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RESUMEN

AntecedentesiLa actividad antirretroviral y la toxicidad de estdina (d4T) depende
de su metabolito trifosfato, la estavudina trifesf@4T-TP). Por tanto, las
modificaciones en los niveles intracelulares de pd@den cambiar el perfil de la

toxicidad de la estavudina.

Métodos: Se determinaron los Iniveles intracelulares de-@RTen células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) pordenmencia en el cromatografo
liquido conectado a un espectrometro de masa-tigdruple. Los polimorfismos en
los genes de la Timidilato sintasa (TS), Metiletratedrofolato reductasa (MTHFR),
dihidrofolatoreductasa (DHFR), Transportador datforeducido 1 (RFC1) y ciclina
D1 (CCND1) fueron determinados por secuencia dirasando ABI PRISM 3100
Genetic Analyzer o bien usando Fluidigm’s Biomayktem. Para los analisis
estadisticos se usaron el test de la t de Stueldndice de correlacion de Pearson,
ANOVA de un factor con correcciones por el métodddnferroni y una regresion
logistica escalonada.

Resultados:Se reclutaron 33 pacientes para este estudio/gesad. Los niveles
intracelulares de d4T-TP fueron de 11.50 (RIC: bfit®I/10° cels en pacientes con un
genotipo de alta expresion del TS (*2/*3G, *3C/ *a@d *3G/ 3G) mientras que en
aquellos con un genotipo de baja expresion (*2+22*3C and *3C/ *3C), los niveles
fueron de 20.65 (12.70) fmol/36els (P = 0.0010). Los polimorfismos de los getes
MTHFR, DHFR, RFC1 y CCDNL1 no influyeron en la contracion intracelular de
d4T-TP

Conclusiones:Los niveles intracelulares de d4T_TP son deternasgar los

polimorfismos de los genes de timidilato sintasa.

Palabras clave: estavudina, estavudina trifostahidalato sintasa,
metilenetetrahidrofolato reductasa, dihifolato r&dsa, ciclina D1, Toxicidad, pools de

nucledtidos, via metabdlica folato, farmaco-gemétic



INTRODUCCION

El sindrome de asociado al tratamiento antirretabdie gran actividad (TARGA)
lipodistrofia (HALS) es un serio problema de satudpacientes infectados por el virus
de inmunodeficiencia tipo 1 (VIH-1) con una prevai@ estimada de 24-60% entre los
pacientes tratados [1-3]. Ademas, en estos pasiemt@enudo se asocia a dislipidemia,
resistencia a la insulina e hipertension arterggdresentando un escenario de riesgo
cardiovascular elevado en estos pacientes [4].

Aunque su patogénesis no es completamente condasd@orias de toxicidad por
farmacos han sido consideradas de las mas plasisjbie vision actual sugiere que los
inhibidores de la transcriptasa inversa analogdesiaucledsidos (ITIANS)

contribuyen a este sindrome [5, 6]. Los analogoglfhicos como la zidovudina (AZT)
y estavudina (d4T) has sido los principalmente ioaplos en el desarrollo de HALS en
ensayos clinicos randomizados [7, 8], y hay un manbe nimero de evidencias en
estudiosn vitro y ex vivo que unen el uso de estos farmacos con la apadei@fectos
téxicos mediados por toxicidad mitocondrial [9-13¢ sabe que las concentraciones de
ITIAN- trifosfato influyen tanto en el tratamienémtirretroviral como en los efectos
toxicos, éste ultimo mediante inhibicion compettoe la ADN polimerasin vivo [12-
14]. Este mecanismo de toxicidad es un problenected y especifico, y por lo tanto,
dependera de manera muy importante, de la dosfardedco y de su concentracion.
Por esto, elevaciones en las concentraciones édlfrlfosfato influiran de manera
significativa en la toxicidad de los ITIANs.

La timidilato sintetasa (TS) es una enzima del b@tamo de las pirimidinas que
cataliza el paso de uridina a timidina para la faeidn del ADN. Si administramos
nucleodtidos exdégenos como el d4T que es un andedm timidina, favorecemos el uso
de éstos frente a los nucledtidos naturales. Ldym@on del ADN tanto mitocondrial
como celular se llevara a cabo mayoritariamentd@®nucledtidos exdgenos.

La Timidilato sintasa (TS\°, N'>-metiletilenetetrahidrofolato: dUMP C-
metiltransferasa; EC 2.1.1.45) cataliza de manen&wversible la metilacion de
deoxiuridina-5-monofosfato (dUMP) a deoxitimidinarnofosfato (dTMP), un
precursor de la sintesis de DNA. Por lo tanto,resnzima clave en la sintesisnovo

de timidilato y el Unico enzima responsable de propnar los nucleétidos de timina
necesarios para la sintesis de DNA [15]. El genaguiifica este enzima es polimorfico,
teniendo repeticiones dobles (2R) o triples (3R secuencia de 28bp en la region

promotora y se ha demostrado que las células hgotasi 3R/3R sobreexpresan



ARNmM de la TS comparadas con las células homoa@R#2R [15, 16]. Mas
recientemente, se ha descrito un polimorfismo adedtido simple G>C en el
nucledtido 20° de la segunda repeticion del al®pddie encabeza un locus tri-alélico
(2R, 3RG, y 3RC) [17]. El alelo 3RC muestra unaivatad transcripcional similar a la
del alelo 2R.

La TS es un enzima clave en el metabolismo dedfolat esta via metabdlica, otros
enzimas como el transportador de folato reduci(RFC1), la metilenetetra-
hidrofolato reductasa (MTHFR) y la dihidrofolatauetasa (DHFR) también pueden
regular la actividad de la TS de una manera coaddirpara un metabolismo eficiente
de folato. Adicionalmente, el incremento del nigelde transcripcion de varios de los
genes anteriormente mencionados (TS, DHFR) se msaéar con la trascripcion de
los factores E2F-1 y DP-1. EI CCNDL1 interviene @ifolsforilacion de la proteina del
retinoblastoma (RB), liberando estas moléculasqeanecesario en este marco el
estudio del genotipo CCND1. ElI RFC1, un intercamibiale aniones, es una proteina
transmembrana que transfiere folato hidrofilicoeads de la membrana celular. Los
genes que codifican para la proteina RFC1 estafizados en la region 21q. Estudios
recientes han sugerido que el polimorfismo G80A&IERFC1 se asocia con niveles
alterados de folato [18]. La MTHFR cataliza la cersidon de 5,10-
metilenetetrahidrofolato a 5-metiltetrahidrofolalsta reaccién enzimatica genera
residuos de metilo esenciales para la funcion d&leEl gen de la MTHFR se localiza
en el cromosoma 1p y los polimorfismos mejor carg@ados consisten en i) una
transicion 677C>T que resulta en una sustituc@aldnina por valina en el
denominado dominio catalitico de MTHFR, y ii) unanisicion 1298 A>C que resulta
en la sustitucion de glutamina por alanina en plissto dominio regulador [19]. La
DHFR convierte el dihidrofolato (DHF) generado fmaccion de la TS en
tetrahidrofolato (THF). El gen de la DHFR se lozalen el cromosoma 5g. Un
polimorfismo recientemente descrito que consistdadaccion/insercion 19 bp que se
encuentra en el intrén 1 ha demostrado influirasralteraciones de los niveles de folato
[20], y existen 3 polimorfismos en el promotor dueron analizados (C-1610G/T; C-
680A; A-317G) [21]. El gen de la ciclina D1 (CCNDg9 situa en 11913 y codifica la
proteina ciclina D1 que juega un papel importantaeegulacién del ciclo celular a
través de sus interacciones con las kinasas degeasdide ciclina. EL CCND1
interviene en la fosforilacion de la proteina dginoblastoma en la transicion de la fase

