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RESUMEN

DETERMINACION DEL FENOTIPO METABOLIZADOR DE CYP2D6 Y
POLIMORFISMO -582C>T DEL GEN TC21/RRAS2EN VOLUNTARIOS
SANOS Y PACIENTES CON CANCER DE MAMA

AUTOR:

CARLOS JOSE GREGORIO FLORES ANGULO

TUTORA:

DRA. NANCY DE LA TRINIDAD MORENO DE MARTINEZ

El céncer de mama es una enfermedad caracterizada por la proliferacion
descontrolada del tejido mamario. Dentro de las estrategias terapéuticas indicadas en
pacientes con tumores hormonodependientes se encuentra el tamoxifeno con
recidivas del 30-50%. Esta situacion es explicada, en parte, por la presencia de
polimorfismos en genes que codifican proteinas vinculadas con la farmacocinética
(CYP2D6) y farmacodinamia (TC21/R-Ras2). La frecuencia de los diferentes alelos
de CYP2D6 y TC21/RRAS2 varia significativamente de una poblacién a otra. En
virtud que en Venezuela existen escasos datos sobre el estudio de estos genes y por
ser el cancer de mama la primera causa de muerte por cancer en mujeres, se planted
como objetivo generar conocimiento sobre las variantes *4, *6 y *10 del gen
CYP2D6 y el polimorfismo -582C>T del gen TC21/RRAS2 en una muestra de
residentes del Estado Aragua y un grupo de pacientes con cancer de mama atendidos
en el Instituto de Senologia de Aragua. Se obtuvo el consentimiento informado y se
realizd un analisis descriptivo, clinico y molecular, este Gltimo basado en la Reaccién
en Cadena de la Polimerasa acoplada al Polimorfismo de Longitud de los Fragmentos
de Restriccion. El andlisis estadistico fue realizado mediante los programas SPSS,
PHASE, ARLEQUIN y POPGENE. Se determinaron las caracteristicas de las
muestras de referencia y pacientes, la frecuencia genotipica y alélica de los genes
CYP2D6 y TC21/RRAS2, se infirid el fenotipo metabolizador de CYP2D6 basado en
un andlisis haplotipico y el fenotipo responder del tamoxifeno mediante un analisis
combinado de CYP2D6 y TC21/RRAS. La distribucion de alelos y haplotipos tiene
diferencias significativas en relacién a otras poblaciones. El 34,5% y 41,7% de los
sujetos que componen el grupo de referencia y pacientes, respectivamente, poseen un
perfil genético de respondedor bueno al tamoxifeno, mientras que 65,5% y 58,3% en
cada grupo tienen caracteristicas de responder intermedio y malo a dicho farmaco.
Los conocimientos generados en esta investigacion contribuyen a la formacion de
bases de datos para el desarrollo de estudios de farmacogenética del tamoxifeno y
otros farmacos, con el fin de determinar el impacto clinico de las variantes génicas
estudiadas.

Palabras clave: CYP2D6, TC21/RRAS2, Cancer de mama, Tamoxifeno, Maracay y
Farmacogenética.



CAPITULO |

INTRODUCCION

1.1 Planteamiento del problema:

El cancer de mama es una enfermedad que se caracteriza por la proliferacion
maligna del tejido mamario como consecuencia de una serie de alteraciones
moleculares que originan la extension y propagaciéon de células con caracteristicas

inmortales y crecimiento descontrolado (Stopeck, 2012).

En Venezuela, el cancer ocupa el segundo lugar en las causas de muerte
(15,61%), siendo el cancer de mama la primera causa de muerte por céncer en

mujeres (Ministerio del Poder Popular para la Salud, 2014).

Una de las estrategias terapéuticas indicadas en los pacientes con cancer de
mama con receptores hormonales positivos es la terapia endocrina, aconsejada en
pacientes pre- y post-menopausicas en todos los estadios clinicos de acuerdo a ciertos
esquemas (NCCN, 2012; Sausville y Long, 2008). El agente farmacoldgico de este
grupo empleado con mas frecuencia es el tamoxifeno, el cual suprime la proliferacién
celular dependiente del receptor del estrogeno en el cancer de mama (Lahusen y cols.,
2009; Kiyotani y cols., 2012).

Se ha determinado que en Venezuela el 66,39% de las pacientes con cancer de
mama son tratadas con tamoxifeno (Bergamo y cols.,, 2011), empero estudios
realizados en otras poblaciones han demostrado que el 30 a 50% de los pacientes no
responden a esta terapia (Arpino y cols., 2008; Hoskins y cols., 2009; Kiyotani y
cols., 2012). Esta situacién puede deberse a la presencia de diversos polimorfismos en
los genes que codifican a las enzimas de fase | y Il que participan en la activacion e
inactivacion del tamoxifeno, respectivamente (Tan y cols., 2008; Hoskins y cols.,

2009); y por condiciones moleculares en la célula diana que la hacen menos sensible



a los antagonistas de los receptores involucrados en el crecimiento (Fernandez y cols.,
2004).

Una de las enzimas mas ampliamente estudiadas es el Citocromo P450 familia
2, subfamilia D e isoforma 6 (CYP2D6) debido a que participa en la generacion de
los dos metabolitos activos principales del tamoxifeno, el 4-hidroxitamoxifeno y el 4-
hidroxi-N-desmetiltamoxifeno, por lo que sus polimorfismos se han vinculado a la
variabilidad en la respuesta clinica (Clinical Pharmacogenetics Implementation
Consortium, 2013; Whirl-Carrillo y cols., 2012).

En el gen que codifica la enzima CYP2D6 se han descrito mas de 80
polimorfismos (The Human Cytochrome P450 Allele Nomenclature Database, 2014),
los cuales se encuentran clasificados en cuatro categorias de acuerdo a la afectacion
de la actividad enzimatica, los que generan una proteina sin funcion, con actividad
disminuida, normal o incrementada (Dorado y cols., 2005). De acuerdo a la
combinacidn de los diferentes alelos del gen CYP2D6, la poblacion puede clasificarse
en cuatro tipos de metabolizadores: a) Ultrarrapidos; b) Rapidos; c) Intermedios; y d)

Lentos o pobres (Brauch y cols., 2009; Swen y cols., 2011).

Los resultados de los estudios clinicos que analizan la relacion de los alelos
lentos e intermedios con una pobre respuesta terapéutica en comparacion con los

pacientes con alelos rapidos no son complemente uniformes.

En relacion al intervalo libre de enfermedad, se ha demostrado que los
pacientes metabolizadores lentos e intermedios tiene mayor recurrencia que los
metabolizadores répidos (p<0,05) (Kiyotani y cols., 2008; Schroth y cols. 2009;
Kiyotani y cols., 2010; Thompson y cols., 2011; Teh y cols., 2012), sin embargo
otros grupos han encontrado resultados contrarios (Goetz y cols., 2005; Wegman y
cols., 2007). En la supervivencia libre de enfermedad también existen datos
contradictorios, unos grupos han determinado asociacion (Xu y cols., 2008;

Sirachainan y cols., 2012; Sukasem y cols., 2012; Ramon y cols., 2010; Schroth y



cols., 2010), mientras que otros no han encontrado diferencias significativas (Goetz y
cols., 2005) al comparar a los metabolizadores rapidos con los lentos e intermedios.
Resultados similares han sido encontrados por diferentes equipos de investigadores al
estudiar la supervivencia global (Goetz y cols., 2005; Nowell y cols., 2005; Bijl y
cols., 2009; Schroth y cols., 2010; Lammers y cols., 2010).

La poca uniformidad de los resultados clinicos también se encuentra reflejada
en la conducta de diferentes asociaciones, mientras que el Dutch Pharmacogenetics
Working Group recomiendan el uso del tamoxifeno en pacientes con cancer de mama
en funcién del genotipo del CYP2D6 (Swen y cols., 2011), la National
Comprehensive Cancer Network y la American Society of Clinical Oncology ain no
lo han establecido como regla (Visvanathan y cols., 2009; NCCN, 2012). Tales
contradicciones pueden deberse al disefio metodologico empleado que no siempre
incluye a pacientes con las mismas caracteristicas, al nimero de polimorfismos
evaluados y a la influencia de otros genes con frecuencias teéricamente diferentes de

acuerdo a la poblacion considerada.

Otra molécula asociada a la respuesta al tratamiento con tamoxifeno es la
proteina TC21/R-Ras2, cuya expresién puede modificarse por la presencia de
polimorfismos ubicados en el promotor del gen TC21/RRAS2; asi, se ha determinado
que la presencia de la variante -582C>T se ha vinculado con sobreexpresion de la
proteina lo cual ha sido asociado a resistencia del tratamiento con tamoxifeno en

cancer de mama (Rokavec y cols., 2008; Mendes-Pereira y cols., 2012).

Estudios poblacionales han demostrado que la frecuencia de los polimorfismos
del gen CYP2D6 y TC21/RRAS2 varia considerablemente de una poblacion a otra
(National Center for Biotechnology Information, 2013; Sistonen y cols., 2007). En
Venezuela existen pocos datos sobre los polimorfismos de CYP2D6 (Griman y cols.,
2009; Flores-Angulo, 2012) y hasta la fecha no se han reportado estudios que
analicen conjuntamente CYP2D6 con el gen TC21/RRAS2.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Debido a la influencia de los polimorfismos de CYP2D6 y TC21/RRAS2 sobre
el nivel de respuesta clinica evidenciada en los pacientes con cancer de mama que
reciben tamoxifeno y por el hecho que la frecuencia de estos polimorfismos varia
significativamente de una poblacion a otra, se torna necesario realizar un estudio
descriptivo en una muestra de la poblacién venezolana con la intencion de generar
datos que permitan el disefio de estudios dirigidos a la personalizacion del tratamiento
del tamoxifeno y otros farmacos. Esta investigacion forma parte del proyecto titulado:
Céancer de mama: fenotipo metabolizador (gen:CYP2D6) como guia en el tratamiento
con tamoxifeno en pacientes (RE+) del Instituto de Senologia de Aragua (ISENA), el
cual estd enmarcado en la linea de investigacion sobre Polimorfismos de ADN

vinculados a la variabilidad de respuesta a los medicamentos.



1.2 Objetivos:

1.2.1 Objetivo general:

Generar conocimiento sobre las variantes 1846G>A (CYP2D6*4), 1707delT
(CYP2D6*6) y 100C>T (CYP2D6*10) del gen CYP2D6 vy el polimorfismo -582C>T
del gen TC21/RRAS2 en una muestra de residentes del Estado Aragua y un grupo de

pacientes con cancer de mama atendidos en el Instituto de Senologia de Aragua.

1.2.2 Objetivos especificos:

Obtener un banco de ADN genomico en una muestra de individuos
aparentemente sanos y pacientes con cancer de mama residentes en el
area metropolitana del Estado Aragua.

Describir las caracteristicas clinicas y patolégicas de un grupo de
pacientes con cancer de mama.

Estandarizar la metodologia para la deteccion de las variantes
1846G>A, 1707delT y 100C>T del gen CYP2D6 vy el polimorfismo -
582C>T del gen TC21/RRAS2 mediante la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa acoplada al Polimorfismo de Longitud de los Fragmentos de
Restriccion.

Determinar la frecuencia genotipica, alélica y haplotipica de los
polimorfismos 1846G>A, 1707delT y 100C>T del gen CYP2D6.

Inferir el fenotipo metabolizador de CYP2D6 a partir de datos
haplotipicos.

Identificar la frecuencia genotipica y alélica del polimorfismo -582C>T
del gen TC21/RRAS2.

Inferir el fenotipo respondedor (Bueno, intermedio y malo) del
tamoxifeno mediante un analisis combinado del fenotipo metabolizador
de CYP2D6 y el polimorfismo -582C>T del gen TC21/RRAS2.



Determinar el equilibrio de Hardy-Weinberg y desequilibrio de
ligamiento.
Comparar los datos obtenidos en este estudio con los publicados en

otras poblaciones.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

2.1 Cancer de mama:

El cancer de mama es una enfermedad que se caracteriza por la proliferacion
maligna del tejido mamario (principalmente células epiteliales que revisten los
conductos o lobulillos) como consecuencia de una serie de alteraciones moleculares
(producto de mutaciones somaticas o de linea germinal) que originan la extension y
propagacion de células con caracteristicas inmortales y crecimiento descontrolado
(Stopeck, 2012).

2.1.1 Epidemiologia del cAncer de mama:

El cancer ocupa el segundo lugar en las causas de muerte en Venezuela
(15,61%), siendo el cancer de mama la primera causa de muerte por céncer en
mujeres, 17,81% de un total de 10.905 muertes por neoplasias malignas en la mujer
(Grafico 1) (Ministerio del Poder Popular para la Salud, 2014). Aunque el cancer de
mama afecta a ambos géneros, mas del 99% de los casos son mujeres (Ministerio del

Poder Popular para la Salud, 2014).

El National Cancer Institute del National Institutes of Health de los Estados
Unidos de América (American Cancer Society®, 2013) ha considerado a 6 factores

de riesgo fuertemente asociados con el desarrollo del cancer de mama:

1) La edad: el mayor nimero de casos es reportado en personas entre los 40-69

afnos, siendo el pico més alto despues de los 50 afios;

2) Antecedentes personales de cancer mama: Los pacientes que han sufrido
cancer de mama, incluyendo el carcinoma in situ, tienen mayor riesgo de

presentar cancer en la mama contralateral,



Gréfico 1. Mortalidad por neoplasias malignas en mujeres por grupo etario, Venezuela
afio 2011
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Estomago (n= 768); Colon (521) (Ministerio del Poder Popular para la Salud, 2014).

3)

4)

5)

La edad en la que ocurrid la menarquia: las mujeres que han iniciado los

ciclos menstruales antes de los 12 afios tiene un riesgo ligeramente superior;

La edad al nacimiento del primer nacido vivo: las mujeres que han tenido a
su primer hijo a los 20 afios 0 menos tienen menor riesgo, a partir de los 20

anos el riesgo aumenta;

Numero de familiares de primer grado afectados por cancer de mama: el

riesgo aumenta en mujeres que tienen o han tenido familiares de primer grado



con cancer de mama por la influencia de la alteracion de ciertos genes en el

desarrollo de la enfermedad;

6) Biopsias de mama: el numero de biopsias, aunque el resultado sea benigno,
aumenta el riesgo de cancer de mama. Si el resultado de la biopsia es una

hiperplasia atipica el riesgo es mayor.

