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Frecuencia de las variantes del gen de aromatasa
(TTTA)n en mujeres sanas y con cancer de mama

Frequency of the variants of aromatase gene (I'TTA)n in healthy
women and with cancer of breast
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> RESUMEN

Se ha considerado la posible funciéon del polimortismo
(TTTA)n del gen CYP19, que contiene un nimero va-
riable de repeticiones TTTA (7 a 13), en el cincer de
mama. Esta estructura interviene en la biosintesis de los
estrogenos y se ha reportado un incremento del riesgo de
padecer cancer mamario cuando las mujeres presentan >
10 repeticiones alélicas de (TTTA)n.

Objetivo: Analizar la frecuencia de los diferentes geno-
tipos del polimorfismo de repeticién simple (TTTA) del
gen CYP19 en mujeres sanas y pacientes con carcinoma
mamario.

Material y métodos: Se incluy6 a 180 mujeres sanas y
70 con cancer de mama. Se obtuvo el ADN de los leuco-
citos para la genotipificacion. Las repeticiones de TTTA
de CYP19 se determinaron por amplificaciéon con PCR
y los productos amplificados se corrieron en gel desnatu-
ralizante de acrilamida.

Resultados: Se incluyd a un total de 250 mujeres de
55 % 12 afios con IMC de 30 £ 7.1 kg/m?. Se reconocid
una distribucion diferente en las frecuencias de los alelos
CYP19; en las mujeres sanas, los alelos mas frecuentes
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> ABSTRACT

It has been considered to be the possible role of the (TTTA) n
polymorphism of the gene CYP19 in the cancer of breast. They
contain a different number of TTTA repetitions (range 7-13)
inside the region of codification. It is involved in the synthesis
of the estrogens and an increase in the risk has been reported
when the patients present >10 repetitions allelic of (TTTA)n.
Objective: Analyze the frequency of the different genotypes
of the polymorphism by simple (TTTA) repetition of the gene
CYP19 in healthy women and women with mammary carci-
noma.

Material and methods: We conducted a study among 180
healthy women and 70 women with breast cancer. The DNA
of the leukocytes was obtained for the genotyping TTTA’s rep-
etitions of CYP19. They were determined by amplification by
PCR, the amplified products moved along in gel of acrilamide.
Results: 250 women (age 55 % 12 years) went included. BMI
30 £ 7.1 Kg/m.? Found the distribution of the different fre-
quencies of CYP19 allele, in healthy women the allele with
6 (32.7 %) and 7 (21.6 %) repetitions were the most fre-
quent, in women with breast cancer the allele with 6(29%6) and
10(26%06)repetitions were the most frequent.
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fueron 6 (32.7%) y 7 (21.6%) y en las mujeres con cancer
las repeticiones alélicas mds comunes fueron 6 (29%) y
10 (26%).

Conclusion: Este estudio indica que el ndmero de re-
peticiones >10 TTTA puede estar relacionado con un
mayor incremento del riesgo de padecer cincer mamario.

Palabras clave: polimorfismo de aromatasa, cancer de
mama, México.

> INTRODUCCION

Con base en evidencias experimentales y epidemio-
logicas, se ha establecido la hipdtesis segtn la cual los
estrogenos incrementan el riesgo de padecer cincer
mamario. Los niveles séricos elevados de estrogeno endo-
geno, en particular de estradiol (E2), se vinculan con este
riesgo.' En las mujeres, el estradiol proviene de fuentes
diferentes antes y después de la menopausia. En muje-
res premenopausicas, el ovario o membrana granulosa de
foliculos dominantes es la fuente principal de los estroge-
nos circulantes; después de la menopausia, los estrogenos
se producen sobre todo por la conversion de los andré-
genos de origen suprarrenal y ovdrico, especialmente en
la zona reticular de la corteza suprarrenal. Frecuente-
mente la conversion de andrdgeno a estrona ocurre en
tejidos periféricos, incluidos piel, musculo, grasa y hueso.
El complejo de enzima aromatasa cataliza esta conversion.
La aromatasa intratumoral desempefia una funcién impor-
tante en la conversion in sifu de los androgenos séricos a
estrogenos y sirve como una fuente de estrdgenos, en par-
ticular en la mujer posmenopausica con cancer mamario.®