GlalasS, liberando E2F1 y DP-1 que aumentaratestripcion de varios genes



implicados en la replicacion del DNA (TS, DHFR).gglimorfismo 870A>G del gen
CCND1 afecta al lugar de la unién con el donantel éimite entre exon4/intrén 4,
modulando la relacién entre las isoformas del ARIMNCCND1 [22].

Nuestra hipotesis de trabajo es que las variaciendss genes que intervienen en las
vias metabdlicas anteriormente mencionadas puedflair en las concentraciones de
niveles intracelulares de d4T trifosfato (d4T-TR)eyesta manera modular los efectos
toxicos de este farmaco por la alteracion de ladspde nucleotidos. Por lo tanto, el
objetivo del presente estudio es encontrar unaiéei@ntre los polimorfismos
genéticos de los genes que codifican los enzima®T8FR, DHFR, RFC1 y CCND1

y los niveles intracelulares de d4T-TP.

MATERIAL Y METODOS

Poblacion estudiada

Todos los pacientes fueron reclutados en la mismiz& en eHospital dela Santa

Creui Sant Pau, que atiende a una poblacion de 1457 pacientestamcion por VIH-

1 en seguimiento activo, y eran pacientes conagndstico establecido de infeccion
por VIH-1 en tratamiento. Los pacientes eran caatd&lelegibles si tenian o no
sindrome de lipodistrofia asociado al tratamiemtiirigtroviral de gran actividad

(HALS) y estaban recibiendo estavudina (d4T) combepde sus regimenes
antirretrovirales. Los pacientes que estaban halggaitios o presentaban un deterioro
cognitivo franco comaelirium o demencia durante el reclutamiento, no eranlakegi
Los pacientes con enfermedades oportunistas, reeapla fiebre de origen desconocido
también eran excluidos del estudio. También eratugos aquellos pacientes que en el
momento del reclutamiento estaban tomando algimaéo que influyera en el
metabolismo de la glucosa o en la distribucionaasno hormonas anabolizantes o
corticoides sistémicos, hormona del crecimientomdzinante, o estimuladores del
apetito. Se obtuvo consentimiento informado deddds pacientes cuando entraban a
formar parte del estudio. El diagnostico de sindrai® inmunodeficiencia humana
(SIDA) se basé en la definicion de casdGsaters for Disease Control and Prevention
(CDC) [23] El estudio fue aprobado por el Comitie&tlelHospital dela Santa Creu i
Sant Pau.



Medidas de la composicion corporal

Los sujetos fueron pesados en basculas calibrasasiéls de quitarse los zapatos, la
ropa de calle y otros articulos pesados. El Indecenasa corporal (BMI, siglas en
inglés), se calculd dividiendo el peso en kilogramor el cuadrado de la altura en
metros. La cintura se midié en centimetros usaaeffyencias anatomicas definidas en

el “Third National Health and Nutrition Evaluati®@urvey” [24].

Las DEXAs (dual energy X-ray absorptiometry) derpoeentero (Hologic QDR-

4500A Hologic, INc, 590 Lincoln St, Waltham, MA (24, USA) fueron realizados por
un unico operador en todos los pacientes. Se det@mhporcentaje de grasa en los
brazos, piernas y abdomen central (calculado deaka de grasa versus la masa magra

y la 6sea) asi como la masa magra corporal totkil@gramos.

Definicion de HALS y sindrome metabdlico

La presencia o ausencia de lipoatrofia, lipohipéiery sindrome mixto fue determinada
segun las definiciones del Lipodystrophy Scale 8sv8core [referencia del CID, 25].
El sindrome metabdlico fue definido de acuerdsayldas déJ).S. National

Cholesterol Education Program (NCEP) Adult Treatment Panel 111 [26] y

modificaciones recomendadas en el ultitmoerican Heart Association/National Heart,
Lung, and Blood Institute Scientific Satement [27]. El sindrome metabdlico fue

definido como presentar tres o mas de los sigusdatgores de riesgo metabdlico: 1)
obesidad central (circunferencia de la cintu&0 cm en mujeresy 90 cm en

hombres); 2) hipertrigliceridemia (triglicéridos apuno> 1.69 mmol/l); 3) colesterol
HDL bajo (HDL < 1.29 mmol/l en mujeres y < 1.04 mrhen hombres); 4)
hiperglicemia (glucosa en ayuria®.6 mmol/l o estar tomando antidiabéticos orales
para el tratamiento de la diabetes tipo 2; e hgosidn (presion arterial sentado, tomada
como media de 2 lecturas después de descansanash@ min, o tomar medicacion

antihipertensiva de forma regular).

Medidas del laboratorio de bioquimica

Todos los andlisis bioquimicos se realizaron desgeain ayuno nocturno de 12 hy al
menos 15 minutos después de la colocacion de anaeviférica.

Los pacientes estuvieron sentados durante la eidrasanguinea y evitaron fumar al
menos durante los 15 minutos anteriores a la eénacel torniquete venoso se evitd

siempre que fue posible y si fue necesario, seumamhenos de un minuto. Todas las



medidas lipidicas se realizaron con un sistemechiit@l1l de Roche (Basel, Suiza). El
colesterol total y los triglicéridos se midierorr pm método enzimatico estandarizado y
el colesterol de las lipoproteinas de alta dengjHi@l) mediante un método directo
usando enzimas de polietilenglicol modificado$GREE) [28]. La fraccion de
colesterol de las lipoproteinas de baja densidawlidi® después de una
ultracentrifugacién de acuerdo con el método recwlado por el Lipid Reserch Clinic,
pero utilizando el método PEGME para el colestelidL en vez de precipitacion.