Otros factores de riesgo como la edad de la menopausia, densidad del tejido
mamario en la mamografia, uso de anticonceptivos orales, alto consumo de grasas,
habitos alcohodlicos, terapia de reemplazo hormonal, sedentarismo, obesidad y
exposicion a agentes ambientales a pesar que se ha determinado que aumentan el
riesgo de cancer de mama, aun no existen resultados epidemioldgicos concluyentes
por lo cual no se emplean para el calculo del riesgo de cancer de mama (Lippman,
2008; American Cancer Society®, 2013).

2.1.2 Dependencia estrogénica en el cancer de mama:

Los estrégenos son un grupo de hormonas esteroideas producidas a partir de los
androgenos mediante una reaccién de aromatizacion catalizada por la aromatasa. En
el gen de la aromatasa se han descrito por lo menos 10 promotores que generan
enzimas con ligeras diferencias (Bulun y cols., 2003). La aromatasa se encuentra
expresada en varios 6rganos y tejidos como en el ovario, tejido adiposo, placenta,

hueso y tejido mamario tanto benigno como maligno (Lenning y cols., 2011).

Se han identificado 9 tipos de estrdgenos, sin embargo la estrona (E1), 17p-
estradiol (E2) y estriol (E3) son los mas caracterizados. Estos estrogenos son
esenciales para el crecimiento y diferenciacion de varios 6rganos reproductivos y no
reproductivos dependiendo del tipo celular, el tipo de receptor de estrogeno, la

concentracion y el tiempo de exposicion (Chang, 2011).

Una vez que los estrogenos han ingresado a la célula estos interactian con una
proteina ubicada principalmente en el nucleo denominada Receptor del Estrogeno

(ER por su nombre en inglés Estrogen Receptor). Se han caracterizado dos receptores
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de estrogenos, ERo y ER; existe un tercer receptor identificado que al parecer actla
de manera independiente en la activacion del factor de crecimiento epidérmico

(Noriega-Reyes y Langley, 2008).

Los ERa y ERB son codificados por genes diferentes y también poseen una
distribucion tisular particular, sin embargo ambos se encuentra conformados por 6
dominios denominados por letras de la A a la F (Noriega-Reyes y Langley, 2008;

Kumar y cols., 2011):

e La region A/B se encuentra localizada en el extremo aminoterminal de la
proteina, funciona activando la transcripcion genética (AF-1 por su nombre en

inglés Activation Function 1). También posee diversos sitios de fostorilacion.

e Laregidn C es la mas conservada y corresponde al dominio de union a ADN,
se encuentra compuesto por nueve residuos de cisteinas de los cuales ocho
estan coordinados alrededor de dos iones de Zn®*que le confieren al receptor

la capacidad de unirse especificamente al ADN.

e La region D o region de bisagra ain no se encuentra completamente

caracterizada.

e La region E/F o dominio de union al ligando ubicado en el extremo
carboxiterminal, es donde se une el 17p-estradiol y los modulares selectivos
del ER. Ademas, este dominio también participa en la activacién de la
transcripcion (AF-2 por su nombre en inglés Activation Function 2), en la
dimerizacion, interaccion con proteinas coactivadoras o corepresoras de la

transcripcion, fosforilacion y localizacion nuclear.

Aungue los mecanismos moleculares que inducen la carcinogénesis por el
estrogeno no se encuentran elucidados totalmente, se han descritos tres de ellos: 1)
Estimulacion de la proliferacion mediada por ER, 2) Efecto genotoxico por los
metabolitos y/o especies reactivas de oxigeno generadas durante el metabolismo del
estrégeno por el citocromo P450, y 3) Regulacion de la actividad de enzimas o
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factores de transcripcion inducida por metabolitos oxidativos generados por el
metabolismo del estrogeno. Todos estos mecanismos han indicado que los estrégenos
y sus metabolitos oxidativos inician la tumorogénesis y/o la promueven (Chang,
2011).

2.1.2.1 Efectos gendmicos de los estrogenos:

Cuando los estrégenos, principalmente E2 por ser el mas abundante, ingresa al
interior celular interactian con ER induciendo un cambio conformacional que
favorece la formacion de homodimeros de ER desencadenando una serie de eventos
denominados sefializacion esteroidea iniciada en el nucleo (NISS por su nombre en
inglés nuclear-initiated steroid signaling) que se caracterizan por aumentar la
transcripcion de ciertos genes asociados con el crecimiento celular (Arpino y cols.,
2008). Estos efectos son conocidos como clasicos cuando los dimeros de ER
interactlan directamente con secuencias denominadas elementos de respuesta al
estrogeno (EREs por su nombre en inglés estrogen-responsive elements) modificando
la expresion de diversos genes (Simoncini, 2010). La actividad transcripcional de ER
se encuentra potenciada por la union de proteinas coactivadoras (NCoAl, NCoA2 y
NCo0A3), las cuales participan en el reclutamiento de histonas acetiltransferasas, que
modifican la estructura de la cromatina favoreciendo la transcripcion (McKenna y
cols., 1999).

También se han descrito una serie de efectos indirectos o no clasicos de ER
sobre la transcripcion génica las cuales son mediadas por la interaccion inicial de ER
con otros factores de transcripcion tales como Sp-1, AP-1 o GATAL que pueden

unirse a sitios especificos del genoma y regular la transcripcion (Safe y Kim, 2008).

El resultado definitivo de los efectos clasicos y no clasicos consisten en
promover la proliferacion y supervivencia celular mediante la expresion del receptor

de IGF-I, ciclina D, factor antiapoptotico Bcl-2, el factor de crecimiento endotelial


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Safe%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18772268
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kim%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18772268
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vascular proangiogénico, diferentes tipos de HER y ligandos de receptores de factores
de crecimiento (Arpino y cols., 2008).

2.1.2.2 Efectos no gendmicos de los estrogenos:

Aunque la mayor proporcion de ER estd distribuido en el nucleo, se ha
demostrado que existe una pequefia fraccion que se encuentra unido o cerca de la
membrana plasmatica mediante la interaccion con otras moléculas tales como
proteinas de membrana (caovelina-1 o flotilina-2), receptores de factores de
crecimiento (IGFR, EGFR o HER2) y moléculas adaptadoras (Shc); siendo
responsable de un tipo de actividad rapida no genémica que contribuye al crecimiento
celular denominado sefializacién esteroidea iniciada en la membrana (MISS por su
nombre en inglés membrane-initiated steroid signaling) (Hammes y Levin, 2007;
Arpino y cols., 2008). Ademas de esta localizacion no nuclear, el ER también puede
encontrarse en el citoplasma interactuando con otras proteinas como el modulador de
la accion no genémica del receptor del estrogeno (MNAR por su nombre en inglés
modulator of nongenomic action of estrogen receptor) y el producto del gen 1
asociado a metastasis (MTAL por su nombre en inglés metastasis-associated gene 1)
(Arpino y cols., 2008).

La cascada de eventos se inicia por la activacién directa o indirecta de EGFR,
HER2 y IGFR1 mediante ER en presencia 0 ausencia de su ligando (Chang, 2011;
Prossnitz y Barton, 2011). Adicionalmente, ER activa a la proteina Src, una quinasa
de tirosina intracelular, la cual cataliza una serie de fosforilaciones sucesivas a varias
proteinas que culminan activando a las metaloproteinasas (MMPs por su nombre en
inglés matrix metalloproteinases) 2 y 9 (Brabek y cols., 2005; Van Slambrouck y
cols., 2007; Fox y cols., 2009). Posteriormente las metaloproteinasas liberan al
ligando del EGFR del complejo heparina-factor de crecimiento epidérmico para
producir la activacion de dicho receptor y estimular una cascada de quinasas
(Ras/Mek/MAPK y PI3K/AKT) lo cual modifica la actividad gendmica mediante la


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hammes%20SR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17916740
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Levin%20ER%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17916740
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Prossnitz%20ER%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21844907
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Barton%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21844907
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fosforilacion de ER, proteinas coactivadoras y corepresoras (Arpino y cols., 2008;
Radisky y Radisky, 2010).

Aunque el factor comun de la via NISS y MISS de ER consiste en modificar la
expresion de varios genes asociados con el crecimiento y la supervivencia celular,
cada una de estas vias se diferencian en el tipo de genes que regulan. La via NISS
aumenta la expresion del receptor de progesterona (PR por su nombre en inglés
progesterone receptor), TFF1, GREB1 y PDZK1, mientras que la via MISS
principalmente por hiperactividad de IGF-IR, EGFR y HER2 conduce a una represion
de la expresion de PR y a una estimulacion de otros genes como pS2 o IGF-1 (Cui y
cols., 2005; Thakkar y Mehta, 2011).

Por lo tanto, el nivel de PR es un indicador de la integridad funcional de la via
NISS de ER, sin embargo se ha determinado que la disminucién en los niveles de PR
no siempre refleja una afectacion de ER, pero si es un factor de resistencia al uso de
los modulares selectivos de los receptores de estrégenos (Cui y cols., 2005).

En Venezuela se ha estimado que un poco mas del 60% de las pacientes con
cancer de mama tienen receptores hormonales positivos (ER positivo y/o PR
positivo), siendo este grupo al que potencialmente se encuentre indicada la terapia
endocrina (Uribe y cols., 2010).

2.2 Terapia endocrina del cancer de mama:

El tratamiento del cancer de mama se divide en cuatro grupos: quirurgico,
radioterapia y quimioterapia que incluye a la terapia hormonal y blanco dirigida
(Sausville y Long, 2008).

La terapia endocrina se encuentra indicada en pacientes con tumores
hormonosensibles (ER positivo y/o PR positivo) desde el estadio | al IV y en mujeres
pre y postmenopausicas (NCCN, 2012). Los agentes farmacologicos de la terapia
hormonal incluyen a supresores ovaricos, moduladores selectivos de los receptores de

estrogenos e inhibidores de la aromatasa. El tamoxifeno es un modulador selectivo de


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Radisky%20ES%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20440544
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Radisky%20ES%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20440544
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Thakkar%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21339261
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mehta%20DG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21339261
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los receptores de estrogenos y se indica s6lo o en combinacidn secuencial con un
inhibidor de la aromatasa de acuerdo al estado menopausico del paciente (NCCN,
2012). Asi, en pacientes premenopausicas el tratamiento mas firmemente establecido
es el tamoxifeno durante 5-10 afios el cual ha mostrado que reduce la recurrencia y
mortalidad en las pacientes ER positivo, mientras que en pacientes postmenopausicas
se ha sugerido los siguientes esquemas terapéuticos en pacientes en estado
postmenopausico: Tamoxifeno 20 mg/dia durante 10 afios; o Tamoxifeno 2-3 afios
seguido de un inhibidor de la aromatasa por 5 afios; o tamoxifeno durante 5 afios
seguido por un inhibidor de la aromatasa durante otros 5 afios (Davies y cols., 2013;
Harbeck y cols., 2013; ASCO, 2014).

La National Comprehensive Cancer Network® (NCCN) recomienda, previo al
analisis del riesgo/beneficio, el uso de la terapia endocrina en las mujeres con
receptores hormonales positivos después de la terapia citotdxica, independiente de su
estado menopdusico, edad o estatus del HER2. Sin embargo, la seleccion de la
estrategia endocrina mas idonea depende del estado menopausico de la paciente y
estadio clinico de la enfermedad (NCCN, 2012).

2.2.1 Cancer de mama temprano (Estadio | o 11A):

En mujeres premenopadsicas el tratamiento mas firmemente establecido es el
tamoxifeno durante 5-10 afios el cual ha mostrado que reduce la recurrencia y
mortalidad en las pacientes ER positivo (Davies y cols., 2013; Harbeck y cols., 2013,
ASCO, 2014). Si posterior a los 5 afios de tratamiento con tamoxifeno la paciente
permanece en estado premenopadsico no se encuentra indicado otro tratamiento
endocrino farmacologico. Si la mujer ha pasado al estado postmenopaulsico, de
manera fisiolégica o inducido por la quimioterapia, se encuentra indicado un
inhibidor de la aromatasa durante 5 afios si ya finalizo el tratamiento con tamoxifeno
o cualquiera de los esquemas sefialados para este grupo (NCCN, 2012). Debido a que
los inhibidores de la aromatasa se encuentran contraindicados en mujeres con ovarios

funcionales, debido a su asociacién con patologia benigna de ovario y por el efecto
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rebote que tiene la reduccion del estrogeno sobre la gonadotropinas (Winer y cols.,
2005; NCCN, 2012), es importante vigilar el estado hormonal de las pacientes, ya que
un porcentaje de la pacientes postmenopausicas inducidas por quimioterapia pueden

recuperar la funcion ovarica (Smith y cols., 2006).

La ablacion o supresion ovérica ofrece beneficios a las pacientes en estado
premenopadsicas con receptores hormonales positivos, pero su efectividad y la
combinacion adecuada con agentes citotoxicos o tamoxifeno no se encuentra
completamente definida (Pritchard, 2009; Puhalla y cols., 2009; NCCN, 2012). Se ha
determinado que el grupo de mujeres que obtienen mayor beneficio de la ablacion o
supresion ovarica son las mujeres mas jovenes (NCCN, 2012).

En el grupo de pacientes en estado postmenopalsico la terapia hormonal
indicada son los inhibidores de la aromatasa, como monoterapia 0 combinados de
manera secuencial con el tamoxifeno; la monoterapia con tamoxifeno sélo se
encuentra indicada en pacientes postmenopausicas con contraindicaciones para el

consumo de inhibidores de la aromatasa (NCCN, 2012).

El estudio de Goss y cols. (2003) y del Breast International Group (BIG) 1-98
Collaborative Group (2005) han determinado que el tratamiento endocrino basado en
la combinacion de tamoxifeno durante 2-3 afios seguido de letrozol hasta completar 5
afios en pacientes postmenopadsicas con cancer de mama hormosensible reduce
significativamente la recurrencia en relacion al uso sélo de tamoxifeno. Datos
similares han sido reportados por el grupo de Coombes (2004) cuando en la terapia
combinada se emplea examestano como inhibidor de la aromatasa. En relacion al
anastrozol, también existe informacidn que reporta que su uso seguido del tamoxifeno
reduce significativamente la recurrencia en relacion al uso sélo del tamoxifeno
(Boccardo y cols., 2005; Jakesz y cols., 2005; Kaufmann y cols., 2007; Jonat y cols.,
2006)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Goss%20PE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14551341
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Breast%20International%20Group%20(BIG)%201-98%20Collaborative%20Group%22%5BCorporate%20Author%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Breast%20International%20Group%20(BIG)%201-98%20Collaborative%20Group%22%5BCorporate%20Author%5D
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Los datos son menos homogéneos cuando se evalta la sobrevida total. Los
resultados de los trabajos del equipo de Boccardo (2005), Goss (2003) y Jakesz
(2005) indican que no hay diferencias significativas con el uso secuencial de
tamoxifeno y anastrozol o letrozol en la sobrevida total en relacion al tratamiento con
tamoxifeno sélo. Sin embargo, el grupo de Coombes (2004) y Kaufmann (2007) han
encontrado diferencias estadisticamente significativas en la sobrevivencia total
cuando se emplea la terapia secuencial con examestano o anastrozol, en comparacion

a la monoterapia con tamoxifeno.
2.2.2 Cancer de mama localmente avanzado (Estadios I1B o 111):

En este grupo de pacientes debido a las caracteristicas del tumor las estrategias
quirdrgicas y radioterapéuticas son diferentes que en el cancer de mama temprano, sin
embargo, el tratamiento endocrino a utilizar sera el mismo al descrito para el cancer
de mama temprano (NCCN, 2012).

