En la tabla 15 se muestra la clasificacién y puntajes

(scores) obtenidos de cada programa para la variante en cuestion.

Por otra parte, una vez realizada la corrida con el programa HSF, se observo que la variante
c.1661G>A presenta un impacto de alteracion de secuencias auxiliares, especificamente 8
alteraciones significativas de motivos ESE (Exonic Splicing Enhancer), de los cuales, 2
corresponderian a nuevos sitios creados por la variante (matrices para identificar los motivos

alterados: RESCUE ESE, y ESE_Tra2); mientras que los 6 restantes corresponden a motivos
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suprimidos por la alteracién: (matrices para identificar los motivos alterados: RESCUE ESE; EIE;
ESE_9G8; ESE_ASF) (Apéndice E. Tabla 16). Ademas, de acuerdo con la herramienta UCSC
Genome Browser (ENCODE annotation data), el SNP rs2066853 se localiza dentro de la region
enhancer (EH38E2536893) del gen AHR. EH38E2536893 es un elemento regulador en CIS distal
(CREs) ubicado a 2 kb del sitio de inicio de transcripcion (TSS), y contiene diversos patrones de
modificacion de histonas (H3K36me3, H3K4mel, H4K20mel) (Kent et al, 2002; Rosenbloom et

al, 2013).

Con relacion al valor de conservacion nucleotidica mediante el método de PhastCons, se
encontrd que el nucleodtido «G» de la variante ¢.1661G>A no es muy conservado, con un score de
PhastCons100way de [0.325]. La alteracion se encuentra reportada en ClinVar y Varsome con
significancia clinica «Benigna». Sin embargo, PathoMAN la reporta como Variante de Significado

Incierto (VUS) (Tabla 15).

Tabla 15.

Analisis de prediccion in silico para la variante AHR [c.1661G>A] y su significancia clinica.

Fragmento Posicion Nomenclatura Cambio de A.A dbSNP Clasificaciéon de la Variante

Variante codificante de tipo missense o

Exon 10 GRCh38/hg38: chr7:17339486 [c.1661G>A] p.Arg554Lys rs2066853 ) )
cambio de sentido

IMPACTO DE PATOGENICIDAD

Prediccién Prediccién Prediccién Prediccién  Prediccién Prediccién Scores de Conservacién
VEP SIFT Mutation Taster PolyPhen PROVEAN FATHMM Prediccién HSF (Impacto)
(Impacto) (Impacto) (Impacto) (Impacto) (Impacto) (Impacto) PhastCons PhyloP
Benigna ) Alteracion de secuencias PhastCons PhyloP
Moderado Tolerateda ) Benigna Neutral Tolerada . e
"Moderate" (Score=1] [Model: without_aae; [Score=0] [Score=1.21] [Score=2.19] auxiliares: Alteracion significativa ~ 100way: 100way:
oderate core= Tree votel|99] core= core=t. core=z. de motivos ESE / ESS 1.000 0.669
SIGNIFICANCIA CLINICA
CLINVAR PATHOMAN VARSOME CIVIC CLINGEN
Benigna Variante de significado clinico incierto (VUS) Benigna [ACMH classification] No reportada Indeterminada

Nota: *Nomenclatura aprobada por HGVS (Human Genome Variation Society).
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Esta alteracion se encontr6 en 6 pacientes, 3 del departamento de Narifio, 2 del
departamento de Santander y 1 paciente en Norte de Santander; En la tabla 17 se describen los

pacientes con esta variante.

Tabla 17.

Pacientes analizados, portadores de la variante p.Arg554Lys (rs2066853).

) IDdela Edad de Localizacién Cancer familiar
Lugar de origen .
muestra diagndstico del Tumor Parentesco Tipo de cancer
Pasto, Narifio CaHNO0O06 40 SCC - Paladar N/A N/A
Pasto, Narifio CaHNOO07 43 SCC - Laringe N/A N/A
Tia Tiroides
Pasto, Narifio CaHNO026 49 SCC - Lengua
Prima Linfoma
Bucaramanga, Santander CaHNO022 30 SCC - Lengua N/A N/A
SCC - Tia Mama
Bucaramanga, Santander CaHNO023 53 , ,
Amigdala Tia Utero
SCC - Abuelo Higado
Clcuta, Norte de Santander  CaHN024 47 ,
Amigdala
Madre Leucemia

Nota: Edad de diagndstico (Age of diagnosis) dada en afios; (SCC) Carcinoma escamocelular, por sus siglas

en inglés. N/A: no aplica.

De acuerdo con lo anterior, no se podria descartar la evaluacion de la variante rs2066853 mediante
futuros estudios in vivo, que permitan determinar su posible efecto sobre la estructura y funcion
de la proteina. Dada la localizacion de la variante, es pertinente mencionar que a la actividad
transcripcional del receptor también contribuyen cofactores transcripcionales, de los cuales,
algunos se unen al AhR en laregion del TAD (Kumar et al. 2001), facilitando la union del complejo
AhR/ARNT a la region promotora de genes diana, por lo que dicha alteracion podria generar algln

efecto sobre las propiedades del TAD vy la regulacion de la transcripcion (Aftabi et al, 2016).
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4.3.2 Analisis in silico de las alteraciones en la region no codificante

AHR -459A>G [rs7796976]. Esta variante representa un cambio de un Unico nucleotido
en la posicion gendémica chr7:17298806A>G (GRCh38/hg38) y se localiza en la region no
traducida cinco prima del gen (5 prime UTR variant), region de importancia para la regulacién de

la expresién génica.

De acuerdo con los resultados obtenidos a partir de los andlisis de prediccion in silico, la
variante rs7796976 fue clasificada, segun su efecto sobre la estructura y funcion de la proteina, de
tipo “benigna”. La herramienta VEP, consideré el SNP de riesgo “Modifier” (variante no
codificante o variante que afecta genes no codificantes, donde las predicciones son dificultosas o
no hay evidencia de impacto), en consonancia con la ontologia de secuencia (SO) [SO:0001623].
A suvez, FATHMM la reportd como “Benigna (con alta confianza)”, con un score de [0.010100].
Mutation Taster, catalog6 la alteracion como “benigna’: Tree vote = 1299, lo que significa que 1
arbol de decision en Random Forest indicd nocividad, mientras que 299 arboles de decision
indicaron una alteracion de tipo benigna. En la tabla 18 se muestra la clasificacion y puntajes

(scores) obtenidos de cada programa para la variante en cuestion.

La alteracion, también fue evaluada mediante el uso de los programas HSF, HaploReg y la
herramienta UCSC Genome Browser. Una vez realizados los analisis, se encontr6 que la variante
-459A>G presenta un impacto de alteracidn de secuencias auxiliares, especificamente alteracion

significativa de motivos ESE/ESS (Exonic Splicing Enhancer / Silencer) segln la herramienta de
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prediccion HSF. En total se observaron 4 posibles alteraciones de inactivacion de ESE y 7
alteraciones de activacion ESS. De las primeras (ESE), 1 corresponde a un nuevo sitio creado por
la variante, mientras que los 3 restantes corresponden a motivos suprimidos por la alteracion
(Matrices para la identificacion de las alteraciones: EIE; ESE_9G8; RESCUE ESE). De las
segundas (ESS), 2 corresponden a motivos suprimidos por la alteracion (matrices usadas para la
identificacion de las alteraciones: Fas ESS; ESS_hnRNPAL); los otros 5 coinciden con nuevos
sitios creados por la variante (matrices usadas para la identificacion de las alteraciones:

Sironi_motif2; Fas ESS; IIE) (Apéndice F. Tabla 19).

A partir del analisis del UCSC Genome Browser (ENCODE annotation data), el SNP
rs7796976 se localiza dentro de la region enhancer (EH38E2536847) del gen AHR.
EH38E2536847 es un elemento regulador en CIS proximo (CRE) ubicado dentro de los 2 kb del
sitio de inicio de transcripcion (TSS) y contiene diversos patrones de modificacion de histonas
(H3K4me3, H3K27ac, H3K9ac) (Kent et al, 2002; Rosenbloom et al, 2013).

Ademas de los CREs (EH38E2536847 y los patrones de modificacion de histonas)
identificados con UCSC Genome Browser, la herramienta HaploReg v4.1 permitio evaluar otras
anotaciones funcionales del genoma no codificante que se colocalizan con el rs7796976, entre
estas, se encontr6 que la ubicacién gendmica del SNP incluye un sitio potencial de unién de
distintos factores de transcripcion (POLR2A; CTCF; TAF1; TBP; NF-kB) en diversas lineas
celulares, segun datos reportados de los experimentos ENCODE ChlP-Seq (Apéndice G. Tabla
20). También se analizo el efecto del rs7796976 sobre los motivos reguladores de acuerdo con
experimentos de union de Factores de Transcripcidon previamente reportados (ENCODE TF

binding experiments), y a partir de una matriz de pesos posicionales (PWM), se observo que el
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SNP rs7796976 (A/G) presenta un efecto en 6 de los 11 motivos reguladores de NF-Kb
(http://compbio.mit.edu/encode-motifs/) (Apéndice H. Tabla 21).