> POLIMORFISMO DE AROMATASA

La exposicién acumulada a los estrogenos circulantes
se considera de gran importancia como factor etiolo-
gico del cincer mamario. Los estrogenos intervienen en
el de-sarrollo y el crecimiento de los tumores de mama.
Alrededor de 75% de las pacientes posmenopdusicas
con cancer de mama tiene carcinomas dependientes
de estrogeno.” Uno de los genes que participan es el de
la aromatasa, el denominado CYP19, que contiene 10
exones y se localiza en el cromosoma 15q21. La enzima
aromatasa tiene la capacidad de metabolizar los an-
drégenos precursores de estrogenos androstenediona,
testosterona y dehidroepiandrostenediona para formar
estrona, estradiol y estriol.
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Conclusions: This study indicates that status of CYP19 > 10
TTTA repeat allele might be related to increased breast cancer
risk.

Key words: polymorphism CYP19, breast cancer, Mexico

Elgen CYP19 contiene un nimero variable de repe-
ticiones TTTA (7 a 13) en el intrén 4 dentro de la region
de codificacion. Algunos estudios® ' han revisado el po-
sible papel del polimorfismo (TTTA)n del gen CYP19
de la aromatasa en el cancer de mama y han registrado un
incremento del riesgo cuando las pacientes presentan 10
o mds repeticiones alélicas de (TTTA)n.

Sin embargo, no se ha estudiado en las mujeres
mexicanas con carcinoma mamario la frecuencia de este
polimorfismo; en el presente estudio se describe su dis-
tribucidén y se analiza a un grupo de mujeres sanas para
comparar las frecuencias.

> SUJETOS Y METODOS

Se realizé un estudio descriptivo, comparativo y trans-
versal en el servicio de oncoldgica de la Unidad Médica
de Alta Especialidad No. 1 Bajio, IMSS. Se incluyé a
180 mujeres sanas que acudieron como acompafiantes
al servicio de oncologia y 70 mujeres con diagnostico
de cancer invasor, fuera ductal o lobulillar, de cualquier
grado de malignidad de acuerdo con la escala SBR, y
cualquier etapa clinica. Se excluyeron los casos en los que
no se logrd determinar las variantes del genotipo de la
enzima aromatasa. Las pacientes recibieron una explica-
cibn acerca del estudio y con posterioridad se les solicitd
un consentimiento informado. El estudio se efectud de
acuerdo con los principios éticos para las investigacio-
nes médicas en seres humanos basados en la Declaracion de
Helsinki de la Asociacién Médica Mundial. Obtuvo la apro-
bacién del comité de ética de la UMAE No.1 Bajio, IMSS.

> DETERMINACION DEL POLIMORFISMO
peL GeN CYP19

Se tom6 una muestra de sangre periférica y se realizé la
extraccion del ADN gendmico de leucocitos por proce-
dimiento de fenol—cloroformo. La reaccién en cadena de
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Tabla 1.

Caracteristicas clinicas de las mujeres con carcinoma mamario

Premenopausia Posmenopausia
n=25 n=45
Edad 46 +4.94 65+9.26
Etapa clinica
| 0% 5%
I 33% 0%
Il 50% 0%
v 17% 25%
Estirpe histopatoldgica
Ductal 75.00% 65%
Canalicular 8.30% 25%
Otros 16.70% 10%
Grado de malignidad (SRB)
| 16.70% 45%
Il 33.30% 35%
Il 41.70% 15%
Receptor de estrégenos o
Positivo 88% 92%
Negativo 12% 8%
Receptor de estrégenos (3
Positivo 89% 46%
Negativo 1% 54%
Niveles hormonales
Estradiol 104.89 + 67.98 9.89+5.96
Testosterona 0.20+0.13 0.13+0.07
T/estradiol 542.45 +10067.58 99.51+87.07
FSH 37.70 £ 27.52 43.90+18.99
IMC
Normal 25% 5%
Sobrepeso 58% 45%
Obesas 17% 35%
Antecedentes patoldgicos
Diabetes 0% 5%
Hipertension 8.30% 10%
Negados 83.30% 55%
Diabetes/hipertension 8.30% 25%
Hipotiroidismo 0% 5%

Imagen 1.
Gel de poliacrilamida al 10% con 7M de urea.