El colesterol de la fraccion VLDL fue medido conadflaccion de d<1006 Kg/l de la
ultracentrifgacion [29]. La resistencia a la imsalse hallo por el HOMA-IR
(homeostasis model assessment method) como el producto de las concentraciones de
insulina plasmatica (uunidades/ml) y glucosamksca (mmol/l) en ayunas, dividido
entre 22.5 [30]. El valor de corte usado para defrresistencia a la insulina fue de 3.8
[31]

Medidas de la concentracion intracelular de d4T trfiosfato

El d4T es de Moravek Biochemicals (CA, USA) y elKJIP (2-cloroadenosin 5'-
trifosfato) usado como estandar interno es de Sigjldach (St Quentin-Fallavier,
France). En resumen, después de obtener las nauesitae 7 mL), las células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) sedpapadas mediante centrifugacion
con un medio de gradientes (Ficoll Histopaque 1&rgima) e inmediatamente seran
almacenados a una temperatura alrededor de -8fiepées del analisis. Las PBMC
se lisaran en 1 ml de metanol congelado/ Tris MO4CI pH = 5; 70/30 (v/v) que
contendra IS, y después de la evaporacién del wiletarfraccion 40-mL de la solucién
remanente se inyectara en el sistema LC-MS/MSsyste

El LC-MS/MS consiste en una prominencia cromat@hajuido (Shimadzu, Champs
sur Marne, France) conectado a un espectrometmada triple-cuadruple TSQ
Quantum Discovery (Thermo Fisher Scientific, Less|Jrrance) funcionando en el
modo negativo ESI para la deteccion de ambos dBFF e IS [32]. El método
cromatografico liquido se usara de acuerdo a undogiublicado previamente [33]. En
estas condiciones, los tiempos de retencion ser@migle 3.95 y 4.05 minutos para d4T-
TP e IS respectivamente. La cantidad de d4T séeandimada dentro del rango
calibrado de entre 50 a 3000 femtomoles (fmol) pélula. Finalmente, las CMSP de
cada muestra seran contadas usando un test bioguialidado tal y como ha sido

descrito previamente [34] para obtener los resat@h mol / 10PBM



Andlisis genotipicos

El ADN gendmico fue extraido de los leucocitos féeitos mediante el procedimiento
de precipitacion de proteina por saturacion delizacgdn con sales neutras [35]. En los
genes de la Timidilato Sintasa (TS) se analizaronumero variable de repeticiones en
tandem (VNTR) del polimorfismo de 28 bp y el poliiiemo de nucledtido simple
G>C en la primera y segunda repeticion. Un fragmdetDNA fue amplificado usando
las condiciones y los primers de la PCR (reacciboaglena de la polimerasa) [15], y
directamente secuenciado usando un analizador REBM 3100 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Estoambios, sustituyendo G por C en
un residuo critico en el elemento de consenso US6&xEabole la union de USF-1 y
altera la actividad transcripcional (de la trargeasa). Los genotipos TS de los
pacientes se clasificaron de acuerdo con Kawakaiatanabe en 2 grupos: el tipo de
alta expresion (*2/*3G, *3C/ *3G y *3G/ 3G) y el dmja expresion (*2/ *2, *2/ *3C y
*3C/ *3C) [36].

Se analizaron los siguientes polimorfismos en &g de la dihifolato-reductasa
(DHPR): i) C-1610G/T se determiné por secuenciaaia usando un analizador ABI
PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystemssteo City, CA, USA); ii) la
insercién/deleccion en 19bp usando un método de d@@Rencional; iii) la sustitucion
A-317G y iv) el cambio de C-6802. Estos dos poliisoros se analizaron usando un
sistema Fluidigm’s Biomark.

El sistema Fluidigm’s Biomark esté disefiado pamdidariminacion alélica de los
andlisis de la 5’ nucleasa. Las muestras y lossaméle la expresion génica TagMan
Gene (Applied Biosystems, Foster City, CA, USApsepararon siguiendo las
instrucciones de los fabricantes. Las matricesndicés 48.48 usadas fueron
descargadas usando un IFC Controller (Fluidigm Qwaon), y las reacciones a
tiempo real se realizaron y analizaron usando Bit\MReal-Time PCR System and
Analysis software (Fluidigm Corporation), respeatiente. Como control de calidad,
se incluyeron muestras heterocigotas y homociguaiasalizadas en cada matriz y para
cada genotipo.

El polimorfismo A80G en el gen RFC1, asi como lasa&cadores (C677T y A1298T)
en el gen de la metil-tetra hidrofolatoreductasai¥R) y el polimorfismo en el gen
CCND1 se analizaron usando la plataforma anteriorengescrita basada en matrices

dindmicas microfluidas.



Andlisis estadisticos

Los datos se expresaron como medias + desviaci@ndss (SD) o medianas con rengo
intercuartilico. Los datos que no siguieron unéritigcion normal, se determinaron
usando el test Kolmogorov-Smirnov donde fuerondi@mados logaritmicamente
antes del analisis. El test t de Student se usdlparomparacion entre 2 grupos, el
indice de correlacion de Pearson o ANOVA con un &dtor y multiples pruebas se
corrigieron usando el método de Bonferroni. Lasdescias de los alelos y el genotipo
se compararon entre poblaciones con el test deluadrado. Todos los valores de P se
definieron de manera bilateral; se considerarcedésticamente significativos aquellos
andlisis con un valor de P menor de 0.05. Todoandéisis se realizaron con SPSS
version 17.0 (SPSS, Chicago, IL). Los analisisedgesion logistica escalonada se
usaron para examinar la asociacion entre los ravae#ed4T intracelulares y otros
parametros con los polimorfismos TS. Las variabtdsccionadas para esta regresion
escalonada fueron aquellas que se correlacionabaradera significativa con los

polimorfismos TS (después del método de Bonfenpana multiples pruebas).

RESULTADOS

Poblacion estudiada

Se reclutaron 33 pacientes caucasicos con infepaoel VIH-1 en tratamiento basado
en estavudina. Los datos demograficos y el estainsnmunoldgico de la poblacion
estudiada se muestran en la Tabla 1. De ellosé2vhembres (81.1%) y 6 mujeres
(18.2%) con una media de edad de 45.1 £ 8.4 anedi@ama 44.0 [IQR: 7 afos]). Las
vias de adquisicion de la infeccion por el VIH-gron: hombres homosexuales (13,
39.4%), uso de drogas por via parenteral (12, 36.4%ontacto heterosexual (8,
24.2%). La media de duracion de la infeccion pdfillera de 13.9 + 5.2 afios
(mediana: 13.0 [IQR: 7 afios]). Trece pacientes4@9 habian presentado previamente
una enfermedad definitoria de SIDA. Once pacieestaban coinfectados con el virus
de la hepatitis C (33.3%), mientras que Unicameate pacientes (9.1%) tenian
infeccidn cronica por el virus de la hepatitis Bldsdos pacientes (9.1%) estaban
tomando al mismo tiempo sulfamidas y ningun pgréioie tomaba ninguna otra

medicacién aparte de los antirretrovirales.