Con relacion al valor de conservacion nucleotidica mediante el método de PhastCons, se
encontré que el nucledtido «G» de la variante -459A>G no es conservado, con un score de
PhastCons100way de [0.432]. La alteracion no se encuentra reportada en ClinVar, CIVIC o

ClinGen; PathoMAN reporta este SNP como Variante de significado incierto (VUS) (Tabla 18).

Tabla 18.

Analisis de prediccion in silico para la variante AHR [-459A>G] y su significancia clinica

Fragmento Posicion Nomenclatura Cambio de A.A dbSNP Clasificacién de la Variante

Exon 1 GRCh38/HG38: chr7:17298806 [-459A>G] N/A rs7796976 A/G Variante 5 prime UTR

IMPACTO DE PATOGENICIDAD

Prediccion Prediccién Prediccion Prediccion  Prediccién Prediccion Scores de Conservacién
VEP SIFT Mutation Taster PolyPhen PROVEAN FATHMM Predicciéon HSF (Impacto)

(Impacto) (Impacto) (Impacto) (Impacto) (Impacto) (Impacto) PhastCons PhyloP
Benigna Beniena Alteracion de secuencias auxiliares:  PhastCons PhyloP

"Modifier" N/A [Model: 5utr; N/A N/A s - |§10100] Alteracion significativa de motivos 100way: 100way:

Tree vote| 299] core=> ESE/ ESS 0.432 0.579
SIGNIFICANCIA CLINICA
CLINVAR PATHOMAN VARSOME CIVIC CLINGEN
No reportada Variante de significado clinico incierto (VUS) Benigna [ACMH classification] No reportada Indeterminada

Nota: *Nomenclatura aprobada por HGVS (Human Genome Variation Society)

Esta alteracion se encontrd en 20 pacientes, 4 del departamento de Narifio y 16 del

departamento de Santander; En la tabla 22 se describen los pacientes con esta variante.
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Tabla 22.

Pacientes analizados, portadores de la variante -459A>G (rs7796976).

o ID de las Edad de R Cancer familiar
Lugar de Nacimiento . ) Localizacién del Tumor
muestras  diagnostico Parentesco Tipo de cancer
Pasto, Narifio CaHNOO4 63 SCC - Laringe N/A N/A
Pasto, Narifio CaHNOO06 40 SCC - Paladar N/A N/A
Pasto, Narifio CaHNOO7 43 SCC - Laringe N/A N/A
Tia Tiroides
Pasto, Narifio CaHNO026 49 SCC - Lengua
Prima Linfoma
Madre Higado
San Gil, Santander CaHNO009 73 SCC - Lengua Hermana Mama
Hija Mama
Bucaramanga, Santander ~ CaHNO10 53 SCC - Piso de la boca Tio Cabezay cuello
Bucaramanga, Santander ~ CaHNO11 53 SCC - Amigdala N/A N/A
Bucaramanga, Santander ~ CaHN012 48 SCC - Lengua N/A N/A
Socorro, Santander CaHNO13 63 SCC - Lengua Madre Cabezay cuello
- i Pri Pulmé
Bucaramanga, Santander ~ CaHNO014 30 SCC-Lenguay Piso de fa fmoe ! mor7
boca Sobrino Leucemia
Padre Cabezay cuello
Bucaramanga, Santander CaHNO16 55 SCC - Lengua Hermano Leucemia
Hermana Mama
Bucaramanga, Santander ~ CaHNO17 33 SCC - Lengua Abuela Mama
Bucaramanga, Santander ~ CaHNO018 77 SCC - Cavidad oral Madre Ovario
Bucaramanga, Santander ~ CaHNO19 65 SCC - Laringe N/A N/A
Bucaramanga, Santander ~ CaHN020 43 SCC - Laringe N/A N/A
Bucaramanga, Santander ~ CaHN021 83 SCC - Lengua N/A N/A
Bucaramanga, Santander ~ CaHN022 30 SCC - Lengua N/A N/A
Tia Mama
Bucaramanga, Santander ~ CaHN023 53 SCC - Amigdala ) ,
Tia Utero
Clcuta, Norte de Santander CaHNO15 54 SCC - Lengua N/A N/A
) ) Abuelo Higado
Clcuta, Norte de Santander CaHN024 47 SCC - Laringe )
Madre Leucemia
Babega, Norte de Santander CaHN025 58 SCC - Piso de la boca N/A N/A

Nota: Edad de diagnéstico (Age of diagnosis) dada en afios; (SCC) Carcinoma escamocelular, por sus siglas

en inglés. N/A: no aplica.
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AHR ¢.908+33G>T [rs2074113]. Polimorfismo de un solo nucleotido localizado en la
posicion gendmica chr7:17334147G>T (GRCh38/hg38) de la region no codificante del gen (intron
7); region de importancia durante el proceso de traduccion (splicing).

De acuerdo con los analisis de prediccion in silico, la variante rs2074113 fue clasificada
de tipo “benigna” segun su efecto sobre la funcion de la proteina. La herramienta VEP, considero
el SNP de riesgo “Modifier” (variante no codificante, donde las predicciones son dificultosas o no
hay evidencia de impacto), en consonancia con la ontologia de secuencia (SO) [SO:0001627]. A
su vez, Mutation Taster, catalogé la alteracion como “benigna”: Tree vote = 0|100, lo que significa
gue ningun arbol de decision en Random Forest indicd nocividad, mientras que 100 arboles de
decision indicaron una alteracion de tipo benigna. FATHMM report0 la variante como “Benigna”,
con un score de [0.267377]. En la tabla 23 se muestra la clasificacion y puntajes (scores) obtenidos

de cada programa para la variante en cuestion.

La alteracion, también fue evaluada mediante el uso de los programas HSF, MaxEntScan,
UCSC Genome Browser y HaploReg. Conforme con los resultados del HSF, la alteracion
€.908+33G>T presentd un impacto potencial de alteracion de splicing, mediante la activacion de
un sitio de empalme criptico (New Donor splice site) [Score Reference: 49.25 | Score Mutation:
76.39]. Lo anterior se correlacion6 con los datos obtenidos por el algoritmo MaxEntScan,
prediccidn: potencial alteracion de splicing (New Donor splice site) [Score Reference: -3.31 | Score

Mutation: 4.34] (Apéndice I. Tabla 24).

A partir del analisis del UCSC Genome Browser (ENCODE annotation data), se encontrd

que la ubicacién genémica del SNP se superpone posicionalmente con marcas activas (H3K27Ac)
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en 7 tipos de células diferentes de ENCODE. Por otra parte, HaploReg v4.1, permitié evaluar el
efecto del rs2074113 sobre motivos reguladores de acuerdo con experimentos de union de Factores
de Transcripcion (ENCODE TF binding experiments), y a partir de una matriz de pesos de posicion
(PWM), se observo que el SNP (G/T) podria presentar un efecto en diferentes motivos reguladores,

entre estos, Foxpl; Hoxb13; Irf_discl; TEF; Zfp410 (Apéndice J. Tabla 25).

Con relacion al valor de conservacion nucleotidica mediante el método de PhastCons, se
encontrd que el nucledtido «G» de la variante ¢.908+33G>T no es conservado, con un score de
PhastCons100way de [0.010]. La alteracion no se encuentra reportada en ClinVar, CIVIC o

ClinGen; mientras que PathoMAN y Varsome la reportan como Variante Benigna (Tabla 23).

Tabla 23.

Analisis de prediccion in silico para la variante AHR [c.908+33G>T] y su significancia clinica

Fragmento Posicién Nomenclatura Cambio de A.A dbSNP Clasificacién de la Variante

Intron 7 GRCh38/hg38:chr7:17334147 [c.908+33G>T] N/A rs2074113 Variante intronica

IMPACTO DE PATOGENICIDAD
Prediccién Prediccién Prediccién Prediccién  Prediccién Prediccién Scores de Conservacion

VEP SIFT Mutation Taster PolyPhen PROVEAN FATHMM Prediccién HSF (Impacto)
(Impacto) (Impacto) (Impacto) (Impacto) (Impacto) (Impacto)

PhastCons PhyloP

Nuevo sitio donador de splicing:
Benigna Activacion de un sitio donador
[Score=0.267377] criptico. Alteracion potencial de

Benigna
"Modifier" N/A [Model: without_aae; N/A N/A

PhastCons PhyloP
100way: 100way:

Tree votell| 100] . 0.010 0.251
splicing (HSF; MaxEnt)
SIGNIFICANCIA CLINICA
CLINVAR PATHOMAN VARSOME CIVIC CLINGEN
No reportada Benigna Benigna [ACMH classification] No reportada Indeterminada

Esta alteracidn se encontr6 en 9 pacientes, 1 del departamento de Norte de Santander, 2 del
departamento de Narifio y 6 del departamento de Santander; En la tabla 26 se describen los

pacientes con esta variante
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Tabla 26.

Pacientes analizados, portadores de la variante ¢.908+33G>T (rs2074113).