2.2.3 Cancer de mama metastésico (Estadio 1V) y enfermedad recurrente:

El objetivo del tratamiento sistémico del cAncer mama recurrente o estadio 1V
es prolongar la vida y aumentar la calidad de vida pero no es curativo. Por lo tanto,

los tratamientos menos tdxicos, como la terapia endocrina, son los indicados.

Asi como en el cancer de mama temprano, en el cancer de mama metastasico y
en la enfermedad recurrente el tratamiento endocrino depende del estado
menopausico de la paciente. Sin embargo, a diferencia del cancer de mama temprano
en este grupo no existen datos suficientemente sélidos que ayuden a seleccionar la

secuencia optima de la terapia endocrina (NCCN, 2012).

En mujeres premenopadsicas el tratamiento endocrino recomendado es:
monoterapia con un antiestrogeno, ablacion/supresion ovarica o ablacion ovarica mas

terapia endocrina postmenopausica (Contreras y Ferri, 2010; NCCN, 2012).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Goss%20PE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14551341
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Si la paciente premenopadsica presenta progresion de su enfermedad se pueden
emplear cualquiera de las siguientes estrategias que no hayan sido utilizadas:
a) Moduladores selectivos de los receptores de estrogeno (tamoxifeno o toremifeno);
b) Anélogos de la hormona liberadora de la hormona luteinizante (goserelin y
leuprolide); ¢) Ooforectomia quirdrgica o radioterapéutica; d) Progestagenos (acetato
de megestrol); €) Androgenos (fluoximesterona); y f) Dosis altas de estrégeno (etinil
estradiol) (NCCN, 2012). Sin embargo, es recomendable que la segunda linea de la
terapia en mujeres expuestas a antiestrégenos sea la supresion ovarica quirdrgica o
con anélogos de la hormona liberadora de la hormona luteinizante seguida de una

terapia hormonal postmenopausica (NCCN, 2012).

En las mujeres postmenopadsicas, la terapia de primera linea que al parecer
ofrece mejores beneficios en el cancer de mama metastasico son los inhibidores de la
aromatasa en relacién al tamoxifeno, pero los resultados no son homogéneos
(Nabholtz y cols., 2000; Paridaens y cols., 2008).

También se han evaluado los beneficios de los antagonistas de los receptores de
estrégeno comparado con los inhibidores de la aromatasa en este grupo de pacientes.
El uso de fulvestrant como tratamiento inicial no mejora la evolucién de la
enfermedad de las pacientes postmenopadsicas en relacion al examestano (Chia y
cols., 2008), sin embargo se han encontrado beneficios significativos cuando se
comparan los resultados del fulvestrant con los del anastrozol (NCCN, 2012). Los
beneficios del uso combinado de fulvestrant y anastrozol en relacion a la monoterapia
con anastrozol como tratamiento de primera linea no son concluyentes y al parecer
los beneficios dependen del antecedente de la administracion de tamoxifeno, asi las
pacientes sin exposicién a este agente farmacoldgico tienen mejor respuesta a la
terapia combinada (Bergh y cols., 2012; NCCN, 2012).

Si el grupo de pacientes postmenopausicas presenta progresion de la
enfermedad se pueden emplear cualquiera de los siguientes agentes farmacoldgicos

gue no hayan sido utilizados previamente: La terapia endocrina en mujeres
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postmenopadusicas incluyen: inhibidores no esteroideos de la aromatasa (anastrozol y
letrozol); inhibidores esteroideos de la aromatasa (examestano); moduladores
selectivos de los receptores de estrogenos (tamoxifeno o toremifeno); antagonistas de
los receptores de estrogeno (fulvestrant); progestdgenos (acetato de megestrol);
androgenos (fluoximesterona); y altas dosis de estrogenos (etinil estradiol) (NCCN,
2012). La seleccién de cualquiera de estos agentes depende de las particularidades de
cada paciente, se recomienda como tratamiento de segunda linea un inhibidor de la
aromatasa, modulador selectivo de los receptores de estrégeno o un antagonista de los
receptores de estrégeno (Buzdar y cols., 2001; NCCN, 2012).

2.2.4 Quimioprevencion del cancer de mama:

La quimioprevencion consiste en el uso de agentes naturales, sintéticos o
bioldgicos que revierten, suprimen o previenen la fase inicial de la carcinogénesis o la
progresion de las células premalignas a enfermedad invasiva (Steward y Brown,
2013). En la quimioprevencion del cancer de mama se encuentra indicado un
modulador selectivo de los receptores de estrogenos, raloxifeno o tamoxifeno, en
mujeres sin cancer de mama pero con alto riesgo de desarrollarlo (Cuzick y cols.,
2013).

Mediante el modelo de Gail es posible identificar a mujeres de alto riesgo de
desarrollar cancer de mama esporadico de acuerdo a la presencia de determinados

factores de riesgo (Gail y cols.,, 1989; http://www.cancer.gov/bcrisktool/

Default.aspx), considerandose de alto riesgo a aquellos individuos que posean un
probabilidad mayor o igual a 1,67% de desarrollar cancer de mama esporadico en los
préximo 5 afios (Rockhill y cols.,, 2001). En este grupo la Food and Drug
Administration (FDA) ha recomendado el uso del tamoxifeno debido a que disminuye
30-67% la incidencia de cancer de mama en personas de alto riesgo (Cazzaniga y
Bonanni, 2012; Visvanathan y cols., 2013).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Steward%20WP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23736035
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Brown%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23736035
http://www.cancer.gov/bcrisktool/%20Default.aspx
http://www.cancer.gov/bcrisktool/%20Default.aspx
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cazzaniga%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22851887
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bonanni%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22851887
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En sujetos con alto riesgo de desarrollar cAncer de mama hereditario/familiar
todavia no existe un consenso sobre el uso del tamoxifeno; sin embargo, existen datos
que indican que reduce el riesgo en un 62% en personas con mutaciones en el gen
BRCA2 y en pacientes afectadas por cancer de mama hereditario/familiar reduce en
45 a 60% el riesgo de cancer de mama contralateral (King y cols., 2001; NCCN,
2013).

2.3 Metabolismo y mecanismo de accion del tamoxifeno:

El tamoxifeno, un modulador selectivo de los receptores de estrogenos, es un
profarmaco no esteroideo que compite con los estrogenos por la unién al receptor,
suprimiendo la proliferacion celular dependiente del ER en el cancer de mama
(Lahusen y cols., 2009). Se ha observado que ademas de su efecto antagonista
también posee un efecto agonista en ciertos tejidos debido a la presencia de una
mayor concentracion de proteinas coactivadoras (Thakkar y Mehta, 2011). En la
figura 1 se encuentra resumido el extenso metabolismo del tamoxifeno, donde

participan enzimas de fase | y Il (Hoskins y cols., 2009).

Para la activacion del tamoxifeno es fundamental que su estructura sea
modificada por una serie de enzimas hepaticas de fase | que catalizan reacciones de
N-oxidacion, N-demetilacién e hidroxilacion (Brauch y cols., 2009; Kiyotani y cols.,
2012). Los metabolitos principales generados del tamoxifeno son el N-
desmetiltamoxifeno y el 4-hidroxitamoxifeno por las enzimas CYP3A4/5 y CYP2D6,
respectivamente; aunque el N-desmetiltamoxifeno es el metabolito mas abundante
(~90%), el 4-hidroxitamoxifeno tiene una potencia 30-100 veces mayor (Tan y cols.,
2008; Kiyotani y cols.,, 2012). A partir del N-desmetiltamoxifeno y por la
participacion de la enzima CYP2D6 se genera el 4-hidroxi-N-desmetiltamoxifeno
(endoxifeno) el cual tiene una potencia similar al 4-hidroxitamoxifeno en cuanto a la
supresion estrogénica (Johnson y cols., 2004). Por tales motivos, el endoxifeno tiene
una concentracion 5-10 veces mayor al 4-hidroxitamoxifeno y por lo tanto es

considerado el metabolito activo principal (Dezentjé y cols., 2009).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Thakkar%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21339261
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mehta%20DG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21339261
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Figura 1. Metabolismo del tamoxifeno e interaccion con el receptor de estrégenos

Glucorinado .@
A
:I. - Glucorinado

ifeno | —————|4-hidroxitamoxifeno |—>

-
@D

Glucorinado
@ |N—desmet|ltamomfeno | —
/ - Sulfatado
Glucorinado -

\ Glucorinado
@ |N dldesmetlltamomfeno |—>| Metabolito E|/

== 5yifatado

HEPATOCITO

Sulfatado

99@@@

@

Division celular
Angiogénesis

mw Crecimiento celula
NUCLEO ‘

La via principal del metabolismo del tamoxifeno ocurre en el higado e involucra una serie de
reacciones catalizadas por los Citocromos P450 (CYP); la conversion de tamoxifeno a N-
desmetiltamoxifeno (~92%) es catalizada principalmente por CYP3A4 y CYP3AS5, mientras que la
formacidn de 4-Hidroxitamoxifeno (~7%) lo realiza CYP2D6, ambos metabolitos son convertidos en
4-Hidroxi-N-desmetiltamoxifeno (endoxifeno). La formacion de endoxifeno a partir de N-
desmetiltamoxifeno es mediado exclusivamente por CYP2D6 y a partir de 4-Hidroxitamoxifeno por
CYP3A4 y CYP3AS5. El tamoxifeno y sus metabolitos sufren conjugacion por las enzimas de fase I,
incluyendo glucoronidacion y sulfatacion. En la célula tumoral, la unién de los estrégenos al receptor
de estrogenos (ER) origina la dimerizacion del ER nuclear; este dimero recluta a proteinas co-
activadoras y posteriormente interactlia con secuencias de ADN especificas denominas Elementos de
Respuesta Estrogénica (ERE) y modifica la expresion de ciertos genes vinculados con la division
celular, angiogénesis y crecimiento tumoral. Los metabolitos activos del tamoxifeno bloquen dicha via
inhibiendo el crecimiento dependiente de los estrogenos. SULT1A1L: Sulfotransferasa 1Al; UGTSs:
UDP-glucoronosiltransferasas. Imagen modificada del trabajo de Hoskins y cols. (2009).
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En la formacion de estos metabolitos participan en menor medida otras enzimas
de la superfamilia del CYP, como CYP1Al, CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19 y
CYP2B6 (Brauch y cols., 2009; Kiyotani y cols., 2012).

Una vez formados los metabolitos activos del tamoxifeno estos interactan con
el domino de union a ligando de ER induciendo un cambio conformacional en AF-2,
diferente al producido por los estrgenos, lo cual impide la unién de proteinas
coactivadoras alterando parcialmente la funcion de transactivacion del
receptor debido a que AF-1 no sufre ninguna modificacion conformacional
(Abdulkareem y Zurmi, 2012).

En la eliminacion de los metabolitos generados a partir del tamoxifeno
participan las enzimas de fase Il localizadas igualmente en el higado, las cuales se
caracterizan por catalizar reacciones de conjugacion. La O-glucoronidacion del 4-
hidroxitamoxifeno es catalizada por las UDP-glucoronosiltransferasas (UGT1A4,
2B15, 1A8) y otras enzimas para producir el 4-hidroxitamoxifeno-O-glucoronido; la
O- y N-glucoronidacion del endoxifeno es llevada a cabo por UGT1A10/1A8 y
UGT1A4, respectivamente (Sun y cols., 2007). Los responsables de la produccion de
derivados sulfatados son las sulfotransferasas (SULT1E1, 1Al y 2Al), siendo la
SULT1A1 considerada la mas importante en la sulfatacion del 4-hidroxitamoxifeno y

endoxifeno (Falany y cols., 2006; Brauch y cols., 2009).

Se ha determinado que los genes que codifican a las enzimas de la fase I y 1l
son altamente polimérficas, lo cual se ve reflejado en la actividad enzimatica y la

respuesta terapeutica al tamoxifeno (Tan y cols., 2008).
2.4 Resistencia al tamoxifeno:

Existen datos que indican que cerca del 30-50% de los pacientes con cancer de
mama, a pesar de la presencia de ER, no responden desde el inicio del tratamiento al

tamoxifeno (resistencia primaria) y que aquellos que inicialmente responden pueden


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Abdulkareem%20IH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22437080
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zurmi%20IB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22437080
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desarrollar igualmente resistencia (resistencia adquirida) (Fernandez y cols., 2004;
Arpino y cols., 2008; Hoskins y cols., 2009; Kiyotani y cols., 2012).

Los mecanismos de resistencia son multiples y depende del estadio clinico de la
enfermedad y de trastornos en los procesos farmacocinéticos y farmacodinamicos de
los antiestrégenos (Fernandez y cols., 2004; Miller, 2013). De esta manera,
alteraciones en la produccion del metabolito activo del tamoxifeno asi como
condiciones particulares en la célula diana, como alteraciones en la concentracién y
conformacién de ER, estatus de PR, hiperactivacion de otras vias de sefializacion de
factores de crecimiento, etc., pueden condicionar la respuesta terapéutica a dicho
farmaco (Dixom, 2014).

Existen datos que han asociado ciertos polimorfismos en el gen que codifica a
CYP2D6 y TC21 a una pobre respuesta al tratamiento hormonal en los pacientes con

cancer de mama que reciben terapia hormonal basada en tamoxifeno.
2.4.1 Citocromo P450:

El Citocromo P450 constituye un amplio grupo de monooxigenasas que
catalizan varios tipos de reacciones quimicas que incluyen hidroxilaciones aromaticas
y alifaticas, desulfuraciones, N- y S- oxidaciones, epoxidaciones, O-, N- y S-
desalquilaciones,  desaminaciones,  desulfuraciones,  deshalogenaciones vy
deshidrogenaciones (Coutifio y cols., 2010; Sakaki, 2012). Este tipo de
modificaciones cambia dramaticamente las propiedades del compuesto, como la
solubilidad, eficacia y toxicidad (Sakaki, 2012).