Carriles

Pares
de bases

322 pb
310 pb
294 pb

Carril 1: homocigoto (TTTA)7 ; carril 2: heterocigoto (TTTA)7/(TTTA)8; carril 3: heterocigoto
(TTTA)6/(TTTA)7 ; carril 4: heterocigoto (TTTA)6/(TTTA)10; carril 5: homocigoto (TTTA)6;
carril 6: marcador alélico CSFIPO.

la polimerasa se llevd acabo con la adicién de 80 ng de
ADN gendémico con 100 pmol de cada uno de los ini-
ciadores 5-GCAGGTACTTAGTTAGCTAC-3 vy
5-TTACAGTGAGCCAAGGTGCT-3’, 200 umol
de dNTP, 2 mmol/L, MgCI2 2UdS de la enzima Taq
DNA polimerasa. La amplificacién del DNA se realizé
de acuerdo con el siguiente programa: ciclo de desnatu-
ralizacién a 94°C por 1.4 min, desnaturalizacién a 94°C
por 1 min y alineacién a 60°C por 1 min en 30 ciclos,
con ctapa final de extensién a 72°C por 10 min.

El producto de la PCR se corri6 en un gel de polia-
crilamida al 6% con 7.6 mol/L de urea por 3 h a 30 vatios.
Se utilizé6 bromuro de etidio para revelar los genotipos

del gel de poliacrilamida (Imagen 1).

> ANALISIS ESTADISTICO

Las caracteristicas de las pacientes se analizaron con
estadistica descriptiva. Se utilizd6 media o mediana y des-
viacién estandar para las variables clinicas y moleculares.
También se analizaron relaciones entre el nimero de re-
peticiones y la presencia de cincer mamario.

> RESULTADOS

Se estudié a un total de 250 mujeres para conocer el
numero de repeticiones, 180 mujeres sanas y 70 con
diagnéstico de carcinoma mamario; el promedio etario
fue de 55 £ 12 anos y el IMC fue de 30 7.1 kg/m*. En
la Tabla 1 se observan las variables clinicas del grupo de
mujeres con carcinoma mamario.

En el grupo de las mujeres con cincer, las repeticiones
mds frecuentes fueron 6 (29%) y 10 (26%), como se observa
en la Imagen 2, mientras que en las mujeres sanas se reco-
noci6 que las repeticiones alélicas mas frecuentes eran 6 (32.7
%)y 7 (21.6 %), como se ilustra en la Imagen 3. También
se advirti que en las pacientes con cancer de mama las repe-
ticiones = 10 fueron mds frecuentes (35% vs 239 en mujeres
sanas; x*=11.44, p=0.0007), como lo muestra la Imagen 4.
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Imagen 2.
Frecuencias de mujeres con cancer de mama.

41.4%

(n=29) 37%
(n=25)
11.4%
7.1% (n=8)
(n=5) 1.4% 1.4%
N N
| N
6 7 9 10 1 12

Namero de repeticiones
(TTTA)n

Imagen 3.
Frecuencias alélicas de (TTTA)n en mujeres sanas.

33%

22%
10% 13%
8% 8% ."
6 7 8 9 10

211

Ndmero de repeticiones de (TTTA)n

Imagen 4.
Frecuencia > 10 repeticiones en mujeres con carcinoma mamario en comparacion
con mujeres sanas.

X2=11.44 p=0.0007
1%

50% 50%

Mujeres sanas Mujeres con cancer de mama

W <10 repeticiones M >10 repeticiones

> DiscusiON

La distribucion de las variantes del polimorfismo del gen
CYP19 (TTTA)n es diferente entre las mujeres mexicanas
sanas en comparacién con las que padecen carcinoma ma-
mario. Las repeticiones 210 de TTTA son mds frecuentes
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en mujeres con cincer de mama. Este es el primer infor-
me realizado en mujeres mexicanas; en otras poblaciones
se ha publicado que esta variante se ha relacionado con un
mayor riesgo de cancer mamario.