Distribucion de los genotipos
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Los 33 pacientes que cumplian los criterios deugiéh fueron genotipados. En la tabla
2 se muestran las frecuencias de los alelos *2,y*385 de la TS, los alelos C677Ty
A1298T de la metilenetetrahidrofolato reductasd@K¥R), los alelos 19 bp ins/del, A-
317G, C-680A, y C-1610G de la dihidrofolato redsat@DHFR) y el A80G del
transportador de folato reducido 1 (RFC1)

Con respecto a los genotipos de la TS, 15 pacié¢h®es%) presentaban genotipos de
alta expresion (2/3G, 3C/3G, 3G/3G) y 18 presemtaagotipos de baja expresion (2/2,
2/3C, 3C/3C). La correlacion entre el genotipoad&$ y los datos demogréficos,
antropometricos, metabdlicos, sobre la distribngitasa y las variables viro-

inmunoldgicas se muestran en la tabla 3.

Farmacos antirretrovirales y situacion inmuno-virolégica

La mayor parte de los pacientes (28, 84.8%) temiancarga viral indetectable en el
momento del estudio. La media de la carga viramética de los cinco pacientes que
tenian carga viral detectable, era de 215 copigsémyo: 109-473 copies/ml). La
media del recuento de CD4 era de 627 + 311 celdfmediana: 502 [IQR. 408]
cels/mnd). La cifra de CD4 nadir fue < 100 cels/rhen 15 pacientes (45.4%), y < 200
cels/mni en 21 pacientes (63.4%). La carga viral maximabesfue de més de 5 lgg
en 15 pacientes (45.4%). La exposicion acumuldden@acos antirretrovirales

relacionada con el genotipo de la TS se muestla &bla 4

Concentraciones intracelulares de d4T-TP y genotifo

La mediana de las concentraciones de d4T-TP fug dmol/1¢ cels (rango
intercuartilico [IQR]: 11.47 fmol/10cels). La mediana de las concentraciones de d4T-
TP por pacientes con diferente genortipo se muestta tabla 5, donde se puede
observar que el genotipo de la TS influencia dearaamdividual los niveles de d4T-
TP intracelulares de forma estadisticamente satifia. Sin embargo, combinaciones
de genotipos de TS con otros genotipos pueden neim minimizar las diferencias
en los niveles de d4T-TP intracelulares. Asi misoon, respecto a los genotipos de la
MTHFR, la combinacion de un genotipo de baja exprede TS con la MTHFR 677
C/T y MTHFR 1298 A/A o C/C, dieron niveles de d4P-de 20.70 (IQR: 24.00)
fmol/10° cels/I, mientras que en la otra parte del espgictividuos con la
combinacion de un genotipo de alta expresion deoRiSMTHFR 677 T/T y MTHFR
1298 A/C tenian unos niveles de d4T-TP de 11 6&(16.10) fmol/18 cels/I.
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Para la DHFR, la combinacion de genotipos que canis&les mas elevados de d4T
intracelulares eran aquellos de baja expresionlpar& y DHFR del/del, -317 G/G, -
680 C/Ay -1610 C/T, con 73.0 fmol/i6els/I, mientras que en el lado opuesto estaba
la combinacion de genotipos de alta expresion@lg DHFR ins/ins, -317 A/A con
unos niveles de d4T-TP 9.90 (IQR: 2.95) fmol/téls/I.

Para la RFC1, la combinacion de genotipos que oauseales elevados de d4T-TP eran
aquellos de baja expresion de la TS y RFC1 G/G(9.50] fmol/16 cels/l),

mientras que los niveles bajos de d4T-TP intraaek# relacionaban con los genotipos
de alta expresién de la TS y RFC1 A/A (8.65 [2f80dl/10° cels/l).

DISCUSION

La farmacogenética es de aplicacion reciente earepo de la terapia antirretroviral.
Hasta ahora se han descrito un numero de polimwfigjue modifican el metabolismo
de los farmacos y eventualmente su perfil toxidgdiimorfismo G5516T en el
CYP2B6 se asocio con unas concentraciones plassdtéeefavirez aproximadamente
3 veces mas altas durante al menos las primerasrddnas de tratamiento
antirretroviral y con mayor numero de efectos sdauns en el sistema nervioso central
[38,39]. Una frecuencia mayor de este polimorfignafro-americanos parece ser la
explicacion por la que esta poblacién presentaenor aclaramiento de efavirenz [40,
41]. Sobre el 5-10% de la poblacion general tiamdeafecto en la actividad de la
conjugacion de la bilirrubina conocido como sindeatie Gilbert [42,43], causado por
la insercion TA en la secuencia natural (salvaj@)AA6TAA del promotor UGT1AL.

La homocigosidad OK de A(TA)7TAA del genotipo daidrome de Gilbert reduce la
actividad de conjugacion de la bilirrubina en u&®@4]. La hiperbilirrubinemia a
expensas de la bilirrubina no conjugada ocurre ruche durante el tratamiento con
inhibidores de la proteasa del VIH-1 indinavir gzgnavir [45, 46]. Estos farmacos
compiten con la bilirrubina para unirse a UGT1ALndue habitualmente es
asintomatico, algunos pacientes desarrollan uedad@ moderada que es causa de que
abandonen el tratamiento.

El factor de necrosis tumoral (TNE)parece que esta involucrado en la patogénesis de
la lipodistrofia [47]. Los niveles elevados de TMIen el tejido adiposo parecen estar
relacionados con lipodistrofia y el TNEFpuede influir en la diferenciacion de los
adipocitos y en la sensibilidad a la insulina [48]. Una variante en la posicion

238G/A del alelo del TNF-se encontrd presente en el 15% de los pacientes co
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lipodistrofia pero no en aquellos sujetos sin ligtrdfia [50]. De manera similar, entre
191 pacientes blancos en Australia, de todos ampuglle presentaban lipoatrofia [51],
el inicio de la pérdida de grasa era mas rapidagerellos que llevaban la variante del
alelo 238 G/A.