Su nombre hace referencia a las propiedades quimicas de la proteina: citocromo
por tratarse de una hemoproteina, la letra P por pigmento y 450 por la inusual

absorcion de luz a una longitud de onda de 450 nm (Bernhardt, 2006).

Los genes que codifican a este grupo de proteinas son identificados por la
abreviatura CYP seguida por un numero ardbigo que corresponde a la familia

(proteinas con mas de 40% de identidad), una letra que designa la subfamilia (mas de
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55% de identidad) y otro numero ardbigo que representa al gen ubicado en la
subfamilia (Ejemplo: CYP2D6) (Hannemann y cols., 2007).

El mecanismo de oxigenacion, de substratos enddgenos y exdgenos, comienza
con la union del substrato seguido de la introduccion del primer electron del
NAD(P)H donado por la NADPH-P450 reductasa o el citocromo b5. El segundo
electrén, derivado del oxigeno, es aceptado por el hierro para producir el anion
perdxido férrico. Posteriormente este compuesto es protonado y se forma el complejo
hidroperdxido férrico que finalmente ataca al substrato para generar el substrato
hidroxilado (Bernhardt, 2006; Omura, 2010). La hidroxilacion del sustrato organico
RH (substrato principal) al producto hidroxilado (ROH) ocurre a expensas de uno de
los &tomos de una molécula de oxigeno, el otro atomo es reducido a H,O. Durante el
proceso se generan especies reactivas de oxigeno como el anién superéxido (0**) y
peréxido de hidrégeno (H,O,) (Coutifio y cols., 2010), en la reaccién quimica

siguiente se resume dicho proceso, el cual esta esquematizado en la figura 2.
RH + NADPH + H"+ O, — ROH + NADP"+ H,0
Figura 2. Citocromo P450
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En la figura se ilustra a la proteina CYP ubicada en la membrana del reticulo endoplasmico.
Asimismo, se muestra la interaccién de CYP con la NADPH-P450 reductasa, la cual transfiere el
primer electrén para la oxidacion del sustrato (RH) (Figura disefiada de datos tomados de Omura,
2010 y Coutifio y cols., 2010).
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2.4.2 Polimorfismos del gen CYP2D6:

La proteina CYP2D6 es un miembro de la familia 2 del citocromo P450 y
constituye la tercera parte de todos los CYPs del humano (Brauch y cols., 2009), es
responsable del metabolismo del 20-25% de los farmacos utilizados por el hombre
(Dorado y cols., 2005; Goetz y cols., 2008).

El gen que lo codifica se encuentra ubicado en el brazo largo del cromosoma 22
en la banda 13.2 (22q13.2), estd compuesto por 9 exones y codifica un proteina
citoplasmica de 497 aminoacidos (55,8 kDa) (Figura 3) (UniProtKB: Q38LGO;
Ensembl: ENSG00000100197).

Figura 3. Representacion esquematica del gen CYP2D6 y ubicacion de las variantes
1846G>A (CYP2D6*4), 1707del T (CYP2D6*6) y 100C>T (CYP2D6*10)

—— 17kb |
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En cuadros blancos se encuentran representados los 9 exones que componen al gen CYP2D6 vy
también se encuentra sefialado la distancia que separa al polimorfismo 100C>T del 1846G>A (1,7 kb;
1.748 ph).

Se han descrito mas de 80 polimorfismos en el gen CYP2D6 (The Human
Cytochrome P450 Allele Nomenclature Database, 2014). Las variantes alélicas de

CYP2D6 pueden ser clasificadas en cuatro categorias de acuerdo a la modificacion de
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la actividad de la enzima: las que generan una proteina sin funcion, con actividad

disminuida, normal o incrementada (Dorado y cols., 2005).

Los alelos identificados como CYP2D6*1, *2, *33 y *35 son formas alélicas
silvestres o salvajes (wt, por su nombre en inglés wild type), ellos codifican una
enzima con actividad normal. En ciertos sujetos, estos alelos pueden encontrarse
multiplicados (*1xN, *2xN, *33xN y *35xN) codificando una mayor cantidad de
CYP2D6 lo cual se refleja en un aumento del metabolismo de sus substratos (Hoskins
y cols., 2009).

Los alelos nulos o lentos (CYP2D6*3, *4, *5, *6, *8, *11, *16, *18, *21 *36,
*38, *40, *42, *44, *56 y *62) se caracterizan por generar una proteina no funcional
(Saxena y cols., 1994; Hoskins y cols., 2009). Dentro de este grupo los alelos de
mayor frecuencias en diferentes grupos poblacionales son: *3, *4, *5 y *6 (Teh
y Bertilsson, 2012). Las variantes CYP2D6*3, 4 y 6 generan una proteina truncada
por un cambio en el marco abierto de lectura que introduce un codén de parada
prematuro (Hanioka y cols., 1990; Saxena y cols., 1994), mientras que el alelo 5

consiste en una delecion de todo el gen (Gaedigk y cols., 1991).

Los alelos intermedios (CYP2D6*9, *10, *17, *29, *41 y *59), codifican a
CYP2D6 con actividad reducida (Hoskins y cols., 2009). Los polimorfismos mas
importantes son el CYP2D6*10, *17 y *41 (Tan y cols., 2008; Goetz y cols., 2008).
La variante 10 consiste en una sustitucion de una prolina, ubicada en una regién rica
en prolina altamente conservada, por una serina (c.100C>T; P34S) que conduce a la
formacion de una proteina inestable (Johansson y cols., 1994; Zhou, 2009). El alelo
17 corresponde a 4 polimorfismos de un s6lo nucle6tido, uno de ellos es silencioso y
los otros tres conducen a las sustituciones de T1071, R296C y S486T, que generan
una proteina con menos afinidad por su substrato (Masimirembwa y cols., 1996;
Zhou, 2009). El alelo 41 es una variante de CYP2D6*2 y consiste en una sustitucion
de G por A en la posicion 2988 (2988G>A) que produce un defecto en el corte del
intron 6 (Zhou, 2009).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Teh%20LK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22185816
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Teh%20LK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22185816
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bertilsson%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22185816
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2.4.3 Tipos de metabolizadores de acuerdo al genotipo del CYP2D6:

De acuerdo a la combinacion de los diferentes alelos del gen CYP2D6, la
poblacién puede clasificarse en cuatro tipos de metabolizadores: a) Metabolizadores
Ultrarrapidos; b) Metabolizadores Répidos; ¢) Metabolizadores Intermedios; y d)

Metabolizadores Lentos o Pobres (Brauch y cols., 2009; Swen y cols., 2011).

Los metabolizadores ultrarrdpidos son definidos como aquellos sujetos que
tienen dos o mas copias de los alelos *1, *2, *33 0 *35 (Alelo de CYP2D6xN) del
gen CYP2D6 en ausencia de alelos lentos e intermedios. La frecuencia de estos
metabolizadores es menor a 2,3%, siendo mucho mas frecuente en Etiopia (29%)
(Schroth y cols., 2009; Ramon y cols., 2010; Teh y Bertilsson, 2012). Se ha
encontrado que la concentracion del endoxifeno en los metabolizadores ultrarrapidos
es de 22,8+11,3 ng/mL (Madlensky y cols., 2011).

Los metabolizadores rapidos se caracterizan por poseer dos copias de los alelos
funcionales (*1, *2, *33 y*35). La frecuencia varia entre 29-72%de acuerdo a la
poblacién analizada, siendo mas baja la frecuencia de estos metabolizadores en Japén
(Goetz y cols., 2005; Kiyotani y cols., 2008; Schroth y cols., 2009; Lammers y cols.,
2010; Kiyotani y cols.,, 2010). La concentracion del endoxifeno en los
metabolizadores rapidos es de 15,9+9,2 ng/mL (Madlensky y cols., 2011).

Cuando un sujeto posee dos alelos que codifican a CYP2D6 con actividad
disminuida (*10 o *41) o cuando se encuentran en combinacién con alelos nulos (*3,
*4, 0 *5) se denominan metabolizadores intermedios (Brauch y cols., 2009). Algunos
investigadores también consideran que los sujetos con un alelo funcional y otro con
actividad reducida o sin actividad son también metabolizadores intermedios (Schroth
y cols., 2009). Su frecuencia es variable de acuerdo a la poblacion estudiada (21-
70%), reportandose la frecuencia mas elevada en la poblacion asiatica (Goetz y cols.,
2005; Kiyotani y cols., 2008; Schroth y cols., 2009; Kiyotani y cols., 2010; Lammers
y cols., 2010; Ramon y cols., 2010). Aunque la concentracion de endoxifeno


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Teh%20LK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22185816
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bertilsson%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22185816
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reportada ha sido de 8,1+4,9 ng/mL (Madlensky y cols., 2011), se ha determinado
que esta varia ampliamente de acuerdo al genotipo del metabolizador; asi la
concentracion plasmatica en sujetos con*1/*5 = 14,51 ng/mL, *1/*10 = 19,74 ng/mL,
*10/*10 = 8,03 ng/mL y *5/*10 = 7,46 ng/mL (Lim y cols., 2011).

En cuanto a los metabolizadores pobres o lentos, son aquellas personas con dos
alelos inactivos. La frecuencia en la poblacion caucésica es de aproximadamente 7-
10% y de 0-1% en asiaticos (Goetz y cols., 2005;Schroth y cols., 2009; Lammers y
cols., 2010; Ramon y cols., 2010; Teh vy Bertilsson, 2012). La concentracion
plasmética del endoxifeno en este tipo de metabolizadores es de 5,6+3,8 ng/mL
(Madlensky y cols., 2011).

Aproximadamente el 98% de los metabolizadores pobres tienen los alelos *3,
*4,*5 y *6(Sachse y cols., 1998; Gaedigk y cols., 1999). Por tales motivos el
andlisis de dichos alelos y la duplicacion de CYP2D6*1/*2 permite identificar con
99% de sensibilidad a los metabolizadores lentos y ultrarrdpidos en caucasicos

europeos y americanos (Dorado y cols., 2005).

2.4.4 Impacto clinico de los fenotipos metabolizadores de CYP2D6 en la

respuesta al tamoxifeno en pacientes con cancer de mama:

Se ha demostrado que existe una reduccién significativa de la recurrencia y
mortalidad de los pacientes pre y postmenopadsicas con tumores hormonosensibles
gue son tratadas con tamoxifeno (Kiyotani y cols., 2012); en consecuencia el
tamoxifeno es considerado como el gold standard de la terapia endocrina del cancer
de mama (Ayoub y cols., 2011). La respuesta clinica al tamoxifeno no es uniforme en
todos los pacientes, se ha estimado que entre el 30-50% de las pacientes
experimentan recaida y/o muerte (Fernandez y cols., 2004; Arpino y cols., 2008;

Hoskins y cols., 2009; Kiyotani y cols., 2012).

Esta variabilidad en la respuesta puede deberse a la presencia de multiples

polimorfismos a lo largo de los genes que codifican a las enzimas que participan en el


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Teh%20LK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22185816
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metabolismo del tamoxifeno, lo cual repercute en un aumento o disminucion de la
actividad enzimética de acuerdo al tipo de variacién (Tan y cols., 2008). La
asociacion mas importante que se ha realizado ha sido con el gen CYP2D6 (Clinical
Pharmacogenetics Implementation Consortium, 2013; Whirl-Carrillo y cols., 2012),
aungue se han desarrollado diversas investigaciones clinicas todavia los resultados no
son completamente concluyentes, debido a que un grupo de investigadores apoyan la
asociacion de los alelos lentos del gen CYP2D6 con una pobre respuesta terapéutica
mientras que otros investigadores no han encontrados tal asociacion (Goetz y cols.,
2005; Nowell y cols., 2005; Schroth y cols., 2007; Wegman y cols., 2007; Kiyotani y
cols., 2008; Xu y cols., 2008; Bijl y cols., 2009; Schroth y cols., 2009; Kiyotani y
cols., 2010; Lammers y cols., 2010; Ramon y cols., 2010; Thompson y cols., 2011;
Sirachainan y cols., 2012; Sukamen y cols., 2012; Teh y cols., 2012).

A continuacion se describen los estudios que analizan la respuesta terapéutica
del tamoxifeno en funcion del genotipo del CYP2D6 evaluando tres variables:
intervalo libre de enfermedad, supervivencia libre de enfermedad y supervivencia

total.

En relacion al intervalo libre de enfermedad, el cual corresponde al tiempo
transcurrido desde el tratamiento radical a la aparicion de signos y sintomas
relacionados con el cancer, cualquier recurrencia (local, regional o distante) del
cancer de mama o cancer de mama contralateral. La asociacion de determinado
fenotipo metabolizador con el intervalo libre de enfermedad en pacientes con cancer

de mama tratadas con tamoxifeno ha sido positiva y negativa.

En este orden de ideas, el grupo de Kiyotani (2008) encontrd diferencias
estadisticamente significativas en la respuesta al tamoxifeno entre un grupo de
pacientes homocigotos para el alelo *10 y silvestre, determinando que aquellas con el
genotipo *10/*10 tiene 10 veces mas riesgo de recurrencia que el grupo wt/wt (HR:
10,04; 95% CI. 1,17-86,27; p= 0,036). Este mismo equipo de investigadores
realizaron posteriormente un analisis mas amplio de los alelos que codifican CYP2D6



29

con baja o ninguna actividad enzimatica (*4, *5, *10, *14, *21, *36 y *41),
encontrando que los sujetos con dichos alelos (HR: 9,52; 95% CI: 2,79-32,45) tienen
significativamente mayor recurrencia que el grupo de metabolizadores rapidos
(p<0,05) (Kiyotaniy cols., 2010).

Esta informacion fue corroborada por Schroth y cols. (2009) (HR: 1,90; 95%;
Cl: 1,10-1,91; p= 0,02) y Thompson y cols. (2011) (HR: 1,96; 95% CI: 1,05-3,66, p=
0,04), quienes encontraron que los pacientes metabolizadores lentos tiene una
recurrencia significativamente mayor que los metabolizadores rapidos. Sin embargo,
Goetz y cols. (2005) (HR: 1,85; 95% CI: 0,76-4,52; p= 0,176) y Wegman y cols.
(2007) (HR: 0,87; 95% CI. 0,38-1,97; p= 0,74) no encontraron diferencias

estadisticamente significativas entre ambos grupos.

El impacto de la presencia de un alelo nulo o intermedio (metabolizadores
intermedios) también ha sido estudiado por varios investigadores. Varios de estos
grupos han asociado a los metabolizadores intermedios con mayor recurrencia del
cancer de mama, tal es el caso de Schroth y cols. (2009) (HR: 1,40; 95% CI: 1,04-
1,90; p= 0,03), Kiyotani y cols. (2010) (HR: 4,44; 95% 1,31-15,00; p<0,05) y Teh y
cols. (2012) (OR: 13,14; 95% CI: 1,54-109,94; p= 0,004).