_— ID de la Edad de o Cancer familiar
Lugar de nacimiento : . Localizacién del Tumor : ;
muestra diagnostico Parentesco Tipo de céncer
Pasto, Narifio CaHNOO7 43 SCC - Laringe N/A N/A
Tia Tiroides
Pasto, Narifio CaHNO26 49 SCC - Lengua ] )
Prima Linfoma
Bucaramanga, Santander CaHNO11 53 SCC - Amigdala N/A N/A
Bucaramanga, Santander CaHNO12 48 SCC - Lengua N/A N/A
Bucaramanga, Santander CaHNO17 33 SCC - Lengua Abuela Mama
Bucaramanga, Santander CaHNO18 77 SCC - Cavidad oral Madre Ovario
Bucaramanga, Santander CaHNO022 30 SCC- Lengua N/A N/A
Tia Mama
Bucaramanga, Santander CaHNO023 53 SCC - Amigdala
Tia Ovario
Abuelo Higado
Clcuta, Norte de Santander CaHNO024 47 SCC - Laringe )
Madre Leucemia

Nota: Edad de diagndstico (Age of diagnosis) dada en afios; (SCC) Carcinoma escamocelular, por sus siglas

en inglés. N/A: no aplica.

4.4 Discusion de resultados

Multiples factores como la susceptibilidad genética, los factores ambientales y la
inmunidad, representan un rol fundamental en la patogénesis del cancer (Li et al, 2020). Diversos
estudios han demostrado el rol del AhR como un “sensor ambiental” que favorece la activacion
del metabolismo de los xenobidticos (Kawajiri y Fujii-Kuriyama, 2017; Guarnieri, Abruzzo y
Bolotta, 2020) y un regulador fundamental de la diferenciacion de las células T, que a su vez se
relaciona con la vigilancia inmunoldgica del cancer, lo que permite inferir que el gen AHR podria

estar implicado en el proceso de la carcinogénesis (Murray, Patterson y Perdew, 2014; Chen y
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Mellman, 2017). Sin embargo, no solo la actividad protumorogénica del AHR ha sido evaluada,
también se encuentran reportes sobre su funcion antitumorogénica, por lo que el papel del gen en

la transformacion maligna aun es objeto de estudio (Murray, Patterson y Perdew, 2014).

Esta investigacion, permitio la identificacion de variantes genéticas en AHR y a su vez,
evaluar su posible efecto sobre la estructura y funcion de la proteina (AhR). Este estudio
comprendié un total de 23 pacientes analizados, fumadores con diagnéstico de carcinoma
escamocelular de cabeza y cuello (HNSCC). Tras el analisis de la secuenciacion genémica del
AHR para cada paciente, se logro identificar 7 alteraciones de secuencia, entre estas, 4 variantes
consideradas polimdrficas, que se comparten con otras poblaciones de Latinoamérica, y 3 variantes
nuevas, no reportadas previamente, 2 de ellas localizadas en regiones intronicas y 1 en la region

no traducida del gen (3’UTR).

Se ha descrito previamente que variantes en el gen AHR podrian estar involucradas en el
efecto deletéreo del tabaquismo en distintas enfermedades, como enfermedad cardiovascular,
hipertensién y cancer (Gambier et al, 2006; Kim et al, 2007; Pérez et al, 2014; Huang et al, 2015;
Moorthy et al, 2015; Prager et al, 2016). Los resultados obtenidos, en este estudio, para el
polimorfismo rs2066853 [c.1661G>A] fueron consistentes con aquellos encontrados en la
literatura (Prager et al, 2016; Gu et al, 2012; Li et al, 2015; Li et al, 2020) y de acuerdo con los
analisis in silico, la variante no representa un impacto potencial o dafiino sobre la estructura y
funcidn de la proteina, lo cual fue consistente con la importancia clinica (benigna) informada en
las bases de datos de Varsome y ClinVar. Por lo tanto, se podria especular que la presencia de esta

variante no contribuye de forma significativa al riesgo de desarrollar cancer y se podria considerar
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como variante benigna. No obstante, las bases de datos PathoMAN, Civic y ClinGen reportan esta
variante como de significado clinico incierto, o indeterminada, por lo que los resultados del
polimorfismo rs2066853 deben ser interpretados con precaucion y confirmados mediante estudios

posteriores de analisis in vivo.

El sitio rs2066853, localizado en el dominio de transactivacion (TAD) del gen AHR, da
lugar a una sustitucion de aminoacidos no sinénimos que podria influir en la funcion de la proteina
AhR. Estudios previos reportan que la variante R554K puede causar la pérdida de una parte de la
estructura helicoidal de la proteina influyendo sobre las propiedades del TAD de la proteina AhR
(Gu et al, 2012; Aftabi et al, 2016); ademas, otra investigacion reveld que la variante alélica (A)
del rs2066853 representaba una mayor capacidad de induccién de la transcripcion de CYP1AL,
fundamental durante el metabolismo y bioactivacion de compuestos ambientales en metabolitos
altamente cancerigenos (Murray, Patterson y Perdew, 2014; Smart y Daly, 2000). Sin embargo,
otra investigacion encontrd que este polimorfismo no altera la funcién del receptor AhR en la
regulacién de la transcripcion impulsada por CYP1A1 (Celius y Matthews, 2010), el hecho de que
la presencia de esta variante pueda afectar el proceso de activacion o detoxificacion, de manera
bidireccional, de los procarcindgenos regulados por la CYP1AL podria sugerir que la alteracion
alélica (A) y los genotipos (AA y GA) de este polimorfismo puedan asociarse con una

susceptibilidad indeterminada (aumento o disminucién) al cancer (Li et al, 2020).

Aunque los analisis in silico realizados en este estudio indican que la variante rs2066853
es benigna, no se podria descartar su posible relevancia clinica dada su ubicacion dentro del

dominio de transactivacion del receptor, necesario para la funcion completa de AhR vy la
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acumulacién nuclear después de la unién del ligando, lo que finalmente podria conllevar a una
afectacion sobre la funcion de la proteina. Ademas, se ha encontrado evidencia contradictoria
sobre si esta variante altera la funcion de AhR en la regulacion de la transcripcion impulsada por

CYP1AlL.

Por otra parte, el resultado encontrado a partir de la herramienta USCS Genome Browser,
esta alteracion corresponde a un potenciador de empalme exdnico (Exonic splicing enhancer —
ESE), localizada dentro de un elemento regulador en cis, por lo que la presencia de esta variante
podria causar alteracion significativa de motivos ESE, que a su vez tendria un efecto sobre la
regulacién de la transcripcion, lo que también se corrobor6 con los datos obtenidos del software
Human Splicing Finder (Apéndice E). Ademas, diversos estudios han revelado que los genotipos
alterados (AA o GA) del polimorfismo AHR rs2066853 confieren un mayor riesgo
estadisticamente significativo de glioma (Gu et al, 2012), cancer de pulmon (Chen et al, 2009),
leucemia aguda (Guo et al, 2005) y cancer de mama (Sangrajrang et al, 2009), mientras que otros
estudios sugieren un riesgo reducido de cancer de pulmén (Pérez et al, 2014; Budhwar et al, 2018)
y cancer de mama (Long et al, 2006; Pérez et al, 2014) en individuos con los genotipos (AA 0 GA)
del sitio rs2066853. Finalmente, a partir de los resultados presentados en este estudio y de acuerdo
con la literatura reportada, la variante rs2066853 se clasifica como probablemente patogénica. Se
sugiere realizar estudios in vivo para determinar el posible efecto de esta variante sobre el receptor

y su posible asociacion con una susceptibilidad al cancer.

Referente a la variante rs17779352 [c.132T>C], alteracion de tipo sinbnima, la evaluacion

de este polimorfismo con las distintas herramientas de analisis in silico, permitieron predecir que
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esta alteracion no genera cambio sobre la estructura o funcion de la proteina (Tabla 14), clasificada
como benigna o neutral, y que ademas dichos resultados son consistentes con la importancia clinica
(benigna) reportada en las diferentes bases de datos de Varsome, ClinVar y PathoMAN. Este
hallazgo probablemente refleja que este polimorfismo no representa un papel fundamental en el
desarrollo de cancer. Por lo anterior, teniendo en cuenta los resultados de este estudio y de acuerdo
con la literatura reportada, la variante rs17779352 se clasifica como benigna. Sin embargo, no
existen reportes publicados que lo soporten, por lo que se sugiere confirmar mediante futuros

analisis in vivo.