La tubulopatia renal proximal ha sido asociadaiagitivamente con una sustitucion
simple G>A en la posicion 1249 &8CC2 (también llamado “MRP2”, que codifica la
proteina que media la resistencia a multiples faan@MRP] 2) y con un haplotipo
ABCC2 comparando 4 polimorfismos, incluyendo 1249 G>A][32lemas, una
sustitucion T>A en la posicion 3563 y un haplotip® incluye este polimorfismo, se
relacionaron con la ausencia de toxicidad rengl [52

Nuestro estudio muestra que los polimorfismos fumalies de los genes que codifican
la TS pueden tener implicacion cuando el paciestibe tratamiento antirretroviral que
contiene estavudina. Estos polimorfismos puedesatatariaciones substanciales y
significantes en las concentraciones de d4T-TPggqua fraccion farmacoldgica activa
(y toxica) de la estavudina dado que inhibe tamtoanscriptasa inversa del VIH5B,
54] y la DNA polimerasa « de los mamiferos [55]. Hemos encontrado tambign g
los diferentes polimorfismos que codifican la MTHERIFR, RFC1 y CCND1 no
tienen un impacto significativo en los nivelesaclulares de d4T-TP cuando se
consideran de manera individual, pero se compeari@adyuvantes con los
polimorfismos de la TS.

Las concentraciones intracelulares de d4T-TP stwdignas ya que el método
cuantitativo usado presentaba media de precisadmy@) y media de exactitud (SD) de
9.8% (7.1-14.4) y 10.16% (10.0), respectivamerdbresel rango completo de
calibracion (valores de control de calidad de losagos). Ademas, los resultados
obtenidos en este estudio son comparables coratos greviamente publicados [56-
58].

La TS es un enzima clave en la via de los nuclestiibsintéticos que metila la
deoxiuridina (dUMP) para producir deoxytimidina (dP), y la reaccion de la TS es la
Gnica fuente de timidilato en la célula y es esarqmara la replicacion del ADN [15].
La variabilidad de la expresion de la TS puederestacionada con un nimero
variable de polimorfismos en las repeticiones edeé (VNTR) de la region
promotora. Recientemente se ha descrito un caconidin G>C (SNP) en la segunda
repeticion de los alelos que contiene 3 repeticpnor lo tanto, la combinacion de

SNP y VNRT permite la definicion de la diferendias alelos TS que muestran
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distintos patrones de expresion géenica. Nosotrogrgramos que los polimorfismos
unidos a enzimas de baja expresion se asocianrcanraento de los niveles de d4T-
TP, lo que puede tener consecuencias en términtaxidedad, puesto que como un
analogo timidinoco, el d4T es un inhibidor compatiton el 2’-deoxytimidin-5’-
trifosfato (dTTP) por la polimerasa [59].

Un paso clave en la fisiopatologia de la toxicigda farmacologia de los NRTI es la
regulacion del tamafio dpbol de desoxirribonucledétidos naturales en la mitodand
que afecta la replicacion del ADN. Por el contralaadisregulacion en la fosforilacion
y defosforilacion podria alterar la replicacion A8INmt

Se esperaria que los genotipos de la TS asociadasna reduccién de la actividad de
la enzima incrementaran la ventaja competitivadd@-TP con respecto pbol
(disminuido) del dTTP enddgeno [60]. Mas aun,dogls disminuidos de dTTP
estimularian la actividad de la timidin kinasa deb&lfeedback por inhibicion del
producto final de esta via metabdlica [61]. Estedauconllevar un pronunciado
aumento de laatio intracelular NRTI- trifosfatos/dTP. Hay una evide
farmacoldgica de que los agentes que inhiben Eirtiesisle novo de los nucledétidos
tienen la habilidad de incrementar la fosforilacitend4T [62].

La hidroxiurea, un inhibidor de ribonucleétido- vethsa que también actia
disminuyendo lopools de dTTP puede causar similares efectos en larflzsfion del
d4T [63]. De manera interesante, la combinaciéhidexiurea con d4T se ha asociado
con un exceso de toxicidad, especialmente panitseatieuropatia periférica, en
diferentes estudios [64-66]. Los diferentes gemstige los VNRT en la region
promotora de la TS (2R/2R, 2R/3R, y 3R/3R) ocugeliferentes frecuencias en
diferentes poblaciones. En los caucasicos, esduggeta aproximadamente el 50% de
la poblacion, y cada uno de los genotipos homoagyse encuentran en
aproximadamente en el 25% de la poblacion. Laiblistion es igual en la poblacion
negra y en la poblacion del sudoeste asiaticod8JZ,Sin embargo, los sujetos
homocigotos de la triple repeticion eran 2 veces freécuentes en la poblacion china
(67%) que en los sujetos caucasicos (38%) [67h psede explicar porqué la
lipodistrofia asociada a la infeccion por VIH-1ximdad que ha sido relacionada
directamente con el uso de analogos timidinicodassampliamente por todo el
mundo, ha sido tan escasamente reportada en kespdiaticos del Lejano Oriente
(Norte de China y Japon) [69].
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La MTHFR cataliza una conversion irreversible dd0smetilenetetrahidrofolato a 5-
metiltetrahidrofolato. El paso anterior es fundatakean la sintesis del ADN porque
actia como cofactor en la conversion de dUMP a dpbiRa TS [70]. Polimorfismos
en los genes de la MTHFR pueden influir endogls intracelulares de folato, y por
tanto, la actividad de la TS puede modificarse tdlasmomento se han reconocido 2
polimorfismos C677T, y A1298C, ambos asociadoswodescenso de la actividad de
la enzima [71]. Hemos examinado ambos polimorfispnagngue ninguno de ellos
individualmente determina cambios significativod@nniveles intracelulares de d4T-
TP, ambos modulan los efectos de los genotipoa @& len mayor o menor medida.
Otros enzimas implicados en el metabolismo detdphconsecuentemente con un
potencial impacto sobre el funcionalismo de lag&h la DHFR y la RFC1. La DHFR
esta involucrada en la reduccion del dihidrofolgenerado durante la sintesis del
timidilato, a tetrahidrofolato para mantener caadiels adecuadas de folato para la
sintesis de DNA y re-metilacion de la homocist¢it?d. Hay diversos polimorfismos
de la DHFR descritos. Entre ellos, nosotros hemabzado 19-bp ins/del, -317 A>G, -
680 C>A, y -1610 C>G [20, 21]. De manera simildosapolimorfismos de la MTHFR,
ninguno de ellos modificaba significativamenteogles intracelulares de d4T,
aungue si modulan los efectos de los polimorfisdeoka TS. EI RFC1, también
llamado SLC19A1, es un transportador esencial ld¢cfy funciona como un
intercambiador de aniones bidireccional, tomandaatores del folato y exportando
diversos aniones organicos. El polimorfismo G80Aekgen del RFC1 ha mostrado
estar asociado con alteraciones del folato y temaocisteina en sujetos sanos [73].
Encontramos que esta variacion genética no indnodificaciones sustanciales en los
niveles intracelulares de d4T.