En cuanto a la supervivencia libre de enfermedad, definida como el tiempo
desde que se instaura el tratamiento a la documentacion de recurrencia 0 muerte por
cualquier causa, se han encontrados estudios como €l de Xu y cols.(2008) que han
reportado asociacion del alelo 10 con la supervivencia libre de enfermedad,
determinando que las pacientes con el genotipo *10*/10 tienen un tiempo mas corto
que el grupo de paciente con genotipos wt/wt y wt/*10 (HR: 4,7; 95% CI. 1,1-20,0;
p=0,04).

La influencia del alelo 10 en la respuesta al tratamiento con tamoxifeno también
fue estudiada por el grupo de Sirachainan (2012) y Sukasem (2012) quienes han
encontrado diferencias estadisticamente significativas entre el grupo de pacientes con
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los genotipos wt/*10 versus *10/*10 (p= 0,036), wt/wt versus wt/*10 (p= 0,008) y
otro genotipo versus *10/*10 (HR: 10,52; 95% ClI: 1,56-70,79; p= 0,005).

El grupo de Ramon y cols. (2010) ha obtenido resultados similares en la
supervivencia libre de enfermedad entre los pacientes en estado homocigoto o
heterocigoto para ciertos alelos nulos e intermedios (*4, *5 y *41) que en aquellos sin
dichos alelos (p= 0,016, anélisis univariable).

El equipo de Schroth y cols. (2010) encontrd diferencias discretas en la
supervivencia libre de enfermedad entre los metabolizadores rapidos y los
pobres/intermedios (HR: 1,29; 95% CI: 1,03-1,61; p= 0,02). Adicionalmente,
Sukasem y cols. (2012) determinaron que los metabolizadores intermedios tienen un
tiempo libre de enfermedad significativamente méas corto que el grupo de
metabolizadores rapidos (HR: 6,85; 95% ClI: 1,48-31,69; p= 0,005).

Contrario a estos datos se encuentran los publicados por Goetz y cols. (2005),
quienes no encontraron diferencias entre los pacientes metabolizadores
rapidos/intermedios y los lentos (HR: 1,86; 95% CI: 0,91-3,82; p= 0,89). El grupo de
Sukasem (2012) tampoco observé diferencias cuando compararon las pacientes en
estados heterocigoto para el alelo 10 (*10/wt) y otros genotipos (HR: 1,35; 95% CI:
0,19-9,62; p=0,817).

A diferencia de los dos indicadores de respuesta al tratamiento descritos
previamente, la supervivencia global que consiste en el tiempo de registro de
muertes por cualquier causa despues de iniciar el tratamiento, presenta mayor
discrepancia en relacion a su asociacion con alelos nulos e intermedios del gen
CYP2D6 (Goetz y cols., 2005; (Nowell y cols., 2005; Bijl y cols., 2009; Schroth y
cols., 2010; Lammers y cols., 2010)

Por una parte, grupos de investigacion no han encontrado diferencias desde el
punto de vista estadisticos, tal y como ha sido demostrado por Goetz y cols. (2005)
(HR: 1,12; 95% CI: 0,50-2,50; p= 0,780), Nowell y cols.(2005) (HR: 0,77; 95% ClI.
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0,32-1,81; p=0,26) y Schroth y cols.(2010) (HR: 1,15; 95% CI: 0,88-1,51; p= 0,32).
Mientras que por otro lado, el trabajo de Lammers y cols. (2010) ha demostrado que
en los metabolizadores pobres se registra un mayor niumero de muertes que en los
metabolizadores rapidos/intermedios (p= 0,012), asi como Bijl y cols. (2009)
determinaron que la mortalidad por cancer de mama es significativamente mayor en
pacientes con los genotipos *4/*4 que en aquellas wt/wt (HR: 4,1; 95% CI: 1,1-15,9;
p=0,041).

Basado en un metaanalisis que incluyé a 5020 individuos, la Royal Dutch
Pharmacists Association y el Pharmacogenetics Working Group recomiendan el uso
del tamoxifeno en pacientes con cancer de mama en funcién del genotipo del
CYP2D6 (Swen vy cols., 2011). Sin embargo, debido a los resultados contradictorios,
todavia la National Comprehensive Cancer Network y la American Society of
Clinical Oncology no han considerado el estudio del CYP2D6 previo al inicio de la
terapia endocrina (Visvanathan y cols., 2009; NCCN, 2012).

Las contradicciones observadas pueden deberse al empleo de un disefio
metodoldgico diferente en los estudios que no siempre incluyen a pacientes con las
mismas caracteristicas, al numero de polimorfismos evaluados y a la influencia de
otros genes con frecuencias tedricamente diferentes de acuerdo a la poblacion

considerada (Hertz y cols., 2012).
2.4.5 TC21/RRAS2 y su participacion en la respuesta al tamoxifeno:

La proteina TC21 también denominada R-Ras2 pertenece a la subfamilia R-Ras
que incluyen ademas a las proteinas R-Rasl y R-Ras3 (M-Ras), los miembros de
dicha subfamilia poseen una identidad de aminoacidos de 55-60% con los miembros
de otras subfamilias (H-Ras, K-Ras y N-Ras) (Alarcon y Martinez-Martin, 2012). El
gen que codifica a R-Ras2 se encuentra ubicado en la banda 15.2 del brazo corto del
cromosoma 11 (11p15.2), estd compuesto por 6 exones y codifica una proteina de
204 aminoéacidos (23,4 kDa) (Ensembl: ENSG00000133818).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Alarc%C3%B3n%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22790196
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mart%C3%ADnez-Mart%C3%ADn%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22790196
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Se ha descrito que TC21 se encuentra asociada a la membrana plasmatica,
posee actividad GTPasa y participa en la transduccion de sefiales, por las vias
PISBK/AKT/mTOR y MEK/ERK, de los receptores de factores de crecimiento con
actividad tirosina quinasa (EGFR/HER2, IGF1-R y FGFR) (Rong y cols., 2002;
Miller, 2013; UniProtKB: P62070). El estimulo de estas vias culminan en la
activacion de multiples quinasas que catalizan la fosforilacion de varias proteinas que
participan en la regulacién del crecimiento celular, incluyendo a ER y sus proteinas
coreguladoras (Osborne y Schiff, 2011). Se ha descrito que la hiperactividad de estas
vias de sefializacion disminuyen la expresion de ER y PR, aumenta la localizacion
extranuclear y la actividad no genomica de ER; ademés, los cambios
conformacionales que ocurren por las modificaciones postraduccionales conducen a
la activacion de ER independiente de ligando e incrementa el efecto agonista del
tamoxifeno sobre ER (Arpino y cols., 2008; Osborne y Schiff, 2011).

Estudios en cultivo celular han indicado que la sobreexpresion de TC21 induce
la tumorogénesis y disminuye la sensibilidad a la inhibicion del crecimiento celular
mediada por TGF-B (Erdogan y cols., 2007). Adicionalmente, la expresion de TC21
ha sido asociada con resistencia a la terapia hormonal del cancer de mama basada en
tamoxifeno, cuya sensibilidad se ha restablecido empleando ARN de interferencia
(Mendes-Pereira y cols., 2012).

En este orden de ideas, se ha determinado que el polimorfismo -582C>T en el
promotor del gen TC21 modifica la tasa de expresion de TC21, siendo mayor el nivel
de expresion en tumores con los genotipos C/T y T/T que con el genotipo C/C
encontrandose diferencias estadisticamente (C/C versus C/T, p< 0,05; C/T versus
T/T, p< 0,01; C/C versus T/T, p< 0,001); esta variante alélica posiblemente afecta la
unién de los factores de transcripcion E2F, encontrandose asociado el alelo T a un
aumento de la afinidad de estas proteinas al promotor del gen (Rokavec y cols.,
2008).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Osborne%20CK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20887199
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Schiff%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20887199
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Osborne%20CK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20887199
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Schiff%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20887199
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Un analisis ajustado con dos factores prondstico, tamafio del tumor y estatus de
ganglios linfaticos, determind que la tasa libre de recurrencia era menos favorable
para los pacientes con el alelo T del gen TC21 en relacion a los que poseen el
genotipo C/C, identificandose un efecto de dosis del alelo T con un riesgo relativo de
1,79 por alelo (CI: 1,08-3,00; p= 0,025) (Rokavec y cols., 2008).

Cuando se realiza un andlisis combinado de los genotipos de CYP2D6 y TC21
es posible aumentar el nivel de prediccion de la respuesta al tratamiento con
tamoxifeno (Rokavec y cols., 2008). Asi, pacientes que tengan los genotipos de TC21
vinculados a un aumento en la expresion (TC21-582C/T o T/T) y genotipos de
CYP2D6 asociados con actividad disminuida (Metabolizadores intermedios y lentos)
poseen un tiempo libre de recaida significativamente menos favorable que los sujetos
con ambos genes en estado silvestre. De la misma manera, este comportamiento es
observado, pero de una forma menos acentuada, en los sujetos con alguno de los dos
genes alterados en relacion a aquellos que no poseen ninguno de los polimorfismos
que afectan la expresion de TC21 y la actividad de CYP2D6. Adicionalmente, se
calcula que existe mas del 93% de probabilidad a los 5 afios de que los pacientes con
ambos genes en estado salvaje no experimenten recaidas, en contraste con 70% en

sujetos con ambos genes alterados.
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CAPITULO 11l

MARCO METODOLOGICO

3.1 Tipo y disefio de investigacion:

Se realizd una investigacion descriptiva donde se analizaron las variantes
alélicas 1846G>A (CYP2D6*4; rs3892097), 1707delT (CYP2D6*6; rs5030655) y
100C>T (CYP2D6*10; rs1065852) del gen CYP2D6 y el polimorfismo -582C>T del
gen TC21/RRAS2 (rs11023197) mediante un ensayo de Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR por su nombre en inglés Polymerase Chain Reaction) acoplado al
Polimorfismo en la Longitud de los Fragmentos de Restriccion (RFLP por su nombre
en inglés Restriction Fragment Length Polymorphism) en una muestra de sujetos
aparentemente sanos y en grupo de pacientes con diagnostico de cancer de mama.
Posteriormente se determind los haplotipos de CYP2D6 y a partir de estos datos se
asignd el fenotipo metabolizador de CYP2D6. Finalmente, se realiz6 un analisis
combinado del fenotipo metabolizador de CYP2D6 con el polimorfismo -582C>T del
gen TC21/RRAS2 y se identificaron a los sujetos que poseian caracteristicas de

buenos, intermedios y malos respondedores al tamoxifeno.
3.2 Poblacion y muestra:

La poblacion estuvo constituida por los residentes del area metropolitana del
Estado Aragua y pacientes con diagnoéstico clinico y anatomopatolégico de cancer de

mama atendidos en el Instituto de Senologia de Aragua (ISENA).

La muestra estuvo integrada por 192 sujetos de ambos géneros y mayores de
edad los cuales se dividieron en dos grupos, referencia y enfermos. A todos los
participantes se les solicitd su consentimiento libre e informado para participar en la
presente investigacion cuyo protocolo fue disefiado siguiendo las pautas nacionales e

internacionales que regulan la investigacion con humanos; ademas, fue aprobado por
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el Comité de Bioética del Instituto de Investigaciones Biomédicas “Dr. Francisco J.

Triana Alonso” de la Universidad de Carabobo.
3.2.1 Grupo de referencia:

El grupo de referencia se encontr6 compuesto por 145 sujetos no relacionados,
aparentemente sanos y residentes del &rea metropolitana del Estado Aragua. Los
criterios de inclusion fueron: 1) Sujetos no consanguineos; 2) Residentes del area
metropolitana del Estado Aragua; 3) Mayores de edad (> 18 afios); 4) aparentemente
sanos y sin sintomas de cancer de mama y 5) Consintieran de forma verbal y por

escrito su participacion.
3.2.2 Grupo de enfermos:

En el grupo de enfermos se incluyeron a 47 pacientes con diagnostico clinico y
anatomopatoldgico de cancer de mama atendidos en el ISENA. A los participantes se
les realiz6 examen fisico con ayuda de un médico oncologo con la finalidad de
determinar el estadio clinico de la enfermedad segun el tamafio, estatus ganglionar y
metastasis a distancia (TNM) del American Joint Committeeon Cancer (Singletary y
cols., 2002) y se recopil6 informacion contenida en la historia clinica concerniente a
las caracteristicas microscopicas del tumor. Asimismo, se les solicité informacion
relacionada con el tratamiento de la enfermedad, y antecedentes familiares y
personales de cancer mama. Los criterios de inclusion fueron: 1) Sujetos con
diagnostico clinico y anatomopatoldgico de cancer de mama; 2) Se encuentren
atendidos en el ISENA; 3) No consanguineos; 4) Mayores de edad (> 18 afios); y 5)

Consintieran de forma verbal y por escrito su participacion.

El grupo de pacientes fue dividido de acuerdo al estado menopausico, tamafio
del tumor, estatus de ganglios linfaticos, presencia de metastasis distante, estatus de
los receptores de estrogenos, progesterona y HER2. De acuerdo a las caracteristicas
inmunohistoquimicas del tumor los pacientes fueron estratificados en 4 grupos: a)

Luminal A: Sujetos con tumores con receptores de estrégenos positivos y/o receptor


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Singletary%20SE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12202663
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Singletary%20SE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12202663
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de progesterona positivo y HER?2 negativo; b) Luminal B: Pacientes con tumores con
receptores de estrogenos positivos y/o receptor de progesterona positivo y HER2
positivo; ¢) HER2: Sujetos con tumores con receptores de estrogenos y progesterona
negativo y con HER2 positivo; d) Basal: Pacientes que exhiben ausencia de los
receptores de estrogenos, progesterona y HER2 (Stopeck, 2012; Verma y cols.,
2012). Adicionalmente, los pacientes fueron clasificados como receptores hormonales
positivos (ER y/o PR positivo) y receptores hormonales negativos (ER y PR

negativo).