Kristensen y colaboradores’ comunicaron las fre-
cuencias alélicas de este polimorfismo en 182 pacientes
con cancer de mama esporadico, 182 pacientes con cancer
familiar y 252 individuos sanos; en ese protocolo se iden-
tificaron 7, 8, 9, 11 y 12 repeticiones alélicas de TTTA.
El alelo largo (TTTA) 12 fue significativamente mds
frecuente en las personas con cancer respecto de los con-
troles sanos. Esto indica que la posesion de este alelo largo
(TTTA) 12 incrementa el riesgo de desarrollar cancer de
mama (OR, 2.42). Asimismo, se encontré una frecuen-
cia mayor de este alelo largo (TTTA) 12 en el grupo de
pacientes con tumores positivos para receptor de estroge-
nos y progesterona.

Miyoshi y colaboradores' realizaron un estudio de
casos y controles para determinar si este polimorfismo se
vinculaba con el riesgo de cincer de mama en mujeres
japonesas. Las mujeres homocigotas con 10 o mds repe-
ticiones de TTTA mostraron un mayor riesgo de cincer
de mama (OR, 1.8).

Ahsany colaboradores!! efectuaron el primer estudio
familiar para examinar las vinculaciones entre el polimor-
fismo de repeticiéon de (TTTA) de CYP19 y el riesgo de
cancer de mama. Se estudid a 278 familias que tenian una
o mas hijas con cancer de mama (se valord a un total de
1123 sujetos) y encontraron que las repeticiones alélicas
de (TTTA) 11 se relacionaban con un mayor riesgo de
cancer de mama en estas familias.

Por su parte, Han y colaboradores!? realizaron un es-
tudio de casos y controles para valorar la relacién entre
el polimorfismo de repeticion (TTTA) de CYP19 y el
riesgo de cancer de mama en mujeres chinas. En esta in-
vestigacidn se incluyd a 213 pacientes y 430 controles y
fue posible identificar que el alelo con 10 repeticiones de
(TTTA) fue miés frecuente en los casos que en los con-
troles.

Mis ain, Hu y colaboradores’ informaron resul-
tados similares. Okobia y colaboradores' sometieron a
estudio el polimorfismo de repeticion de (TTTA) en una
poblaciéon indigena subsahariana. Estos especialistas estu-
diaron a 250 mujeres con cincer de mama y 250 mujeres
sanas y sefialaron que 10 o mds repeticiones de (TTTA)
se relacionaban con un incremento discreto del riesgo de
cancer de mama en mujeres nigerianas.

Ribeiro y colaboradores' investigaron la frecuencia
de las repeticiones alélicas de TTTA en una poblacion de
América del Sur y analizaron el riesgo para desarrollar
cancer de mama. Dichos investigadores comunicaron
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que el alelo con 10 repeticiones de (TTTA) fue tres veces
mis frecuente en los casos y que mostrd una relacién po-
sitiva (p = 0.048) con el desarrollo de cancer de mama en
una poblacion brasilena.

El incremento del riesgo de padecer cincer mama-
rio por este polimorfismo de repeticién debe investigarse
en la poblacién mexicana, ademds de conocer los fac-
tores de riesgo ambiental y genéticos, para introducir
medidas que reduzcan el incremento del riesgo. La obe-
sidad es un factor preponderante, ya que la actividad de
la enzima aromatasa incrementa los niveles circulantes
de estradiol a partir de la conversién del tejido adiposo.
En este estudio se informo que el 75% de las mujeres pre-
menopausicas presentaban obesidad o sobrepeso y 80%
de las posmenopdusicas. Este polimorfismo de repeticién
aumenta la actividad de la enzima aromatasa, por lo que
su efecto metabdlico en el tejido adiposo se vuelve un
factor que puede modificarse mediante medidas preven-
tivas; en consecuencia, analizar el estado nutricio y seguir
las recomendaciones dietéticas reducen la obesidad en la
poblacidén y, en consecuencia, en grado considerable, el
riesgo de desarrollar cincer mamario.

> CONCLUSIONES

En este estudio pudo reconocerse que las repeticiones
= 10 de TTTA son mds frecuentes en las mujeres con
cancer de mama (p=0.0007). En la poblacién de mujeres
sanas las repeticiones mds frecuentes fueron 6y 7.
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