También consideramos la implicacion de un sisteimadico que regula la
disponibilidad en la célula de 2 factores de trepsmn (DP-1 y E2F-1) que aumentan
la transcripcion de entre otros, los genes de |ad&$a DHFR y los de la timidin-
kinasa: uno de los miembros de la familia de lebngis, CCND1, que junto con las
kinasas dependientes de ciclina, fosforila e imada proteina del retinoblastoma y
promueve la progresion a través de la fase G1-8idelcelular.

Durante este proceso, los 2 factores de transériiteriormente mencionados, son
liberados en la célula. Hemos encontrado que ehpdismo G>A en el nucleétido
870 del gen del CCND1 no afectaba a los nivele@adetulares de d4T-TP
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El presente estudio transversal, que incluye uitddo nimero de pacientes, ha
mostrado una asociacion significativa entre el gpoale los genes de la TS y los
niveles de d4T intracelulares en pacientes cord@nda por VIH-1 con regimenes
antirretrovirales basados en d4T.

Hasta donde conocemos, este es el primer estudiadagenético que demuestra la
implicacién que tiene la via metabdlica del folatola toxicidad por d4T.

La farmacogenética, y especialmente, la toxicogeméte estan convirtiendo en un
campo de investigacion cada vez mas importanta tardpia antirretroviral para la
infeccidn por el VIH-1. Los factores genéticos peredlterar el metabolismo
farmacoldgico y la actividad y pueden predeciobididad y/o la eficacia de los
farmacos.

La determinacion de polimorfismos en enzimas quelodizan sustancias
xenobidticas antes de la administracion de la izraptirretroviral podria ofrecer

nuevas estrategias para optimizar e individualez&erapia antirretroviral.

CONCLUSIONES

Durante los ultimos afios se han descubierto digggebmorfismos que pueden
modificar el metabolismo de distintos farmacos ylpdanto, alterar su perfil toxico.
Este estudio muestra que los polimorfismos fundemde los genes que codifican la
TS pueden tener un papel importante en pacientesegiben tratamiento

antirretroviral basado en estavudina debido ppalonente a variaciones importantes en
las concentraciones de d4T-TP.

Los diferentes polimorfismos de los genes que catiflos distintos enzimas del
metabolismo del folato,ainfluyen de manera significativa en los niveletsacelulares
de d4T-TP cuando se consideran de manera individesd se comportan como
coadyuvantes a los polimorfismos de la TS.

Los 2 polimorfismos conocidos de los genes de |&MR descritos hasta ahora, son el
C677T y el A1298C. Ambos polimorfismos se asociam en descenso de la actividad
de la enzima a través de la influencia que ejesobne logools intracelulares de

folato.

Este estudio transversal ha mostrado una asocisigiaificativa entre el genotipo de
los genes de la TS y los niveles de d4T intracedalan pacientes con infeccion por

VIH-1 con regimenes antirretrovirales basados @n 84pesar de que el tamafo
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muestral es muy pequefio, es el primer estudio faygemético que demuestra la
implicaciéon de la via metabdlica del folato endgitidad por d4T.

Los factores genéticos pueden alterar el metabolfanmacoldgico y la actividad y
pueden predecir la toxicidad y/o la eficacia deffmmacos.

No estamos lejos del dia en el que la eleccion wedeterminado tratamiento

antirretroviral se base en los factores genéticosl @ropio paciente.
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Tabla 1. Datos demograficos y estatus viro  -inmunoldgicos de la poblacion

estudiada
Parametro Valor
Edad en afos, mediana (IQR) 44.0 (7.0)
Varones, n (%) 27 (81.8)
Vias de adquisicion de la infeccién por VIH
Varones homosexuales (%) 13 (39.4)
Heterosexuales (%) 8 (24.2)
UDVP (%) 12 (36.4)
Afos desde el diagnéstico, mediana (IQR) 13.0 (7.0)
Fumadores (%) 24 (72.7)
Abuso de Alcohol (%) 1(6.2)
Diagnostico previo de SIDA (%) 13 (39.4)
Co-infection VHC (%) 11 (33.3)
Co-infection VHB (%) 3(9.1)
CD4, mediana (IQR), cells/mm?® 502 (408)
Aumento CD4 (IQR), cells/mm?® 383 (418)
CD8, mediana (IQR), cells/mm? 1024 (614)
Aumento CD8 (IQR), cells/mm? 600 (501)
CD4 + nadir < 100 cells/mm? (%) 15 (45.4)
CD4 + nadir < 200 cells/mm? (%) 21 (63.6)
Carga viral, mediana (IQR), logio, copias/ml 1.28 (0)
Carga viral maxima 2 5 logio, copias/ml (%) 15 (45.4)
Descenso de carga viral, median (IQR), logo, :3.38 (-1.62)

copias/ml

IQR =rango intercuartilico, HTSX = heterosexuales, UDVP= usuarios de drogas por via parenteral, SIDA =
sindrome de inmunodeficiencia adquirida , VHC = virus hepatitis C, VHB= virus hepatitis B.
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Tabla 2. Distribucion de los polimorfismos dela  fTS, MTHFR, DHFR y RFC1 en la
oblacion estudiada

2R 3C 3G
Total, n (%) 24 (36.4) 25 (37.9) 17 (25.7)
Hombres, n (%) 22 (40.7) 19 (35.2) 13 (20.1)
Mujeres, n (%) 2 (16.7) 6 (50.0) 4 (33.3)

P = 0.2922 for differences between males and females

2R/3R 3R/3R

2RI2R 2R/3C 2R/3G 3CI3C 3C/3G 3G/3G
Total, n (%) 4(12.1) 9 (27.3) 7 (21.2) 5 (15.1) 6 (18.2) 2(6.1)
Hombres, n (%) 4(14.8) 8 (29.6.) 6 (22.2) 3(11.1) 5 (18.5) 1(3.7)
Mujeres, n (%) 0(0) 1(16.7) 1(16.7) 2(33.3) 1(16.7) 1(16.7)

P = 0.5163 para diferencias entre hombres y mujeres

C/iC CIT TT
Total, n (%) 10 (30.3) 19 (57.6) 4(12.1)
Hombres, n (%) 10 (37.1) 14 (51.9) 3(11.2)
Mujeres, n (%) 0 (0.0) 5(83.3) 1(16.7)