3.2.2.1 Identificacion de pacientes con caracteristicas de cancer de mama
hereditario/familiar:

Los pacientes incluidos en la investigacion fueron clasificados como cancer de
mama hereditario/familiar de acuerdo a los criterios de evaluacién del riesgo genético
para individuos afectados por cancer establecido por la National Comprehensive
Cancer Network® de los Estados Unidos de América (2014). Se considera sujetos

con riesgo aquellos que cumplan con uno o mas de los siguientes criterios:

eConocimiento de portar alguna mutaciébn en un gen que confiere
susceptibilidad al cancer de mama.
e Cancer de mama diagnosticado a temprana edad (<40 afios).
e Cancer de mama con fenotipo triple negativo (Tipo basal) con una edad al
diagnostico de <60 afios.
¢ Dos tumores malignos de mama en el mismo individuo.
e Cancer de mama a cualquier edad, y:
a. > 1 familiar de primero, segundo o tercer grado con cancer de mama
diagnosticado a <50 afios, 0
b. >1 familiar de primero, segundo o tercer grado con cancer de ovario

epitelial diagnosticado a cualquier edad, o
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C. > 2 familiar de primero, segundo o tercer grado con cancer mama
y/o de pancreas diagnosticado a cualquier edad, o
d. Originario de una poblacion de alto riesgo.

e > | familiar de la misma linea con cancer de mama y > 1 cancer de pancreas,
cancer de prostata agresivo, sarcoma, carcinoma adrenocortical, tumores cerebrales,
cancer de endometrio, leucemia/linfoma, céancer de tiroides, manifestaciones
dermatoldgicas (Caracteristicas del sindrome de Cowden) y/o macrocefalia, polipos
en el tubo digestivo y cancer de estomago.

e Cancer de ovario.

e Cancer de mama en hombre.
3.3 Extraccion de ADN:

A cada participante se le extrajo una muestra de 2 mL de sangre periférica la
cual fue almacenada en tubos con el anticoagulante EDTA a 4°C hasta el momento
del aislamiento del ADN gendmico. Para ello se emplearon 300-400 pL de sangre y
mediante una modificacion del método descrito por Miller y cols. (1988) se aislo el
ADN genémico a través del método de precipitacién salina. Cada persona fue

identificada mediante un cédigo inequivoco.

La cantidad, concentracion y el indice Aggo/Azg fueron determinados por
espectrofotometria y la integridad del ADN se analizd mediante electroforesis en gel

de agarosa al 0,8% y revelado con bromuro de etidio.

3.4 Estandarizacion de la amplificacion de secuencias mediante la Reaccion en

Cadena de la Polimerasa:

Se amplificaron secuencias especificas que contienen las variantes alélicas
1846G>A (CYP2D6*4), 1707delT (CYP2D6*6) y 100C>T (CYP2D6*10) del gen
CYP2D6 y el polimorfismo -582C>T del gen TC21/RRAS2 mediante la PCR.

Para la amplificacion del alelo 4 se siguieron las recomendaciones de Hanioka y

cols. (1990) y Lemos y cols. (1999), y para el alelo 6 lo descrito en el trabajo Sachse
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y cols. (1997). Los oligonucleétidos cebadores empleados para amplificar las
secuencias que contienen alelo 10 de CYP2D6 y al polimorfismo -582C>T del gen
TC21/R-RAS2 fueron disefiados de acuerdo a lo descrito por Grunenwald (2003)
empleando los programas FastPCR (Kalendar y cols., 2011), Primer-BLAST
(National Center for Biotechnology Information, 2009) y OligoAnalyzer 3.1
(Integrated DNA Technologies, 2013) utilizando la secuencia génica disponible en la
base de datos del European Bioinformatics Institute (CYP2D6: ENSG00000100197;
TC21: ENSG00000133818). En la Tabla 1 se encuentra resumida la secuencia y las
caracteristicas de los iniciadores.

Las condiciones de cada reaccion de amplificacion fueron estandarizadas
realizando curvas de concentracién de los reactivos empleados en la PCR. La primera
reaccion de PCR se realiz6 bajo condiciones estdndar (Grunenwald, 2003),
posteriormente se ajusto la concentracion del cloruro de magnesio (MgCly) variando
la concentracién (1,0- 4,5 mM). Una vez determinada la concentracion 6ptima del
MgCl,, ésta se mantuvo constante y se ensayaron las concentraciones de
desoxirribonucleotidos trifosfatos (ANTPs) 75-175 uM. Para el ensayo siguiente se
mantuvieron fijas las concentraciones éptimas de MgCl, y dNTPs y se ensayaron las
concentraciones de los oligonucleétidos iniciadores 0,150- 0,250 uM. Por dltimo se
realizd la curva de ADN gendmico molde con 20-40 ng y la ADN polimerasa
termoestable (GoTag®): 0,75- 1,25 U. La reaccion se llevo a cabo en un volumen
final de 25 pL bajo las condiciones recomendadas por el fabricante de la enzima
GoTaq® y en cada reaccion se colocé un control negativo. La incubacion se realizé en

un termociclador marca BIO-RAD®, modelo C100™.

El programa de amplificacion consistid en una desnaturalizacion inicial a 94°C
por 2 min, seguida de 30 ciclos de amplificacion (Desnaturalizacion 94°C durante 45
s; hibridacion de cebadores 60°C por 45 s; extension 72°C por 1 min). Al final de los

30 ciclos se realiz6 una extension final de 7 min a 72°C.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Tabla 1. Iniciadores usados para la amplificacion mediante PCR de secuencias del gen CYP2D6 y TC21

Nombre R.eglonl de Secuencia de los iniciadores (5" —3") '[m

interés °C)

CYP2D6*4 Sitio de corte y D: GCTTCGCCAACCACTCCG 59,5

empalme entre el

(rs3892097) | intron 3y exdn 4 R: AAATCCTGCTCTTCCGAGGC 57,4

CYP2D6%6 D:CCTGGGCAAGAAGTCGCTGGACCAG | 65,3
Exén 3

(rs5030655) R: GAGACTCCTCGGTCTCTCG 56,2

CYP2D6*10 D: AACGCTGGGCTGCACGGTAC 63,1
Exén 1

(rs1065852 ) R: TGATGGTCCATGTCGGTGAGCA 60,7

TC21 D: CACTGTCACAACCACCAGCCCAT 61,9

Promotor
(rs11023197) R: GCTCCTCTACGCGTCTCCGCA 63,6

39

D: Oligonucledétido cebador directo. R: Oligonucleétido cebador reverso; los nucledtidos subrayados corresponden cambios que se han realizado en
la secuencia de los oligonucle6tidos cebadores para introducir una diana de restriccion y/o eliminar la formacién de dimeros de iniciadores. Tm:
Temperatura de fusién (Por su nombre en inglés Melting temperatura). En paréntesis se encuentra el nimero de acceso del polimorfismo génico
descritos en la base de datos de los SPNs del National Center forBiotechnologyInformation.
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Los productos de amplificacion de CYP2D6*4, CYP2D6*6, CYP2D6*10 vy
TC21 tienen tamafio esperado de 354, 353, 540 y 507 pb, respectivamente. La
amplificacion fue verificada mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al 6%

(acrilamida:bisacrilamida 29:1) tefiido con sales de plata.

El proceso de revelado con nitrato de plata (AgNO3) implicd las siguientes
etapas: a) Fijacion: el gel fue sumergido en solucién de acido acético al 10% durante
20 min; b) Lavado con agua destilada; c) Impregnacién: el gel fue colocado durante
15 min en una solucion compuesta por AgNO3 al 0,1% y formaldehido al 0,06%; d)
Segundo lavado con agua destilada; €) Revelado: se incubd el gel hasta la aparicion
de las bandas con la solucion reveladora (NaOH 1,5% y formaldehido 0,06%).
Finalmente, se detiene la reaccion descartando la solucion reveladora y agregando
solucion de acido acético al 10% (Benbouza y cols., 2006). La imagen del gel fue
captada por un equipo de fotodocumentacién marca BIO-RAD® modelo GelDoc™
XR+.

3.5 Determinacion del genotipo de CYP2D6y TC21:

Mediante la técnica de RFLP se determinaron los genotipos de CYP2D6 y
TC21. Esta técnica se fundamenta en el reconocimiento diferencial de sitios de
restriccion en distintas muestras de ADN, debido a que la presencia de un
polimorfismos genético puede crear o eliminar una secuencia reconocida por una
enzima de restriccion, lo cual conduce a la generacion de fragmentos de restriccion
con tamafos especificos cuyo perfil puede evidenciarse mediante electroforesis
(Gormus y cols., 2012).

Los fragmentos de restriccion esperados para cada genotipo se encuentran
resumidos en la Tabla 2. Las condiciones de incubacion para la digestion fueron las

recomendadas por el fabricante de las enzimas de restriccion.
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Como puede notarse, en todos los casos los sujetos heterocigotos poseen un
perfil de fragmentos de restriccién que combina los perfiles de los sujetos con y sin

los polimorfismos.

Para la asignacion del genotipo se analiz6 el perfil de los productos de
restriccion mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al 7% y 11%
(acrilamida:bisacrilamida 29:1) tefiido con sales de plata como ha sido descrito

anteriormente.

Tabla 2. Fragmentos de restriccion esperados en los polimorfismos 1846G>A
(CYP2D6*4), 1707delT (CYP2D6*6) y 100C>T (CYP2D6*10) del gen CYP2D6 y
-582C>T de TC21 mediante el Polimorfismo de la Longitud de los Fragmentos de
Restriccion

Variante Producto Enzir_na_QIe Alelo silvestre Alello .
PCR (pb) | restriccion polimorfico
CYP2D6*4 354 BstOl 105, 249 354
CYP2D6*6 353 BstOl 163, 190 23,139, 190
CYP2D6*10 540 Kpnl 520, 20 540
582C>TTC21 507 Rsal 20,106,381 | 20401

3.6 Reconstruccion de los haplotipos del gen CYP2D6 y determinacion del

fenotipo metabolizador:

A partir de los datos genotipicos obtenidos del analisis molecular de la

poblacién, se realizé la reconstruccion de los haplotipos mediante analisis bayesiano
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utilizando el programa PHASE Version 2.1 (Stephens y Donnelly, 2003). En la Tabla
3 se definen los haplotipos esperados, los cuales son denominados como: *1, *4,
*4Bas, *6 y *10 (Fuselli y cols., 2004; Sistonen y cols., 2007); el haplotipo*1 se
encuentra vinculado a un nivel de actividad de CYP2D6 normal (Haplotipo rapido),
los haplotipos *4, *4Bas y *6 generan a CYP2D6 sin funcion (Haplotipo lento) vy el
haplotipo *10 se asocia con una actividad enzimatica disminuida (Haplotipo

intermedio).

Tabla 3. Haplotipos de CYP2D6

Haplotipo | CYP2D6*10 CYP2D6*6 CYP2D6*4 eAn(z:gmétciiacda
*1 C T G Normal
*4 T T A Nula
*4Bas C T A Nula
*6 C DelT G Nula
*10 T T G Disminuida

Los nombres de los haplotipos son los sugeridos por el Human Cytochrome P450 (CYP) Allele
Nomenclature Committee, Fuselli et al (2004) y Sistonen et al (2007).

Mediante los haplotipos de CYP2D6 se infiri6 el fenotipo metabolizador de los
individuos, clasificando a los sujetos en tres grupos: a) Metabolizadores lentos,
corresponde a los sujetos que poseen solo haplotipos lentos en ambos cromosomas, b)
Metabolizadores intermedios, presentan al haplotipo intermedio en ambos
cromosomas o0 alguna de las siguientes combinaciones de haplotipos:
rapido/intermedio; intermedio/lento o rapido/lento, ¢) Metabolizadores rapidos,

sujetos que no poseen los haplotipos lentos o intermedio.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Stephens%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14574645
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Donnelly%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14574645
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La asignacion del fenotipo metabolizador se realiz6 a través de una
modificacion de lo descrito por el grupo de Schroth (2009).

3.7 Andlisis combinado de los fenotipos metabolizadores de CYP2D6 y los

genotipos de TC21:

Los sujetos estudiados fueron clasificados en 3 grupos de acuerdo a lo descrito
por el equipo de Rokavec (2008). ElI grupo A denominado también
TC21 wt/CYP2D6_rapido se encontrd6 compuesto por sujetos metabolizadores
rapidos de CYP2D6 y genotipo TC21-582C/C. En el grupo B se incluyeron a sujetos
que cumplan cualquiera de las siguientes caracteristicas: B-1) Individuos con un
metabolismo  intermedio o lento de CYP2D6 'y  TC21-582C/C
(TC21_wt/CYP2D6_afectado); o B-2) Personas metabolizadoras rapidas de CYP2D6
y con genotipos de TC21 -582C/T o T/T (TC21_mut/CYP2D6 _ rapido). El grupo C
se encontrd6 compuesto por sujetos metabolizadores intermedios o lentos y con
genotipos de TC21 -582C/T o T/T (TC21_mut/CYP2D6_afectado).

En sintesis los grupos A, B y C fueron catalogados como respondedores

buenos, intermedios y malos, respectivamente.
3.8 Analisis estadistico:
3.8.1 Equilibrio de Hardy-Weinberg y desequilibrio de ligamiento:

El equilibrio de Hardy-Weinberg fue determinado a partir de las frecuencias
alélicas de las variantes 1846G>A (CYP2D6*4), 1707delT (CYP2D6*6) y 100C>T
(CYP2D6*10) del gen CYP2D6 y el polimorfismo -582C>T del gen TC21/R-RAS2
empleando el programa POPGENE Version 1.31 (Yeh y Boyle, 1997).

El desequilibrio de ligamiento fue evaluado en cada par de polimorfismos
empleando los datos haplotipicos de CYP2D6 mediante el calculo de dos estadisticos,
D" y r% La diferencia entre la frecuencia de un haplotipo observado y esperado es

denominado desequilibrio de ligamiento y es representado por la letra D, un valor



44

diferente a 0 indica que existe desequilibrio de ligamiento entre los alelos de los loci
evaluados. El estadistico D" es un valor normalizado de D, expresado en un rango de
-1 a 1; el estadistico r* es un coeficiente de determinacién y evalta el grado de
correlacion de los alelos, el valor de r? se encuentra entre 0 a 1 (Langaee y Shin,
2010).

Para el célculo de los estadisticos, D" y r? se utilizé el programa Arlequin
Version 3.5 (Excoffier y Lischer, 2010). Solo los sitios polimérficos con una
frecuencia alélica mayor al 5% fueron incluidos en el analisis debido a la reduccion
del poder de deteccion del desequilibrio de ligamiento observado en situacion
contraria (Goddard y cols., 2000).

3.8.2 Anadlisis descriptivo:

Se realizd con el paquete estadistico SPSS 19 (Statistical Pacckage for the
Social Sciences) (2010).