Con respecto al polimorfismo rs7796976 [-459A>G], se encontrd que la variante alélica
(G) podria generar un impacto de alteracion de motivos ESE/ESS (Exonic Splicing Enhancer /
Silencer) segun la herramienta de prediccion HSF (Apéndice F). Ademas, el analisis de UCSC
Genome Browser (ENCODE annotation data), permitié determinar la localizacién de esta
alteracion dentro de un elemento regulador en cis préximo al sitio de inicio de transcripcion (TSS),
que a su vez contiene diversos patrones de modificacion de histonas (H3K4me3, H3K27ac,
H3K9ac), lo que podria representar una alteracion de las caracteristicas reguladoras de la region
promotora del gen, patrones de modificacion de histonas pueden presentar alteraciones especificas
promoviendo la tumorogénesis. Se ha reportado que en HNSCC negativo para el virus del
papiloma humano (VPH), alrededor del 13% de los casos tienen una desregulacion del epigenoma,
debido a mutaciones recurrentes de K36M y NSD1 que alteran el proceso de metilacion de H3K36
con niveles reducidos de H3K36me3 y H3K36me2 promoviendo el desarrollo de cancer (Papillon-

Cavanagh et al, 2017).
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De acuerdo con la ubicacion gendmica del polimorfismo, este incluye un sitio potencial de
unién con distintos factores de transcripcion (TF). Al analizar el efecto del rs7796976 sobre los
motivos reguladores de los TF, se logré observar que la variante rs7796976 (A/G) presenta un
efecto en 6 de los 11 motivos reguladores de NF-kB (Apéndice H). Existe evidencia de que AhR
y NF-kB interactian modulando funcionalmente la actividad del otro (Tian, Rabson, Gallo, 2002;
Tian, 2009). La induccidén de AhR por unién de ligando, tales como dioxinas o compuestos
derivados del humo de tabaco, podria favorecer la unién AhR - NF-kB, promoviendo resistencia
a la anoikis y constituyendo un mecanismo potencial de supervivencia de las células cancerigenas
durante la progresion a la metastasis (Fig. 9). Sin embargo, de acuerdo a los analisis in silico
realizados en este estudio, la variante rs7796976 fue clasificada como benigna de acuerdo con las
herramientas de VEP, Mutation Taster y FATHMM. Ademas, dicha alteracion se encuentra
reportada con significancia clinica benigna por Varsome y por su alta frecuencia de presentacion
en la poblacion se define como un polimorfismo genético. Teniendo en cuenta lo anterior y
literatura reportada (Nebert et al, 2016; Li et al, 2020; Aarts et al, 2021), la variante rs7796976 se
clasifica como benigna. Sin embargo, se sugieren nuevas investigaciones que permitan evaluar los
mecanismos bioldgicos y los fenotipos clinicos para determinar el efecto de este polimorfismos de

AHR en el desarrollo del cancer.

Respecto a la variante rs2074113 [c.908+33G>T], esta se reporta como alteracion de tipo
benigna, es decir, sin efecto sobre la estructura y funcion del receptor. Lo anterior en relacién con
los resultados encontrados para tres de las cinco herramientas de prediccion in silico evaluadas.
Sin embargo, los programas HSF y MaxEnt, permitieron determinar que la presencia de este

polimorfismo podria favorecer un nuevo sitio donante de empalme afectado el splicing del mMRNA
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al activar un sitio criptico que podria conllevar a la delecion de secuencias exonicas o a la retencion
de secuencias intronicas en el mMRNA maduro (Vreeswijk et al, 2009) (Apéndice ).

Estos resultados deben interpretarse con precaucion debido al escaso nimero de estudios
publicados que evallen esta alteracion. Un estudio previo considera que esta variante, podria
potencialmente producir empalmes alternativos (Kim et al, 2007), pero otra investigacion, por el
contrario, manifiesta que esta variante no podria no interferir en el empalme dada su distancia de
las uniones intrén/exdn donde se detectan los sitios de empalme (Ng et al, 2010). Aun no es muy
claro el efecto de esta alteracion sobre la regulacion del gen AHR, por lo que teniendo en cuenta
la aproximacion in silico de la herramienta Human Splicing Finder (HSF) que indica la activacion
de sitios de empalme cripticos, a causa de la variante rs2074113G>T, esta alteracion se clasifica
en el presente estudio como probablemente benigna y se sugiere el desarrollo de futuros estudios

in vivo que permitan explorar el efecto de esta variante sobre la célula.

Con relacion a las variantes no reportadas se logro determinar el efecto de estas alteraciones
de secuencia sobre la estructura y funcién de la proteina AhR mediante analisis in silico, y de esta
manera inferir su importancia clinica. La variante [c.66-165delT], localizada en el intron 2 del gen,
se considerd de tipo benigno y sin modificacion o anulacién de posibles sitios de empalme de
acuerdo con las herramientas de prediccién in silico evaluadas. Por lo anterior se podria inferir que
esta variante no representa un efecto dafiino sobre la funcion de la proteina, por lo cual se clasifica
en el presente estudio como variante de tipo benigna. Sin embargo, esta aproximacion in silico,
s6lo podria ser confirmada mediante evaluacion con estudios in vivo.

Las variantes [c.253+175T>C] y [c.2333C>T], localizadas en el intrén 1 y la region

3’UTR, respectivamente, no representan un cambio estructural o funcional sobre el receptor de
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acuerdo con los analisis in silico, sin embargo, mediante la herramienta HSF, se logro determinar
que dichas alteraciones si podrian favorecer la alteracion significativa de motivos de secuencias
ESE / ESS, promoviendo un efecto sobre la regulacién de la transcripcion. Por lo anterior, las
variantes [c.253+175T>C] y [c.2333C>T] se clasifican en este estudio como variantes de
significado incierto, sugiriendo la realizacion de futuros estudios in vivo para determinar el efecto

de las mismas sobre la célula.

Finalmente, futuros estudios de asociacion genética sobre las variantes identificadas y el
riesgo de cancer deben realizarse permitiendo validar los hallazgos obtenidos en esta investigacion.
Diferentes estudios publicados, como evidencia acumulada, demuestran que la actividad de AhR
podria influir durante la progresion del cancer (Kolluri, Jin, Safe, 2017). En general el AHR podria
explorarse como un marcador de susceptibilidad para cancer en funcion de su actividad bioldgica
funcional, siendo escasos los trabajos informados sobre este gen.

Los hallazgos obtenidos en este estudio representan un primer acercamiento en la
identificacion de SNPs en el gen AHR en la poblacion colombiana y contribuye a la comprension

de la susceptibilidad genética al desarrollo de cancer de cabeza y cuello en Colombia.

5. Conclusiones

o Se identificaron 19 variantes en el gen AHR, de las cudles, siete correspondieron a

alteraciones de alto impacto, reportadas para cancer de Cabezay Cuello en diferentes repositorios
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de cancer en el mundo. Sin embargo, ninguna de estas variantes fue reportada para poblacion
latina. por lo que la baja representacion de latinoamericanos en estas bases de datos gendmicos

indica la necesidad de detectar alteraciones en AHR para esta poblacion.

o Se reporta para Colombia, alteraciones de secuencia en el gen AHR. Se
identificaron siete variantes en el gen AHR en pacientes colombianos con carcinoma escamocelular
de cabeza y cuello. Las variantes AHR ¢.253+175T>C; AHR ¢.66-165delT; AHR ¢.2333C>T, no

han sido reportadas previamente en bases de datos o literatura cientifica en el mundo.

o De acuerdo con los andlisis de prediccion in silico desarrollados y la literatura
reportada, las Variantes identificadas en este estudio: rs7796976, rs17779352 se clasificaron

Benignas, ya que no representan un efecto sobre la funcion del receptor AhR.

o Futuros estudios in vivo, o de asociacion que involucren las variantes rs2074113 y
rs2066853 deben realizarse permitiendo validar los hallazgos obtenidos en esta investigacion.
Diferentes estudios publicados, como evidencia acumulada, demuestran que la actividad de AhR

podria influir durante la progresion del cancer.

o Los hallazgos obtenidos en este estudio representan un primer acercamiento en la
identificacion de SNPs en el gen AHR en poblacion colombiana y contribuye a la comprensién
del desarrollo de cancer de cabeza y cuello. Dada la importancia del gen AHR podria explorarse

como un marcador de susceptibilidad para cancer en funcién de su actividad bioldgica funcional.
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Apéndice

Apéndice A. Estado del arte: Polymorphisms Associated to Genetic Susceptibility and Head

and Neck Cancer Risk: A Systematic Review (Documento anexo).

Apéndice B. Tabla 3. Protocolo de amplificacion de PCR

[Stock] [1/Individuo Vol/Individuo

Master mix MyFiTM Mix (Bioline®) 2X 1X 15 uL
Mezcla de Primers 20 uM 0.4 uM 0.6 uL
H20 12.4 uL
ADN 50 ng/uL 50 ng/uL 2 uL
Volumen Final de Reaccién 30 L

Apéndice C. Tabla 4. Condiciones de Termociclado - Técnica de PCR

Periodo de 30 Ciclos o , .
. ., . : L, Extension Final Periodo Final
Incubacién Denaturacion Anillamiento  Extension
94°eC 94°eC 58¢C 72°C 72°C 49C
2 min 45 s 60 s 60 s 10 min Infinito

Nota: La temperatura de anillamiento o Annealing varia (58°C — 63°C) de acuerdo con el fragmento del

gen AHR a amplificar.
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Apéndice D. AHR gene variants in patients with cancer and their presence in the Latin

American population (Documento Anexo).