P = 0.2027 para diferencias entre hombres y mujeres

AlA AIC CiC
Total, n (%) 11 (33.3) 19 (57.6) 3(9.1)
Hombres, n (%) 7 (25.9) 17 (63.0) 3(11.1)
Mujeres, n (%) 4 (66.7) 2 (33.3) 0(0)

P = 0.1452 para diferencias entre hombres y mujeres

ins/ins ins/del del/del
Total, n (%) 11 (33.3) 19 (57.6) 3(9.1)
Hombres, n (%) 8 (29.6) 17 (62.0) 2(7.4)
Mujeres, n (%) 3 (50.0) 2 (33.3) 1(16.7)

P = 0.4073 para diferencias entre hombres y mujeres

A/A AIG G/G
Total, n (%) 10 (30.3) 20 (60.6) 3(9.1)
Hombres, n (%) 7 (25.9) 18 (66.7) 2 (7.4)
Mujeres, n (%) 3 (50.0) 2(33.3 1(16.7)

P = 0.3163 para diferencias entre hombres y mujeres

A/A AIC CiC
Total, n (%) 9(28.1) 7(21.9) 16 (50.0)
Hombres, n (%) 7 (26.9) 6 (23.1) 13 (50.0)
Mujeres, n (%) 2 (33.3) 1(16.7) 3 (50.0)

P = 0.9203 para diferencias entre hombres y mujeres

C/C CIG G/G CIT GIT

Total, n (%) 12 (37.5) 10 (31.2) 3(9.4) 4 (12.5) 3(9.4)
Hombres, n (%) 9 (34.6) 9 (34.6) 2(7.7) 4 (15.4) 2(7.7)
Mujeres, n (%) 3 (50.0) 1(16.7) 1(16.7) 0 (0) 1(16.7)
P = 0.6320 iara diferencias entre hombres i mujeres

A/A AIG G/G
Total, n (%) 9 (27.3) 16 (48.5) 824.2)
Hombres, n (%) 8 (29.6) 11 (40.7) 8 (29.6)
Mujeres, n (%) 1(16.7) 5(83.3) 0 (0)
P =0.1411 iara diferencias entre hombres i mujeres

A/A A/G G/G
Total, n (%) 4 (12.1) 21 (63.6) 8 (24.2)
Hombres, n (%) 3(11.1) 18 (66.7) 6 (22.2)
Mujeres, n (%) 1(16.7) 3 (50.0) 2 (33.3)

P = 0.7512 para diferencias entre hombres y mujeres
TS: timidilato sintasa, MTHFR = metilenetetrahidrofolato reductasa, DHFR = dihidrofolato reductasa, RFC1 =
transportador de folato reducido 1
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Tabla 3. Correlacion de los datos demograficos, antropométricos,

metabdlicos y sobre la grasa con el genotipo de la TS.

Alta expresion TS

Baja expresion TS

(n = 15) (n = 18) P valor
Edad (a.) 45.0 (5.7) 44.0 (6.0) 0.5152
Varones, (%) 12 (80.0) 15 (83.3) 0.8051
Peso (kg) 72.0 (20.62) 64.5 (18.0) 0.4696
SIDA (%) 3(20.0) 10 (55.5) 0.0724
VHB (%) 2 (13.3) 1(5.5) 0.8538
VHC (%) 4 (26.7)g 7 (38.9) 0.7024
IMC 22.90 (5.14) 22.25 (5.55) 0.5629
Afios de infeccion 13.0 (7.25) 13.0 (7.0) 0.5989
Circunferencia de la cintura (cm) 88.0 (18.0) 90.5 (14.0) 0.9280
WHR 0.93 (0.08) 0.94 (0.08) 0.4370
Colesterol total (mmol/l) 4.96 (1.95) 5.47 (2.32) 0.6908
Triglicéridos (mmol/l) 2.15(0.72) 1.78 (1.35) 0.6776
HDL- colesterol (mmol/l) 1.15 (0.63) 1.13 (0.48) 0.7585
LDL- colesterol (mmol/l) 2.46 (1.1) 2.98 (2.25) 0.7042
VLDL- colesterol (mmol/l) 0.99 (0.33) 0.81 (0.41) 0.5386
Glucosa en ayunas (mmol/l) 5.30 (0.80) 5.50 (1.20) 0.6383
Insulina en ayunas (pmol/l) 52.0 (45.25) 64.0 (96.0) 0.5629
HOMA-r 1.00 (0.80) 1.35 (1.50) 0.3938
Score LSGS 2.5 (7.6) 7.5 (9.0) 0.0735
Score de lipodistrofia facial 0 (2.0) 2.0 (1.0) 0.0468
Porcentaje de grasa 20.21 (8.39) 18.93 (6.12) 0.8424
PA sistélica (mm Hg) 120 (19) 120 (20) 0.3101
PA diastélica (mm Hg) 75 (7.50) 74.5 (10.0) 0.2402
Grasa de todo el cuerpo (g) 11580 (6120) 11260 (1861) 0.2624
Grasa troncular (g) 9265 (4618) 8696 (4852) 0.3995
Grasa de pierna izquierda (g) 1012 (1154) 912 (488) 0.1993
Grasa apendicular (g) 3534 (2013) 3008 (1006) 0.0344
Ratio grasa troncular/grasa apendicular 2.237 (1.373) 2.816 (1.32) 0.1157
Sindrome metabdlico (%) 9 (60.0) 8 (47.1) 0.4905
Aumento de CD4 (cells/mms) 439 (381) 381 (569) 0.8707
Aumento de CD8 (Cells/mms) 638 (378) 522 (462) 0.4696
Descenso carga viral (logso copies/ml) 3.38 (1.35) 3.39(1.82) 0.8002

Los valores son expresados como una mediana (rango intercuartilico), a menos que s especifique.