La prueba de X% con la correccion de Yates fue utilizada para el anélisis de la
distribucion de genotipos, alelos, haplotipos y fenotipo metabolizador entre las dos
muestras incluidas en este estudio y entre la poblacion de referencia y otras
poblaciones reportadas en la literatura. Se estableci6 un valor de p menor de 0,05 para

que las diferencias sean significativas.
3.9 Declaracién de conflicto de interés:

Esta investigacién fue conducida en ausencia de cualquier relacién comercial y
de financiamiento con un algin ente privado que pueda ser interpretado como un

posible conflicto de interes.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

4.1 Caracteristicas del grupo de referencia:

El grupo de referencia (n= 145) se encontrd constituido por 72,4% (n= 105) de
mujeres y 27,6% (n= 40) de hombres, todos mayores de edad con una media de 32,5

+ 10,6 afios.
4.2 Caracteristicas clinicas y del tumor de los pacientes:

El grupo de pacientes con cancer de mama (n= 47) se encontr6 compuesto
97,9% (n= 46) de mujeres y 2,1% (n= 1) de hombres, la edad promedio fue de 49 +

12 afios.

En relacién a las caracteristicas clinicas, del total de pacientes incluidos en el
estudio 44,7% (n= 21) se encontraron en estado premenopausico y 53,2% (n= 25) en
estado postmenopausico antes de iniciar los esquemas de quimioterapia citotdxica, el
2,1% (n= 1) restante corresponde al género masculino. Se evaluaron dos variables
clinicas independientes asociadas con el pronostico de la enfermedad, el tamafio del
tumor y el estatus de ganglios linféaticos regionales, determinandose que al momento
del diagnostico el 93,6% (n= 44) de los pacientes poseen tumores con un tamafo
mayor a 2 cm, mientras que en 6,4% (n= 3) el tamafio fue menor a 2 cm. En cuanto al
estatus de los ganglios linfaticos regionales, se determind que 29,8% (n= 14) no
poseen metastasis ganglionar (NO); 61,7% (n= 29) poseen metastasis en el grupo de
ganglios linfaticos axilares ipsilaterales del nivel 1 y Il siendo moviles los ganglios
afectados (N1); y el 8,5% (n= 4) poseen metastasis ipsilateral con ganglios fijos en
los niveles axilares |1 y II o mamario interno y/o metastasis ipsilateral en los ganglios
linfaticos ubicados en el nivel 111 (N2 + N3) (Tabla 4).



Tabla 4. Caracteristicas clinicas de los pacientes
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Caracteristica No. de pacientes (n=47) %

Edad (Afos) 49+ 12 100
Género:

Femenino 46 97,9

Masculino 1 2,1
Estado menopausico:

Premenopadusico 21 447

Postmenopadsico 25 53,2

No aplica 1 2,1
Tamarnio del tumor (cm):

<2 3 6,4

>2 44 93,6
Estatus de ganglios linfaticos:

NO 14 29,8

N1 29 61,7

N2 + N3 4 8,5
Metéstasis distante:

Si 6 12,8

No 41 87,2
Estadios clinico:

Estadio | 3 4,3

Estadio 11 20 42,6

Estadio 111 19 40,4

Estadio IV 5 12,8
Estatus del receptor de estrogenos:

Positivo 17 36,2

Negativo 29 61,7

Desconocido 1 2,1
Estatus del receptor de progesterona:

Positivo 19 40,4

Negativo 27 57,5

Desconocido 1 2,1
Estatus del HER2:

Positivo 33 70,2

Negativo 13 27,7

Desconocido 1 2,1
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En lo que respecta al estadio clinico segun la clasificacion TNM (Tabla 4 y 5),
el 4,3%(n= 2), 42,6% (n=20), 40,4% (n=19) y 12,8% (n= 6) de los pacientes fueron

diagnosticados en los estadios I, I1, 111 y 1V, respectivamente.

Tabla 5. Frecuencia del estadio clinico del cAncer de mama al momento del diagnéstico

Estadio No. d(err]gz;:i)entes %
1A 2 4,3
A 5 10,6
1B 15 31,9
A 9 19,1
1B 7 14,9
c 3 6,4
v 6 12,8

Total 47 100,0

Clasificacion TNM del American Joint Committee on Cancer.

El tipo histologico de los tumores fue evaluado por un médico patologo,

determinando que el tipo mas frecuente fue el carcinoma ductal infiltrante,

representando el 83% (n= 39) de los casos evaluados, le sigue en frecuencia, con un

10,6% (n= 5) el carcinoma lobulillar infiltrante y el resto a los otros grupos

histologicos.
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El estatus de los receptores de estrogenos, progesterona y HER2 fue analizado

mediante inmunohistoquimica en un laboratorio especializado, determindndose que

36,2% (n= 17) son receptores de estrégenos positivos; 40,4% (n= 19) receptores de

progesterona positivo; 70,2% (n= 33) HER2 positivo y 2,1% (n= 1) desconocido. A

partir de esta informacidn se realiz6 una subtipificacion molecular de los pacientes de

los cuales 10,6% (n= 5) corresponden al tipo Luminal A; 40,4% (n= 19) Luminal B;

29,8% (n= 14) HER2; 17,0% (n= 8) basal y 2,1% (n= 1) desconocido (Tabla 6).

Tabla 6. Frecuencia del tipo molecular cancer de mama

No. de pacientes

Tipo (n= 47) %
Luminal A 5 10,6
Luminal B 19 40,4
HER2 14 29,8
Basal 8 17
Desconocido 1 2,1

Caracteristicas moleculares obtenidos del estudio inmunohistoquimico.

Adicionalmente, se documentd que 51,0% (n= 24) de los pacientes tienen

tumores que son receptores hormonales positivos (ER positivos y/o PR positivo);

46,8% (n= 22) son receptores hormonales negativos y se desconoce la situacion del

2,1% (n= 1) de los pacientes.
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4.2.1 Frecuencia del cAncer de mama hereditario/familiar:

De los 47 pacientes con cancer de mama incluidos en la investigacion se

identificd que el 10,6% (n= 5) poseen caracteristicas sugestivas de cancer de mama

hereditario/familiar. A continuacién se describe cada caso:

a)

b)

d)

Caso 1: Femenina de 56 afios de edad, con cancer de mama inflamatorio, de
tipo luminal B en estadio IV. Presenta antecedentes personales de cancer de
mama contralateral (Diagnosticado a los 50 afios) y de un familiar de primer
grado (madre) y otro de segundo grado (tia paterna) afectada por cancer de
mama (Figura 4).

Caso 2: Masculino de 46 afos de edad, con carcinoma ductal infiltrante, de
tipo luminal B en estadio I1IA. Sin antecedentes personales ni familiares de
cancer de mama.

Caso 3: Femenina de 27 afios de edad, con carcinoma ductal infiltrante, de
tipo basal en estadio IIA. Sin antecedentes personales ni familiares de
cancer de mama.

Caso 4: Femenina de 45 afios de edad, con carcinoma ductal infiltrante, de
tipo basal en estadio 1V. Con antecedentes de cancer en la linea materna,
madre afectada por cancer de mama y Utero, abuela padecié de cancer de
mama y abuelo de cancer de pulmén; en relacion a la linea paterna, padre y
abuela afectados por cancer de laringe.

Caso 5: Femenina de 48 afos de edad, con carcinoma ductal infiltrante, de
tipo luminal B en estadio IV. Presenta antecedentes personales de cancer de

mama contralateral diagnosticado a los 46 afos.
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Figura 4. Genealogia del caso 1 sospecho de cancer de mama hereditario/familiar
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Sefialado con una flecha se encuentra el caso indice que corresponde a una paciente femenina de 56
afios de edad, con antecedentes personales de cancer de mama contralateral diagnosticado a los 50
afios, también posee el antecedente de su madre muerta por cancer de mama. Como puede notarse, en
la IV generacién existen 6 familiares directos con alto riesgo de cancer de mama hereditario/familiar.

4.3 Condiciones de amplificacién de secuencias mediante la Reaccion en Cadena

de la Polimerasa:

Las condiciones finales de las reacciones de amplificacion de las secuencias
que contienen a los polimorfismos 1846G>A (CYP2D6*4), 1707delT (CYP2D6*6) y
100C>T (CYP2D6*10) del gen CYP2D6 y -582C>T del gen TC21se encuentran

resumidas en la Tabla 7.

Posterior a la optimizacién de las cuatro reacciones de PCR se obtuvo un
producto unico sin bandas inespecificas, ademas se probo la reproducibilidad del

ensayo en todos los individuos que integran la muestra.
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Tabla 7. Condiciones 6ptimas de amplificacion mediante PCR de las secuencias que
contienen a las variantes alélicas CYP2D6*4, CYP2D6*6, CYP2D6*10 y -582C>T de
TC21

Reactivo | CYP2D6*4 | CYP2D6*6 | CYP2D6*10 |  TC21
dNTPs (uM) 110 120 120 120
Cebadores(uM) 175 200 200 150
Mg?*(mM) 175 175 175 175
GoTaq® (UI/25 | ¢ s 0,80 0,80 0,80
pL)
A(r%’fzg“ﬁf)e 27,5 25 25 20

dNTPs: Desoxirribonucledtidostrifosfatos; Mg®": Magnesio; GoTaq®: ADN polimerasa termoestable
marca GoTaq® de Promega.

4.4 Frecuencia genotipica del gen CYP2D6 y TC21/RRAS2:

En relacion a la poblacién de referencia (voluntarios sanos), se determind que el
polimorfismo 1846G>A del gen CYP2D6 en estado heterocigoto y homocigoto se
encuentra con una frecuencia de 20,7% (n= 30) y 4,1% (n= 6), respectivamente; la
ausencia del polimorfismo cataloga a los sujetos como silvestres para CYP2D6*4,
siendo la forma maés frecuente, 75,2% (n= 112). En cuanto a los genotipos de
CYP2D6*6, so6lo se encontr6 en estado heterocigoto con una frecuencia de 0,7% (n=
1), el resto correspondié al genotipo salvaje (99,3%). La variante CYP2D6*10
también se encontrd solo en estado heterocigoto, cuya frecuencia fue de 24,1% (n=
35) mientras que el genotipo silvestre presentd una frecuencia de 75,9% (n=110). En
lo que respecta al polimorfismo -582C>T del gen TC21, se determind que el genotipo
méas abundante fue el C/C con una frecuencia de 50,3% (n= 73), seguido de los

genotipos C/T y T/T con una frecuencia de 41,4% y 8,3%, respectivamente.
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En el grupo de pacientes con cancer de mama receptores hormonales positivos
(n=24), se determind que los polimorfismos 1846G>A (CYP2D6*4) y 100C>T
(CYP2D6*10) de CYP2D6 solo se encuentran en estado heterocigoto presentando una
frecuencia de 20,8% (n= 5) siendo el estado salvaje para el analisis de esta variante la
forma méas abundante con una proporcion de 79,2% (n =19); la variante 1707delT
(CYP2D6*6) no fue encontrada en el grupo de pacientes. En lo que respecta al
polimorfismo -582C>T del gen TC21, se encontrd que los genotipos C/C y C/T
presentaron una frecuencia de 45,8% y 54,2%, respectivamente; el genotipo T/T no

fue encontrado en este grupo.

En las Figuras 5, 6, 7 y 8 se muestra un ejemplo del perfil electroforético obtenido
para los genotipos de los sistemas CYP2D6*4, CYP2D6*6 y CYP2D6*10 y -582C>T

de TC21, respectivamente.

4.5 Frecuencia de las variantes alélicas 1846G>A (CYP2D6*4), 1707delT
(CYP2D6*6) y 100C>T (CYP2D6*10) del gen CYP2D6 y -582C>T de TC21:

Se evaluaron un total de 290 cromosomas de la poblacién de referencia (145
individuos) determinandose que en los voluntarios sanos los alelos *1 (ausencia de
los polimorfismos evaluados),*4, *6 y *10 del gen CYP2D6 se encuentran en una
frecuencia de 73,1% (n= 212), 145% (n= 42), 0,3% (n= 1) y 12,1% (n= 35),
respectivamente. En relacién a los alelos del polimorfismo -582C>T del gen TC21 se
determind que el alelo C, relacionado con una baja expresion de la enzima, se
encuentra con una frecuencia de 71,0% (n= 206); mientras que el alelo T, asociado
con un aumento de la expresion de TC21, se encontré con una frecuencia de 29,0%
(n=84) (Tabla8y9).
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Figura 5. Visualizacion de los genotipos del polimorfismo 1846G>A (CYP2D6*4)
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al 7%
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M: Marcador de 50 pb; Carril 1: Producto PCR de 354 pb sin digerir; Carril 2: Sujeto con el genotipo
*1/*4; Carril 3: Individuo con el genotipo *4/*4; Carrilles 4-7: Sujetos con el genotipo *1/*1.
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Figura 6. Visualizacion de los genotipos del polimorfismo 1707delT (CYP2D6*6)
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al 7%
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M: Marcador de 50 pb; Carril 1: Producto PCR de 353 pb sin digerir; Carrilles 2,3,5-7: Sujetos con el
genotipo wt/wt; Carril 4: Individuo con el genotipo wt/*6.
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Figura 7. Visualizacion de los genotipos del polimorfismo 100C>T (CYP2D6*10)
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al 11%
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M: Marcador de 50 pb; Carril 1: Producto PCR de 540 pb sin digerir; Carrilles 2 y 5: Sujetos con el
genotipo wt/*10; Carril 3, 4, 6 y 7: Individuos con el genotipo wt/wt.
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Figura 8. Visualizacion de los genotipos del polimorfismo -582 del gen TC21 mediante

electroforesis en gel de poliacrilamida al 7%

pb.

500

350
300

250
200

150

100

507

381
334

106

M: Marcador de 50 pb; Carril 1: Producto PCR de 507 pb sin digerir; Carriles 2 y 4: Sujetos con el
genotipo C/T; Carriles 3, 5y 6: Individuos con los genotipos C/C; Carril 7: Sujeto con el genotipo T/T.
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En lo que respecta al grupo de pacientes con céncer de mama receptores
hormonales positivos, se evaluaron 48 cromosomas (24 individuos). En cuanto a los
alelos del gen CYP2D6, se encontro que el alelo *1 tuvo una frecuencia de 79,2% (n=
38) y de los polimorfismos CYP2D6*4, CYP2D6*6 y CYP2D6*10 fue de 10,4% (n=
5), 0% (n= 0) y 10,4% (n= 5), respectivamente. Por otro lado, el alelo C del
polimorfismo -582C>T del gen TC21 se encontré con una frecuencia de 72,9% vy el
alelo T con una de 27,1% (Tabla 8).