Apéndice E. Tabla 16. Andlisis in silico de la variante rs2066853 [c.1661G>A] mediante la

herramienta Human Splicing Finder (HSF)

Associated

Gen Variante Motivo Signal Interpretation i Algorithme/Matrix Position Sequence
transcripts
-ESE RESCUE ESE (ESE Site Broken) chr7:17339481 CATCAG
-ESE EIE (ESE Site Broken) chr7:17339482 ATCAGA
-ESE ESE_9G8 (ESE Site Broken) chr7:17339483 TCAGAC
i ignifi ENST 242
rs2066853  -Ese  /terationof - Significant NST00000242057 ¢\ £<k site Broken) chr7:17339483  TCAGAC
AHR [c.1661G>A] auxiliary  alteration of ESE  ENST00000463496 )
c. +ESE sequences / ESS motifs ENSTO0000642825 RESCUE ESE (New ESE Site) chr7:17339484 CAAACA
-ESE EIE (ESE Site Broken) chr7:17339484 CAGACA
+ESE ESE_Tra2 (New ESE Site) chr7:17339486 AACAC
-ESE ESE_ASF (ESE Site Broken) chr7:17339486 GACACAT

Nota: la variante rs2066853 podria dar lugar a la omision del exon a través de la inactivacion de ESE o la

activacién de ESS. (+): la mutacion cred un nuevo sitio; (-): el motivo fue abolido por la mutacién.

Algoritmos y matrices utilizados para identificar los motivos fueron: RESCUE ESE hexamers; EIEs;

ESE 9G8; ESE Tra2; ESE_ASF

Apéndice F. Tabla 19. Andlisis in silico de la variante rs7796976 [-459A>G] mediante la

herramienta Human Splicing Finder (HSF)

Gen Variante Motivo Signal Interpretation Associa'ted Algorithme/Matrix Position Sequence
transcripts
-ESE EIE (ESE Site Broken) chr7:17298801 GATTTA
+ESE Sironi_motif2 (New ESS Site) chr7:17298802 ATTTGGG
-ESE Fas ESS (ESS Site Broken) chr7:17298803 TTTAGG
+ESE Fas ESS (New ESS Site) chr7:17298803 TTTGGG
+ESE i ionifi Sironi_motif2 (New ESS Site chr7:17298803 TTTGGGA
AHR r$7796976 +ESE Altaeuriitlliznrymc alt::ag;g;CZ?tESE ENST00000242057 IIE (N;W ESS Si(te) | chr7:17298804 TTGGGA
[-459A>G] ) ENSTO0000463496
-ESE  sequences / ESS motifs ESE_9G8 (ESE Site Broken) chr7:17298805 TAGGAA
-ESE ESS_hnRNPA1 (ESS Site Broken) chr7:17298805 TAGGAA
+ESE EIE (New ESE Site) chr7:17298805 TGGGAA
+ESE IIE (New ESS Site) chr7:17298805 TGGGAA
-ESE RESCUE ESE (ESE Site Broken)  chr7:17298806 AGGAAG
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Nota: la variante rs7796976 podria dar lugar a la omision del exon a través de la inactivacion de ESE o la
activaciéon de ESS. (+): la mutacion cred un nuevo sitio; (-): el motivo fue abolido por la mutacién.
Algoritmos y matrices utilizados para identificar los motivos fueron: RESCUE ESE hexamers; EIEs;

ESE_9G8; Sironi_motif2; Fas ESS; IIEs; ESS_hnRNPAL.

Apéndice G. Tabla 20. Andlisis de la variante rs7796976 [-459A>G] mediante la herramienta

HaploReg V4.1: union de proteinas en experimentos ChIP-Seq (ENCODE Project Consortium)

Cell ID i Protein GM19193 POL2
A549 ‘[PoL2 " HinESC POL2
A549 IPOL2  HI-hESC POL2
GM12878  |POL2  H1-hESC TAF1
GM12878  IPOL2 HI-hESC TAF1
GM12878  |POL2  HI1-hESC TAF7
GM12891  |POL2  H1-hESC TBP
GM12891  |TAF1  HCT-116 POL2
GM12892  |POL2  HCT-116 POL24H8
GM12892  IPOL2  HEK293(b)  |POL2
GM12892  |TAF1  Hela-S3 HAE2F1
GM12892  !TAF1  Hela-S3 POL2
GM15510  INFKB  Hela-S3 POL2
GM15510  |POL2 Hela-S3 POL2
GM18526  |POL2  HepG2 POL2
GM18951  |POL2  HepG2 POL2
HepG2 POL2
HepG2 TBP
MCF10A-Er-Src | POL2
MCF10A-Er-Src | POL2
PBDE POL2
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Nota: sitios potenciales de unidn de la variante rs7796976 a distintos factores de transcripcion (POLR2A,;
CTCF; TAFL1; TBP; NF-kB) en diversas lineas celulares, segun datos reportados de los experimentos

ENCODE ChlIP-Seq.

Apéndice H. Tabla 21. Analisis de la variante rs7796976 [-459A>G] mediante la herramienta

HaploReg V4.1: motivos regulatorios alterados (Position Weight Matrix)

Position Weight Matrix ID ' Strand | Ref | Al Match on:
(Library from Kheradpour and Kellis, 2013) Ref: GCTCCGCAGGCGGGAAGCACCCTGGATTTAGGAAGTCCCGGGAGCAGCGCGGCGGCACC
Alt: GCTCCGCAGGCGGGAAGCACCCTGGATTTGGGAAGTCCCGGGAGCAGCGCGGCGGCACC :
?éCL_disce I 1.2 i13.2 | | | | GGGRAADYCC :
ELF1_known1 N 11.7 :8.9 | | | ' RDWASAGGAARW
k-1_1 + 9 125 | | NHKYGGGAATRYY
Ik-1_2 + 10.7 :12.9 KYTRGGRRR
Ik-2_1 + 91 114 | | VDBYGGGAHNNM
NF-kappaB_disc1 + 94 26 | | KGGRAWTYCC
NF-kappaB_known1 + 1 13 | | GGGGAKYCCC
NF-kappaB_knownZ i 11..6 15.'; G&RAHKYCEC
ppaB_known3 | - 52 171 | | KGGRRADTCCCY
N -kappaB_known4 e 13 (13 DKG&GAMTWE(BN
NF-kappaB_known5 | + -12.1:-0.2 | | SGGRRTTTCC
PU1_known1 | R 12.5 :10.1 | | | AGGAAGT
STAT_known13 | . 101 9.8 | | RRGAARBE
| STAT_known5 | (73 185 | | | VRGAABNN

Nota: matriz de pesos de posicion (PWM). La variante rs7796976 (A/G) podria presentar un efecto en 6 de

los 11 motivos reguladores de NF-Kb que interactta con el receptor AhR.

Apéndice I. Tabla 24. Andlisis in silico de la variante rs2074113 [c.908+33G>T] mediante la

herramienta Human Splicing Finder (HSF)

Gen Variante Signal Interpretation Assocgted Algorlth‘me/ Position Sequence Variation
transcripts Matrix
Activation of a cryptic  ENST00000242057 .
HSF Donor site ATTGGATGT> 49.25>76.39
AR r;égig;éiﬂ Ne‘l"f Dohtor Donor site. Potential  ENSTO0000463496 , chr7:17334143 .
¢ splicesite . eration of splicing  ENSTO0000642825  (Matrix GT) ATTGTATGT  (55.11%)
Activation of a cryptic  ENST00000242057
MaxEnt Donor ATTGGATGT> -3.31>4.34
ang | '$2074113 - NewDonor p e potential  ENSTO0000463496 _ chr7:17334143
[c.908+33G>T] splicesite site ATTGTATGT  (231.12%)

alteration of splicing  ENSTO0000642826
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Nota: la variante rs2074113 podria dar lugar a la activacion de nuevos sitios de empalme cripticos.

Algoritmos y matrices utilizados para identificar nuevos sitios de splicing fueron: HSF Donor site; MaxEnt

Donor site.

Apéndice J. Tabla 25. Analisis de la variante rs2074113 [c.908+33G>T] mediante la

herramienta HaploReg V4.1: motivos regulatorios alterados (Position Weight Matrix)

Position Weight Matrix ID

Match on:

(Library from Kheradpour and Kellis, 2013) Strand Ref [Alt . . \GTGAGACTTTTTCACTTTTATTTTATTGEATGTACATTATGTTTCAGTAAGTCTCTCT
Alt: AGTGAGACTTTTTCACTTTTATTTTATTGTATGTACATTATGTTTCAGTAAGTCTCTCT

Foxpd + -21 i-91 TTATTTRIRTTRKYKWKTWT

Hoxato - 11.5i12.6 WDHWWT TWATKRYVKH

Hoxa® - 11.6:10.8 WHWHWWTTWATKROYBY

o - PP rran e -

Hoxdi0 - 175177: DHHHDT TTWATKRNVHB

f_disct - 125:0.6 vearteevvR

sox_18 - 6.4 i11.5 HOWTBWATTGWTHHE

Sex2 - 6.3 i12 DNDWNNDYHATTGTTHHDHVDD

o — T s

pr410 P T 52 et

Nota: matriz de pesos de posicion (PWM). La variante rs2074113 podria presentar un efecto en diferentes

motivos reguladores, entre estos, Foxpl; Hoxbl13; Irf_discl; TEF; Zfp410.
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Apéndice K. Aval otorgado por el Comité de Etica de la Universidad Industrial de Santander

(CEINCI) para el desarrollo de la presente investigacion

° e
<~
CEINCI

4110
Bucaramanga,
Estudiante
NATHALIA ANDREA TRUJILLO PELAYO
Investigadora principal

Maestria en Ciencias Basicas Biomédicas
Escuela Medicina

Facultad de Salud

Universidad Industrial de Santander

Asunto: Aval Comité de Etica proyecto, “Identificacién de variantes genéticas en el gen AHR que
puedan contribuir a la susceptibilidad a cancer de cabeza y cuello en poblacién colombiana”.