SIDA=Sindrome de inmunodefencencia adquirida, IMC =indice de masa corporal, RCC =ratio cintura/ cadera,
HDL =Lipoproteina de alta densidad, LDL = Lipoproteina de baja densidad, VLDL = Lipoproteina de muy baja
densidad, HOMA-r = Homeostasis Model Assessment , LSGS = lipodistrophy severity grading scale, PA =
presion arterial, g = gramos, m = meses, kg = kilogramos, mmol/l = milimoles por litro
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Tabla 4. Exposicién a farmacos antir

poblacion estudiada

retroviralesy el genotipo TS en la

TS de alta TS de baja
Parametro expresion expresion P valor
(n=15) (n=18)
Composicion de TAR actual
Basado en IP 9 (60.0) 7 (38.9)
0.3490
Basado en NNRTI 2 (13.3) 5 (27.8)
3 NRTIs 4 (26.7) 4 (22.2)
IP+ NNRTI 0 (0) 2(11.1)
NRTI principal actual
d4T+3TC 7 (46.7) 11 (61.1)
d4T+TDF 7 (46.7) 4 (22.2) 0.2867
d4T+ddI 1(6.7) 3(16.7)
Duracién del TAR (m) 130 (61.7) 109.5 (37.0) 0.2327
Exposicion acumulada a los farmacos individualmente
Exposicion a AZT (m) 0.0 (19.7) 0.0 (24.0) 0.9685
Exposicion a AZT (g) 0.0 (572.2) 0.0 (360.0) 0.8126
Exposicién a d4T (m) 117.0 (39.5) 103.0 (55.0) 0.1242
Exposicion a d4T (g) 199.2 (139.5) 178.2(117.0) 0.1532
Dosis d4T (mg/kg)  1.03 (0.18) 0.96 (0.28) 0.5035
Exposicion a 3TC (m)  72.0 (69.0) 42.0 (77.0) 0.1471
Exposicion addl (m) 216.0 (95.5) 151.2 (131.4) 0.0706
Exposicion a DAC (m) 0.0 (7.5) 0.0 (0.0) 0.3366
Exposicion a ABC (m) 0.0 (4.5) 0.0 (5.0) 0.8100
Exposicién a TDF (m) 0.0 (0.0) 0.0 (4.0) 0.5427
Exposicion a EFV (m) 13.0 (48.0) 5.5 (45.0) 0.4605
Exposicion a NVP (m) 0.0 (19.2) 0.0 (8.0) 0.3743
Exposiciébn aIP (m)  60.0 (61.2) 78.5 (83.0) 0.4473
Exposicion a NRTI (m)  132.0 (36.7) 121.0 (44.0) 0.3743

Los valores son expresados como una mediana (rango intercuartilico). TAR =tratamiento antirretroviral,
IP =inhibidores de la proteasa, NNRTI = inhibidores no analogos de la transcriptasa inversa, NRTI =
inhibidores analogos de la transcriptasa inversa , d4T = estavudina, 3TC = lamivudina, TDF = tenofovir,
ddl = didanosina, AZT = zidovudina, ddC = zalcitabina, ABC = abacavir, EFV = efavirenz, NVP =

nevirapina
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Tabla 5. Influencia de los genotipos de la TS, MTHD R, DHFR y RFC1 en los
niveles intracelulares de d4T-TP

d4T-TP (fmol/10° cells) P valor
2R/2R (n = 4) 24.55 (10.30)
2R/3C (n=9) 26.70 (38.97)
2R/3G (n=7) 10.10 (5.27)
3C/3C (n = 5) 18.90 (8.02) 0.0116
3C/3G (n =6) 11.20 (6.30)
3G/3G (n=2) 17.0 (7.80)
Baja expresion (n = 18) 20.65 (12.70) 0.0010
Alta expresion (n = 15) 11.50 (5.75) '
~Genotipo MTHFRCE77T
C/C (n=10) 15.40 (15.60)
C/T (n=19) 18.90 (9.80) 0.5999
TIT(h=4 12.30 (11.70
A/A (n=11) 13.10 (12.32)
A/C (n=19) 15.20 (9.60) 0.1024
C/C (n=3) 28.50 (2.40)
~Genotipo DHFRins/del19pb
ins/ins (n = 11) 15.20 (9.82)
ins/del (n =19) 14.80 (16.67) 0.2606
del/del in = Si 52.10 i44.32i
A/A (n =10) 17.65 (10.60)
AJG (n = 20) 14.40 (14.45) 0.2576
G/G in = Si 52.10 i44.32i
AJA (n = 9) 20.90 (22.22)
AIC(n=7) 19.40 (23.05) 0.4953
C/IC(n=17) 14.80 (10.22)
~Genotipo DHFRC16106
C/IC (n=12) 16.70 (14.70)
C/G (n = 10) 14.50 (15.60)
G(G (n=3) 20.60 (8.25) 0.9999
CIT (n = 4) 20.00 (42.55)
GIT in = 4i 15.90 6.75i
AJA (n = 9) 10.10 (8.97)
A/G (n = 16) 16.85 (12.65) 0.1907
GIG in = 8i 20.00 i24.90i
A/A (n=4) 10.30 (8.00)
AIG (n = 21) 19.40 (14.45) 0.1743
G/G (n=) 14.35 (8.00)

TS = timidilato sintasa, MTHFR = metilenetetrahidrofolato reductasa, DHFR = dihidrofolato reductasa,
RFC1 = transportador de folato reducido 11, CCNDI = ciclina D1
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RESUM

Antecedents:
L’activitat antiretroviral i la toxicitat de I'estadina (d4T) depen del seu metabaolit
trifosfat, I'estavudina trifosfat (d4T-TP). Per tales modificacions dels nivells

intracel-lulars de d4T-TP poden canviar el pedila toxicitat de I'estavudina.

Metodes:

Es varen determinar els nivells intracel-lularsld&-TP a les cél-lules mononuclears de
sang periferica (CBMC) per la prominéncia al crabgeaf liquid connectat a un
espectrometre de massa triple - quadruple. Eilmpdismes dels gens de la Timidilat
sintasa (TS), Metilentetrahidrofolat reductasa (MFR), dihidrofolat reductasa ,
transportador de folat reduit 1 (RFC1) i ciclina @CND1) varen ser determinades per
sequenciaci6 directa utilitzant ABI PRISM 3100 Génénalyzer o bé Fluidigm’s
Biomark system. Per I'analisi estadistic es valitzdar el test de la t de Student, I'index
de correlacio de Pearson, ANOVA d’un factor ambexions pel metode de

Bonferroni i una regressio logistica esglaonada.

Resultats:

Es van reclutar 33 malalts per aquest estudi teasal; Els nivells intracel-lulars de d4T
van ser de 11.50 (RIC: 5.75) fmolflels als malalts amb un genotip d’alta expressié
del TS (*2/*3G, *3C/ *3G and *3G/ 3G) mentre quer pegjuells amb un genotip de
baixa expressi6 (*2/ *2, *2/ *3C and *3C/ *3C), aiévells van ser de 20.65 (12.70)
fmol/10° cels (P = 0.0010). Els polimorfismes dels genMd@&lFR, DHFR, RFCL1 i

CCND1 no van influir en la concentracio intracebiwe d4T-TP.

Conclusions:
Els nivells intracel-lulars de d4T son determimegls polimorfismes de timidilato

sintasa.

Paraules clau:estavudina, estavudina-trifosfat, timidilat sitasetilenetetrahidrofolat
reductasa, dihidrofolat reductasa, ciclina D1,¢tat, pools de nucleotids, via

metabolica, farmacogenética.
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