Cordial Saludo. EI Comité de Etica en Investigacion Cientifica de la Universidad Industrial de
Santander (CEINCI-UIS) en reunién realizada del dia 7 de febrero de 2020, segun consta en el Acta
N° 1°, evalu los ajustes realizados al proyecto del asunto y al respecto conceptuia:

En consideracion a que el proyecto cumple con todos los requerimientos del CEINCI-UIS, el
Comité acuerda por consenso, APROBAR el documento en digital y el consentimiento informado
en su ultima version.

Se solicita emplear las estrategias que considere necesario, para verificar que el consentimiento
informado ha sido comprendido por los participantes. De otra parte, adoptar los mecanismos
necesarios para garantizar la confidencialidad de la informacion recabada. Todo ello amparado en lo
reglamentado en la Ley Estatutaria 1581 de 2012 del Congreso de la Republica de Colombia, por la
cual se dictan disposiciones para la proteccién de datos personales, en la Resolucion de Rectorfa
1227 del 22 de agosto de 2013, sobre el tratamiento de datos personales. Ademés, recomendamos
tener presente los criterios y procedimientos establecidos por el laboratorio de genética humana
de la UIS y el laboratorio de Biologia molecular de la UCC de Pasto, para el acceso a la informacion
consignada en las historias clinicas de los pacientes. Igualmente realizar los tramites necesarios en
las instituciones para acceder a la informacién y a los participantes. Finalmente, socializar los
resultados generados en este proyecto en las instancias correspondientes.

Se solicita que se remita al correo del Comité, informacién de las siguientes circunstancias, cuando
lleguen a ocurrir:

- Reporte de mala practica cientifica por parte de cualquier miembro del equipo investigador.

- Notificacion previa de las modificaciones realizadas al protocolo.
- Reporte de cualquier eventualidad que usted considera deba conocer el CEINCI-UIS.

Elaboré César Hastamorir, revisé Francisco Espinel y aprobé José Luis Osma Rueda
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ol

4110
- Informe de avance sobre los aspectos éticos segun guia e instructivo anexo. Este informe
debe enviarse a la mitad del desarrollo de la investigacion y al finalizar la misma segun el
cronograma establecido en el Formato FIN 65.

- Elinforme debe ser enviado al correo: ceinci.seguimientos@uis.edu.co
En el momento del seguimiento se verificara el cumplimiento de las consideraciones éticas.

En nombre del CEINCI-UIS le ofrecemos el apoyo que usted considere necesario, para la
aplicacién y salvaguarda de los asuntos éticos durante la investigacion.

JOSE LUIS OS’1A RUEDA™ F CISCQ ESPINEL CORREAL
Presidente Sedretario
CEINCI- UIS CEINCI- UIS

Copia: Profesoras Laura Fernanda Cifuentes Cardona (Escuela de Biologia), directora del trabajo de
investigacion; Clara Inés Vargas Castellanos (Departamento de Ciencias Basicas), codirectora del
trabajo de investigacion.

Profesor Fernando Rodriguez Sanabria, Coordinador de la Maestria en Ciencias Basicas Biomédicas.
Archivo Comité de Etica en Investigacion Cientifica.

Elaboré César Hastamorir, revisé Francisco Espinel y aprobo José Luis Osma Rueda
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Apéndice L. Aval otorgado por el Comité de Etica de la Universidad Cooperativa de Colombia,

sede Pasto, para el desarrollo de la presente investigacion

Subcomité de Bioética
Universidad Cooperativa de Colombia — Pasto
Calle 18 No. 47-150 Teléfono: 7336706

Memorando al Investigador Principal

Memorando No. SCBE11-17

ANT.: Acta del Consejo del Subcomité de
Bioética

MAT.: Remite Acta de Evaluacion.
Fecha: 02 de Agosto de 2017.

LAURA FERNANDA CIFUENTES CARDONA
Investigador Principal

INVESTIGADOR PRINCIPAL
Presente

De nuestra consideracion:

Adjunto envio a Ud., Consentimientos y Acta de Evaluacion No. 02 del 04
de mayo de 2016 que certifica que el Consejo del Subcomité de Bioética
de la Universidad Cooperativa de Colombia - Pasto, APROBO el proyecto
de investigacion denominado “IDENTIFICACION DE VARIANTES
GENETICAS EN EL GEN AHR Y SU ASOCIACION CON CANCER DE
CABEZA Y CUELLO EN LA POBLACION COLOMBIANA"
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Apéndice M. Consentimiento informado de los individuos participantes del presente estudio.

" UNIVERSIDAD Universidad
CG COOPERATIVA indusral do
DE COLOMBIA 'Sanrm‘krt'

i

Version 02
Cadigo:

CONSENTIMIENTO PARA PARTICIPAR EN UNA INVESTIGACION
Apartado para el participante

A Usted se le ha solicitado participar en el proyecto de investigacion
“IDENTIFICACION DE VARIANTES GENETICAS EN EL GEN AHR Y SU
ASOCIACION CON CANCER DE CABEZA Y CUELLO EN LA POBLACION
COLOMBIANA". El propésito de este documento es proveer informacion para
considerar, o no, participar en el mismo. Su consentimiento deberia estar basado
en el entendimiento de la naturaleza de los riesgos del tratamiento, mecanismos o
procedimientos. Por favor realice preguntas si hay alguna cosa que no entiende. Su
participacion es voluntaria y no tendra efecto sobre el proyecto de investigacion si
decide no participar. o

M

d

Asi mismo, son requeridos una serie de datos personales que se solicitan en el
formulario de Inscripcion en nuestra base de datos. Antes de que usted decida
entregar esta informacion es importante que lea y firme el presente consentimiento
a cerca de los detalles del manejo que recibiran sus datos personales.

~E Enea
LEETA

CONeTE

INVESTIGADORES RESPONSABLES DEL ESTUDIO

m ’<| U HLAD FaUUs TLAL E LANIAN R

I

Principal(es):

1. Laura Fernanda Cifuentes Cardona. Docente. Universidad Cooperativa de
Colombia sede Pasto. Facultad de Odontologia.

2. Nathalia Andrea Trujillo Pelayo. Estudiante de Maestria en Ciencias Basicas
Biomédicas. Universidad Industrial de Santander.
Correo electrénico: nathalia.trujillo@correo.uis.edu.co

Coinvestigador(es):

#

AHR-CI-1_V O
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3. Clara Inés Vargas Castellanos. Docente Universidad Industrial de Santander.

Facultad de Salud. ‘ o
4. Alvaro Herrera. Médico. Cirujano de Cabeza y Cuello. Hospital Universitario

de Santander; Clinica Foscal Internacional.
5. Cristian Javier Fong Reales. Docente Universidad Cooperativa de Colombia
sede Pasto. Facultad de Odontologia.

6. Pedro Hidalgo. Docente Universidad Cooperativa de Colombia sede Pasto.
Facultad de Odontologia.

7. Sandra Milena Guauque Olarte. Universidad Cooperativa de Colombia. Sede
Pasto. Facultad de odontologia.

8. Constanza Duque Vélez. Universidad Cooperativa de Colombia. Sede
Medellin. Facultad de Odontologia.

FUENTES DE APOYO

CONADI- Comité Nacional para el Desarrollo de la Investigacién de la Universidad
Cooperativa de Colombia (UCC)

LUGAR DONDE SE DESARROLLARA EL ESTUDIO

Se realizara en diferentes instituciones que reciben pacientes oncolégicos en las
ciudades de Bucaramanga y Pasto.

OBJETIVO DEL ESTUDIO

* ldentificar variantes genéticas que puedan contribuir con la susceptibilidad al
desarrollo de cancer de cabeza y cuello asociado al consumo de cigarrillo

JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

b e e T T T T ]

AHR-CI1 4 O
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el cancer de cabeza y cuello corresponde a una neoplasia (tumor maligno), con un
origen predominante de tipo escamoso-celular, y compromete principalmente las
estructuras de cavidad oral, faringe y laringe. Se ha establecido el consumo de
tabaco como principal factor de riesgo para este tipo de cancer.

A pesar de que los factores ambientales contribuyen de forma importarte al
desarrollo de cancer, el riesgo de presentarlo también esta fuertemente influenciado
por diferencias genéticas que llevan a variaciones en la susceptibilidad. Cada
individuo presenta unidades de informacion genética (genes), entre las que se
encuentra el gen AHR, implicado en la detoxificacion de los componentes
(carcindgenos) del tabaco, que puede presentar variantes y generar diferencias
genéticas entre individuos, lo cual puede relacionarse con una susceptibilidad al
desarrollo de cancer. La presente investigacion busca mediante el analisis del gen
AHR, identificar variantes que puedan estar asociadas con un mayor riesgo al
desarrollo de cancer de cabeza y cuello, en presencia de tabaquismo. Asi mismo,
los resultados de este trabajo permitirdn generar estrategias de prevencion y
diagndstico temprano en personas fumadoras, ya que sera posible identificar dentro
de este grupo cuales presentan un riesgo aumentado de desarrollar esta neoplasia
asociada al consumo de tabaco.

ELEGIBILIDAD

OMTEDEENCA U | FiB  ann
L3

Casos
Se contactara a los pacientes por medio de su médico tratante y se les realizara una

encuesta para completar los datos y ampliar la informacién necesaria.

i UNIVERSICSD FAOUSTUAL DE SRANDER

B
P

1)
|

Criterios de inclusion
* Hombres y mujeres, nacidos en Colombia, mayores de dieciocho afios

* Con diagnostico histopatologico de carcinoma escamocelular en cavidad
oral, faringe o laringe

+ Diagnostico correspondiente a los cédigos C01, C02, C03, C04, C05, CO06,
C10, C11, C12, C13, C14 y C32 de la clasificacion CIE10

*  Fumadores*

AHR-CI-1_V O 3
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* Los fumadores seran definidos por el consumo diario de una cantidad igual o
mayor a 60mg de tabaco, esta cantidad estara determinada por el nimero de
cigarrillos consumidos diariamente multiplicado por la cantidad de tabaco que se
registra en la cajetilla.
Criterios de exclusion

« Pacientes que no deseen participar en el estudio

« Mujeres en estado de embarazo

« Pacientes que por su condicion (fallecimiento, imposible ubicacion, trastorno
psiquiatrico), no sea posible tomar la muestra y/o completar la informacién
de la encuesta.

Controles

Individuos sanos que cumplan con los siguientes criterios:
« Individuos que no hayan presentado ningln tipo de cancer durante su vida

« Personas fumadoras*, que fumen actualmente o hasta 12 meses antes del
momento del enrolamiento

« Los controles seran pareados con los casos de acuerdo con edad, sexo y
habito de fumar

Procedimiento

Los participantes del estudio firmaran un consentimiento informado. Se realizara
una toma de muestra de sangre, la cual sera realizada en centros médicos por
personal de la salud entrenado. A partir de la muestra de sangre se extraera el
material genético (DNA) que permitira Identificar variantes genéticas que puedan
favorecer una susceptibilidad al desarrollo de cancer de cabeza y cuello asociado
al consumo de cigarrillo en la poblacién colombiana. Se tomaran datos de la historia
clinica de cada paciente (casos) relacionados a resultados de sus examenes
diagnésticos, histopatolégicos. Cada participante llenara una encuesta sobre
historia familiar oncolégica y exposicién a agentes ambientales. Los datos obtenidos
de cada participante se usaran hasta finalizado el proyecto o en subsecuentes
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estudios solo si el participante lo acepta. Este estudio tiene una duracion estimada
de 12 meses.

La toma de muestra de personas residentes en la ciudad de Bucaramanga y
el area metropolitana seri realizada en las instalaciones del laboratorio de
genética humana, ubicado en la Carrera 32 No. 29-31. Facultad de Salud de la
Universidad Industrial de Santander. Contacto: Nathalia Andrea Trujillo
Pelayo La toma de muestras en la ciudad de Pasto sera
realizada en el laboratorio de Biologia molecular, ubicado en la Calle 18 No. 47
-150B Torobajo, Universidad Cooperativa de Colombia- campus Pasto.
Contacto: Laura Fernanda Cifuentes Cardona

Los resultados de estas pruebas seran puestos a disposicion de su médico si Usted
lo requiere y el asesoramiento genético se realizara en el estudio sin costo alguno
para Usted.

Banco de Especimenes (muestras)

En este estudio a partir de su sangre se extraera material genético (ADN), si acepta
que su muestra se utilice en estudios futuros, los datos seran codificados y se
eliminara todo rastro que pueda relacionar los resultados del nuevo proyecto con su
identidad. Por lo tanto, aunque existe la posibilidad de revelar mas informacion
genética, esta informacién no podra asociarse con usted para que no afecte en
ninguna manera su confidencialidad.

Riesgos

Existe un riesgo minimo asociado a la toma de muestra de sangre. Para minimizar
el riesgo durante la toma de muestra de sangre, esta se hara acorde a la guia para
extraccion de sangre de la Organizacién Mundial de la Salud.

En casos aislados, estos riesgos pueden incluir infecciones, dolor en el sitio de toma
de la muestra, hematomas o mareo. Para evitarlos se seguiran las estrategias de
reduccion de riesgo de la guia que incluyen toma de muestras por personal
entrenado, uso de jeringas nuevas y estériles, informarse sobre uso de

#
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anticoagulantes y preguntar al paciente sobre posible alergia al latex o alcohol antes
de iniciar el procedimiento.

Beneficios

Los pacientes analizados se informaran de los resultados del estudio, se les llevara
cabo consejeria genética respecto al nivel de riesgo encontrado para ellos y sus
familias.

Analizar el perfil genético de este gen implicado en la detoxificacion de carcinégenos
del tabaco en la poblacion, permitira identificar las variantes genéticas que puedan
estar asociadas con el desarrollo de cancer de cabeza y cuello, y a futuro, permitira
implementar estrategias de prevencion y protocolos de diagnéstico temprano.

Costos asociados al Estudio

No existe costo alguno para los participantes involucrados en el estudio.

Tratamiento Médico/Psicolégico

No existen tratamientos médico o psicologico asociados al estudio.

Compensacién por la participacién

No existen compensaciones econémicas por participar en el estudio.

Confidencialidad

Durante el desarrollo de este estudio, los investigadores se comprometen a actuar
con responsabilidad y proteger la privacidad, custodiando la informacién de los
participantes mediante el uso de bases de datos y archivos fisicos, estableciendo lo
siguiente para el tratamiento de datos personales:

#
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» Los datos recolectados para la investigacion son de uso confidencial, tanto
la informacién suministrada en las encuestas, como la que sea tomada de
las historias clinicas. No se almacenaran datos personales de los pacientes
incluidos en el estudio.

+ La informacién obtenida sera guardada en medios fisicos tales como
documentos y magnéticos como discos de almacenamiento externo, en dos
ejemplares que seran resguardados en sitios diferentes cada uno y
custodiados por el investigador principal quien se encargara de tomar las
medidas necesarias de seguridad para eliminar cualquier tipo de acceso a
terceras personas no vinculadas con el trabajo de investigacion.

* Dado que la presente investigacién tiene una finalidad cientifica, la

informacion sera conservada en una base de datos que permita su andlisis, o
en la cual se adaptardn las medidas adecuadas para la supresion de U
identidad de los pacientes (uso de cédigos an6nimos). .
]
* En ninguna circunstancia se traspasaran los datos personales de los ﬁ
g

participantes a personas ajenas. Con lo anterior queda establecido que no 7
habra sesion de datos a terceras personas. Lo anterior con excepcion de las K
entidades publicas o administrativas en ejercicio de sus funciones legaleso 7
por orden judicial que asi lo requieran.

Sus datos personales siempre le perteneceran. Como duefio o titular de estos tiene
derecho a solicitarle al responsable del registro que:

* Sean modificados

* Sean eliminados del registro

* Se le entregue personalmente una copia del registro que evidencie las
modificaciones o eliminacién de sus datos personales de la base de datos

* Sea informado por el responsable de la investigacién, respecto del uso que
le ha dado a sus datos personales.

Libertad para salir del estudio

AHR-CI-1_V.0. 7
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Universidad
Industrial de
Santander

Los participantes tendran libertad de retirar su consentimiento y salir del estudio en
el momento que deseen y por tanto retirar la informacién que haya aportado en la
investigacion. Los participantes tienen la libertad de no responder alguna(s)
pregunta(s) en particular si asi lo desean.

Libertad para ser removido del estudio

Los investigadores tendran la libertad de remover a un participante del estudio.

El presente trabajo se ampara a las consideraciones éticas de:

No maleficencia (no se causara ningln dafio fisico ni mental a los pacientes del
estudio), Beneficencia (los resultados obtenidos pueden servir para dar inicio a otras
investigaciones derivadas de los hallazgos de este estudio), Justicia (los pacientes
seran tratados con respeto y equidad y se empleara un lenguaje adecuado) y
Autonomia (sélo se incluirdn en el estudio pacientes que participen
voluntariamente).

h
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CONSENTIMIENTO VOLUNTARIO
Apartado para archivar el investigador

Todos los aspectos mencionados en las anteriores paginas me han sido explicados,
y todas las preguntas que he tenido han sido contestadas. Yo he sido motivado(a)
a preguntar acerca de todos los aspectos de este estudio.

El participante podra requerir en cualquier momento del estudio copia completa de
la politica de tratamiento de datos personales que rige esta investigacion. Para tal
motivo, el participante podra contactar al investigador principal (Nathalia Andrea
Trujillo Pelayo: Correo electrénico nathatrujillo@gmail.com;

) y una copia de dicho documento sera enviado por medio electrénico
o fisico, segun lo requiera el paciente.

e ANDSN

Cualquier pregunta que yo tenga acerca de los derechos de los participantes del
estudio sera contestada por el investigador principal (Nathalia Andrea Truijillo

Pelayo: Correo electrénico nathatrujillo@gmail.com (A
Laura Fernanda Cifuentes Cardona: Correo electrénico - 7~
lauracifuentesc@campusucc.edu.co. _ oensudefecto por -

el Comité de ética de la Universidad Industrial de Santander (Carrera 19 N° 35- 7
02, oficina 245, UIS Bucarica, _oelSub-Comitéde (=
Bioética de la Universidad Cooperativa de Colombia - sede Pasto (Calle 18 No.

47-150

En pleno uso de mis facultades mentales, de manera libre, voluntaria y consciente,
autorizo mi participacion en el proyecto titulado “IDENTIFICACION DE
VARIANTES GENETICAS EN EL GEN AHR Y SU ASOCIACION CON CANCER
DE CABEZA Y CUELLO EN LA POBLACION COLOMBIANA"

Habiendo leido lo anterior doy mi consentimiento para participar en las actividades
anteriormente detalladas y autorizo que se consulte mi historia clinica para obtener
los datos que sean necesarios en el desarrollo de la investigacién. (Una copia de
este consentimiento me sera entregada).

Ty
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En el siguiente cuadro que se presentan a continuacion coloque Sl o NO dentro del
A. Confirmo haber leido y entendido la informacion acerca SI |NO |

del manejo de mis datos personales. ; . ]
cuadro.

Ademas de la investigacion a la que usted esta consintiendo en este estudio, indique
si da su permiso para guardar en un biobanco las muestras de ADN extraidas a
partir de su sangre para investigaciones futuras en el campo de la Genética de
poblaciones y oncologia. Las muestras en futuros estudios seran codificadas y
cualquier vinculo con usted sera destruido. Las muestras pueden mantenerse
después de terminado el presente estudio.

POR FAVOR INDIQUE

|
Sl consiento que mi muestra sea guardada para futuros estudios ,
de investigacion. l

NO consiento que mi muestra sea guardada para futuros estudios
de investigacion. J

Con mi firma acepto y entiendo las condiciones del estudio: “Identificacién De
Variantes Genéticas en el Gen AHR y su Asociacion con Cancer de Cabeza y Cuello
en la Poblacién Colombiana” y autorizo integralmente este consentimiento
informado. Si el participante de la investigacion no supiera firmar, imprimira su huella
digital y a su nombre firmara otra persona que él designe.

Nombre del participante Firma del Participante Lugar y fecha

#
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Universidad
“Industrial da*
- Sanuander
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Testigo 1

Nombre:
Direccion:
Relacién con el participante:
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Apéndice N. Instrumento de recoleccion de datos, tipo encuesta.

INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

PROYECTO: IDENTIFICACION DE VARIANTES GENETICAS EN EL GEN AHR Y SU ASOCIACION CON
CANCER DE CABEZA Y CUELLO EN LA POBLACION COLOMBIANA

CARACTERIZACION SOCIO-DEMOGRAFICA

No.: Fecha(dd/mm/aaaa/): | Identificacion: Género:
F M
Nombres Completos: Apellidos:
Fecha de Nacimiento: Ocupacion;
(dd/mm/faaaa) [/ [/ Edad:
Lugar de Nacimiento: (Municipio — Dpto.) afios
Grupo Etnico: Estado Civil: Nivel Educativo:
Afrodescendiente Soltero(a) Ninguno Régimen de Salud:
Mestizo Casado(a) primaria Contributivo
Indigena Union Libre secundaria Subsidiado
Otro: Divorciado(a) Técnica Especial
Cual Viudo(a) Universitario Ninguno
Posgrado
Estrato: Sies mujer: Para uso de los investigadores:
01 2 3 ¢Se  encuentra en Caso
4 5 6 estado de embarazo? Control
- SI____NO_
CONSUMO DE TABACO
1. ¢Alo largo de su vida a consumido tabaco (cigarrillos, ol NO

habanos, tabaco de mascar, pipa, etc.)?

Si su respuesta es NO pase a la pregunta nimero 9, si su respuesta es Sl continte:

2. ¢Qué edad tenia cuando empezé a fumar? anos

3. ¢Continta fumando en la actualidad? Sl NO__

4, ¢Siya dejo de fumar, indique hace cuanto tiempo? Meses: Afios:_
5. ¢Durante cuanto tiempo ha fumado o fumo? Meses: Afios;_

6. ¢Cuantos cigarrillos fuma o fumaba al dia?:

7. ¢éDe que marca?:

8. ¢éDe que tipo?:

CONSUMO DE ALCOHOL

9. ¢éconsume bebidas alcohélicas? | Sl NO

Si su respuesta es NO pase a la pregunta nlimero 13. Si su respuesta es S| continte:

10. ¢Qué edad tenia cuando empezd a consumir bebidas
alcohdlicas?

Afios
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Menos de 5 veces al afio:__
De 5 a 12 veces al afio:

De 1 a 3 veces al mes:

De 1 a 3 veces por semana:
mas de 3 veces por semana:

11. Frecuencia con la que consume o consumia bebidas
alcohdlicas:

12. éCudndo consume bebidas alcohdlicas usualmente

fuma? — e —
OTROS:
13. éPresenta algunas de las siguientes patologias? Indique con una X
Hepatitis VIH Hipertension Arterial Diabetes
Tuberculosis Otra Ninguna
14. ¢Se expone o se expuso frecuentemente al sol? Si: NO:

15. ¢Si contesto que Sl especifique el promedio de cuantas

horas diarias se expone o se exponia al sol? Horas al dia:
16. éRazon por la cual se expone al sol? Trabajo: Recreacion:
Otra(cual):
17. Tras la exposicion al sol usted se quema: Siempre:

Habitualmente:
Algunas Veces:

Raramente:
Nunca:

CASO

18. ¢ Usted ha sido diagnosticado con algun tipo de cédncer? Sl NO:

Si su respuesta fue S| por favor conteste las siguientes preguntas:

e - - z 5

19. éCudl fue la fecha en la cual le diagnosticaron el céncer? Mes: Afio

20. ¢Qué cancer padece?:

21. ¢Tiene antecedentes familiares de cancer? Sl: NO:

22, Si tiene Antecedentes Familiares de cancer, especifique:

Parentesco Tipo de Cancer
23. ¢ Cuando le diagnosticaron cancer usted era fumador activo?: S| NO
24. ¢ Cuando le diagnosticaron cancer usted ingeria bebidas alcohdlicas?: SI NO
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25, ¢ Cuando le diagnosticaron cancer usted se exponia frecuentemente al sol?: S| NO

26. ¢ Previo al diagnostico del cancer usted habia presentado alguna lesion en el sitio donde inicio
el cancer?:SI__NO

DIAGNOSTICO Y LOCALIZACION (Para ser diligenciado por los Investigadores)
Localizacién anatémica del cancer (lugar):

Clasificacién Carcinoma Escamocelular:
histogénica del
8 Otro: Cual:
tumor:
Grado de invasion: Carcinoma Insitu:

Carcinoma Escamocelular superficialmente Invasivo o Microinvasivo:

Carcinoma Escamocelular infiltrante o invasivo:
Otro:

Gradacion de acuerdo | Grado | (Bien diferenciado):
a la diferenciacién Grado Il (Moderadamente diferenciado):

celular: Grado lll {Carcinoma anaplasico o pobremente diferenciado):
Grado IV:
CLASIFICACION TNM
T:(Tamario del tumor); N: (Nodulos linfaticos implicados);
M(Metastasis a distancia) Localizacion anatémica de las
T N: M: NO reportado metastasis:
Estadio
Estadio I: I I IV: No Reportado:
Basada en:

- Cuestionario de Identificacion de los Trastornos debidos al Consumo de Alcohol. OMS-OPS. 2001.

- Lendofio, Constanza y cols. Cuestionario para la clasificacion de consumidores de cigarrillo (C4) para
jovenes. Revista Diversitas - Perspectivas en Psicologia. 2011;7(2).

- OMS. ASSIST V3.0. [14/07/2014]. Disponible en:
http://www.who.int/substance abuse/activities/assist spanish.pdf

- BelloS, Flores A, Bello M, Chamorro H. Diagnéstico y tratamiento psicosocial del tabaguismo. Rev Chil
Enf Respir. 2009;25:218-30.

- Cuevas B, ZentenoR, Sampieri CL. Identificacidn de factores y marcadores moleculares de riesgo para
cancer oral. Tesis de maestria en salud publica. Universidad Veracruzana. 2008:1-138. [05/08/2014]
Disponible en: http://www.uv.mx/msp/files/2012/11/BETZAIDACUEVASCORDOBA. pdf
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