Tabla 8. Frecuencia alélica de los polimorfismos 1846G>A (CYP2D6*4), 1707delT
(CYP2D6*6), 100C>T (CYP2D6*10) y -582C>T de TC21 obtenida en la muestra de
voluntarios aparentemente sanos y pacientes con cancer de mama

Alelo Voluntarios Pacientes
[% ()] [% (n)]
CYP2D6*1 73,1 (212) 79,2 (38)
CYP2D6*4 14,5 (42) 10,4 (5)
CYP2D6*6 0,3 (1) 0 (0)
CYP2D6*10 12,1 (35) 10,4 (5)
TC21-582C 71,0 (206) 72,9 (35)
TC21-582T 29,0 (84) 27,1 (13)
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Tabla 9. Frecuencia de los alelos *1, *4, *6 y *10 del gen CYP2D6 obtenida en la muestra de voluntarios aparentemente
sanos evaluados en el presente trabajo y otras poblaciones

FRECUENCIA ALELICA [%(n)]

Poblacion Chr *1 *4 *6 *10 X2 p
Presente estudio | 290 | 73,1(212) | 14,5 (42) 0,3 (1) 12,1 (35) Ref. Ref.
“Afroamericanos | 544 | 92,6 (504) | 3,9 (21) 0,6 (3) 2,9 (16) 59,37 | <0,001

;ﬁ:ﬁig‘ﬁgg 694 | 77,1(535) | 19,7 (137) | 1,0(7) | 22@5) |41,23 | <0,001
PEcuatorianos 236 | 88,1(208) | 10,6 (25) 0 (0) 1,3(3) 26,,01 | <0,001
‘Embera” 306 | 78(239) 14 (43) | 1,1(3) 6,9(21) | 439 | 0,223
Espafioles 898 | 80,1 (719) | 16,5(148) | 1,2 (11) 2,2 (20) 46,38 | <0,001
‘Guaimi® 688 | 64,9 (447) | 17,1(118) | 05(3) | 17,5(120) | 6,12 | 0,106
®Mediterraneos | 494 | 55,5 (274) | 17,8(88) | 8,1 (40) | 18,6(92) | 33,91 | <0,001

"México-

ormertearos 528 | 86,8(458) | 10(53) | 0,4(2) 2,8(15) | 31,77 | <0,001
9Nicaraglienses | 196 | 82,7 (162) | 14,2(28) | 0(0) 3,1(6) |11,51| 0,009

Chr: Cromosomas evaluados; 5:Amerindios de Panama; y:Amerindios de Colombia;. p: Valor p obtenido al aplicar el estadistico chi-cuadrado (X?)
con la correccion de Yates. Fuente: a: Gaedigk y cols. (2008); b: Dorado y cols. (2012); c: Jorge y cols. (1999); d: Almoguera y cols. (2010); e:
Sistone y cols. (2007); f: Luo y cols. (2005); g: Llerena (2012).
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4.6 Frecuencia haplotipica y del fenotipo metabolizador de CYP2D6:

Se encontré que en los voluntarios sanos la frecuencia del haplotipo *1 es
84,2% (n= 244), mientras que la de los haplotipos *4, *4bas, *6 y *10 fue de 11,0 %
(n=32), 3,5% (n=10), 0,3% (n=1) y 1,0% (n= 3), respectivamente (Tabla 10). En el
grupo de pacientes la frecuencia de haplotipo *1 fue de 89,6% (n=43) y del haplotipo
*4 de 10,4% (n=5) (Tabla 11A).

A partir de los datos haplotipicos de cada individuo se determiné el fenotipo
metabolizador de CYP2D6, determindndose en la poblacion de referencia una
frecuencia de metabolizadores rapidos de 72,4% (n= 105), metabolizadores
intermedios de 23,5% (n= 34) y metabolizadores lentos de 4,1% (n=6). En el grupo
de pacientes, se encontrd que el 79,2% (n= 19) correspondian a los metabolizadores

rapidos y el otro 20,8% (n=5) a los metabolizadores intermedios (Tabla 11B).

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los
voluntarios sanos y los pacientes en lo respecta a la frecuencia haplotipica de
CYP2D6 y del fenotipo metabolizador de CYP2D6.

4.7 Andlisis combinado de los fenotipos metabolizadores de CYP2D6 y los

genotipos de TC21:

En los voluntarios sanos el Grupo A (TC21 wt/CYP2D6_réapido) presento una
frecuencia de 34,5% (n= 50). EI Grupo B present6 una frecuencia de 53,8% (n= 78);
el subgrupo B-1 (TC21 wt/CYP2D6_afectado) tuvo una frecuencia de 15,9% (n=
23), mientras que en el subgrupo B-2 (TC21_mut/CYP2D6_ rapido) fue de 37,9 (n=
55). En el Grupo C (TC21_mut/CYP2D6_afectado) se obtuvo una frecuencia de
11,7% (n=17) (Tabla 12).
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Tabla 10. Frecuencia haplotipica del CYP2D6en la muestra de voluntarios aparentemente sanos evaluados en el presente

trabajo y en diferentes poblaciones

FRECUENCIA HAPLOTIPICA [%(n)]

Poblacién | Chr *1 *4 *6 *10 X2 p
Presente

i | 290 | 842(244) | 145(42) | 03 (1) 1,0 (3) Ref. Ref.
Africa
subsahariana | 254 | 929(236) | 2:8(7) 0 (0) 43(11) | 2499 | <0,001
Medio

Ooriane | 296 | 911(270) | 68(20) | 14(4) | 07(2) 9,07 0,028
Europa | 314 | 79,3(249) | 172(54) | 06(2) | 29(9) 2,63 0,453
Asiadel | o0 | 681 (370) | 8,1 (34) 0 (0) 38(16) | 1021 | 0017
Centroysur

Asia de este | 482 | 57,9 (279) | 2,7 (13) 0(0) |39,4(190) | 156,95 | <0,001
América® | 216 | 96,8 (209) | 3,2 (7) 0 (0) 0 (0) 17,93 | <0,001

Chr: Cromosomas evaluados; I: Incluye al haplotipo*4Bas; §: Grupo compuesto por poblaciones de Pimas, Mayas, Colombianos, Karitiana y
Surui. Datos poblacionales tomados del trabajo de Sistonen y cols. (2007). p: Valor p obtenido al aplicar el estadistico chi-cuadrado (X?) con la

correccion de Yates.
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Tabla 11. Frecuencia haplotipica y del fenotipo metabolizador de CYP2D6 obtenida en
la muestra de voluntarios aparentemente sanos y pacientes con cancer de mama

A)

B)

Haplotio Voluntarios Pacientes
bronP [% (n)] [% (n)]
*1 84,2 (244) 89,6 (43)
*4 11,0 (32) 10,4 (5)

*4Bas 3,5 (10) 0 (0)

*6 0,3(1) 0 (0)

*10 1,0 (3) 0 (0)
Fenotipo Voluntarios Pacientes
metabolizador [% (n)] [% (n)]
Répido 72,4 (105) 79,2 (19)

Intermedio 23,5 (34) 20,8 (5)
Lento 4,1 (6) 0 (0)
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Tabla 12. Frecuencia del fenotipo responder del tamoxifeno obtenido del andlisis

combinado de los fenotipos metabolizadores de CYP2D6 y los genotipos de TC21

Fenotipo metabolizador de

. Voluntarios | Pacientes
CYP2D6 y genotipo -582C>T | Grupo
 eTen P meml | e )
TC21_wt/CYP2D6_ répido A 34,5 (50) 41,7 (10)
TC21_wt/CYP2D6_afectado
0 B 53,8 (78) 41,7 (10)
TC21_mut/CYP2D6_ rapido
TC21 _mut/CYP2D6_afectado C 11,7 (17) 16,6 (4)

TC21_wt: Genotipo de C/C de TC21; CYP2D6_ rapido: Metabolizador rapido o extensivo de
CYP2D6; CYP2D6_afectado: Metabolizar intermedio o lento de CYP2D6; TC21 mut: Genotipos T/C
o0 T/T; Grupo A: Respondedor bueno; Grupo B: Respondedor intermedio; Grupo C: Respondedor

malo.

En cuanto al grupo de pacientes con cancer de mama receptores hormonales

positivos, se encontré que el Grupo A y B presentaron una frecuencia de 41,7% (n=

10) cada uno, con una proporcién de 4,2% (n=1) y 37,5% (n= 9) para los subgrupos

B-1 y B-2, respectivamente. En el Grupo C, se documentd una frecuencia de 16,7%

(n=4) (Tabla 12).
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4.8 Equilibrio de Hardy-Weinberg y desequilibrio de ligamiento:

Se determind que en la muestra de voluntarios sanos y pacientes con cancer de
mama receptores hormonales positivos los polimorfismos 1846G>A, 1707delT y
100C>T del gen CYP2D6 y la variante -582C>T del gen TC21 se encuentran en
equilibrio de Hardy-Weinberg (p>0,05).

En la poblacion de referencia y pacientes con cancer de mama se determiné que
los polimorfismos 1846G>A y 100C>T del gen CYP2D6se encuentran en
desequilibrio de ligamiento. En los voluntarios sanos el valor de los estadisticos
evaluados fue de D'= 0,90 y r?= 0,65 (p<0,001); y en los pacientes de D'= 1,00 y r’=

1,00 (p<0,001), lo cual indica un fuerte desequilibrio de ligamiento.
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CAPITULO V
DISCUSION

El tamoxifeno es un farmaco ampliamente utilizado en el tratamiento de
pacientes con cancer de mama hormonosensibles, documentandose que en Venezuela
es utilizado aproximadamente en el 66% de los pacientes con dicha entidad
nosoldgica (Bergamo y cols., 2011). La respuesta clinica depende de varios factores

que incluyen las caracteristicas clinicas y el perfil genético del sujeto, entre otros.

La informacién clinica conseguida en este estudio (n= 47) indica que una
proporcion importante de los pacientes con cancer de mama (53,2%) son
diagnosticados en estadios clinicos avanzados (Estadios 111 y I1V) (Tablas 4 y 5). Esta
situacion constituye un serio problema de salud pablica debido la influencia sobre el
nivel de respuesta terapéutica en funcion del estadio clinico de la enfermedad; asi
segin datos suministrados por la American Cancer Society® (2013) se ha
determinado que la tasa de sobrevida a los 5 afios de los pacientes en los estadios 111y
IV es de 72% y 22%, respectivamente, mientras que los pacientes en estadios | y Il
poseen una tasa de sobrevida superior a 93%. La frecuencia de los diferentes estadios
clinicos es similar estadisticamente a muestras de poblacion colombiana y Sur Africa,
pero diferente a muestras poblacionales del Reino Unido (Pifieros y cols., 2009;
Lyratzopoulos y cols., 2012; McCormack y cols., 2013). En este sentido, al analizar
otras muestras de poblacidn se ha sugerido que factores étnicos, socioeconémicos y el
grado de instruccion se encuentran asociados con la demora a la asistencia médica lo
que retrasa el diagnostico (Lantz y cols., 2006; Pifieros y cols., 2009). Llama la
atencion que esta situacién esté ocurriendo en Venezuela, a pesar de las campafias
publicitarias que con regularidad se realizan en el pais, en relacién a este aspecto
cabe preguntarse si el mensaje esta llegando realmente a la poblaciéon, por lo tanto es
importante orientar dichas camparias con un contacto mayor hacia las comunidades;
por otra parte también es necesario disefiar estrategias que mejoren la deteccion de

sujetos en estadios mas tempranos.
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Al analizar los datos clinicos y obtenidos del interrogatorio se determiné que la
frecuencia del céncer de mama hereditario/familiar es de 10,6%, siguiendo los
criterios descritos por el National Comprehensive Cancer Network® de los Estados
Unidos de América (2013).

Un caso representativo de cancer de mama posiblemente hereditario
corresponde al nimero 1, cuyo paciente de sexo femenino de 56 afios de edad, con
cancer de mama inflamatorio, de tipo luminal B en estadio IV, presenta antecedentes
personales de cancer de mama contralateral (Diagnosticado a los 50 afios) y
antecedentes de un familiar de primer grado (madre) afectada por cancer de mama.
Las caracteristicas personales y familiares hacen sospechar que el caso indice padece
del Sindrome de céncer de ovario y/o mama hereditario, el cual se debe a mutaciones
en el gen BRCAL/BRCA2 (NCCNZ2, 2013). Asimismo, esta situacion es aplicable para

los casos 2, 3y 5.

El caso 4 corresponde a una paciente femenina de 45 afios de edad, con
carcinoma ductal infiltrante, de tipo basal en estadio 1V. Con antecedentes de cancer
en la linea materna, madre afectada por cancer de mama y Utero, abuela padecio de
cancer de mama y abuelo de céancer de pulmon. Los datos clinicos y de los
antecedentes familiares sugieren que puede tratarse del Sindrome de cancer de ovario
y/o mama hereditario o del Sindrome de Li-fraumeni debido a que cumple también

con los criterios de Chompret (Tinat y cols., 2009).

Tomando en cuenta que dentro de un grupo familiar se encuentra un ndmero
variable de individuos en riesgo de desarrollar cancer de mama, como se muestra en
la Figura 4, surge la necesidad de optimizar pruebas genéticas en nuestro medio para
identificar a los miembros de la familia que posean alteraciones genéticas
predisponentes al desarrollo de esta patologia, como ha sido recomendado por la

American Society of Clinical Oncology (Robson y cols., 2010).



66

La identificacion de sujetos con alto riesgo de desarrollar cancer de mama
esporédico o familiar tiene implicaciones preventivas importantes. En relacion a este
aspecto, la American Society of Clinical Oncology recomienda la quimioprevencion
con tamoxifeno, entre otros agentes, determinandose que el empleo de éste disminuye
el riesgo de desarrollar cancer de mama receptor de estrogeno positivo entre 31 a
67% (Visvanathan y cols., 2013). El uso del tamoxifeno en sujetos sanos con
mutaciones en BRCAL/2 como estrategia quimiopreventiva es menos claro debido al
pobre desarrollo de estudios epidemioldgicos; sin embargo, se ha determinado una
reduccion del riesgo en un 62% en personas con el BRCA2 mutado, pero no se
encontrd disminucion del riesgo en sujetos con BRCAL mutado (NCCN, 2013; King y
cols., 2001).

Al analizar las caracteristicas inmunohistoquimicas del tumor de los pacientes
evaluados en el presente trabajo se determind que el 51% (n= 24) tienen receptores
hormonales positivos. Estos resultados son estadisticamente similares a los reportados
en otras muestras de pacientes venezolanos, como es el caso de Uribe y cols. en
Barquisimeto (2010) y Bergamo y cols. en Caracas (2011) y en pacientes japoneses
(Yanagawa y cols. 2012), pero es menor a lo reportado por Redondo y cols. en
Espafia (2012) y Cintra y cols. en Brasil (2012). Por lo tanto, mas de la mitad de los
pacientes con cancer de mama de esta muestra atendidos en el ISENA, poseen
caracteristicas que los convierten en un grupo de pacientes que pueden beneficiarse
del uso del tamoxifeno. Sin embargo, reportes previos indican que aproximadamente
el 30-50% de los pacientes tratados con este farmaco experimentan recaidas (Arpino
y cols., 2008; Hoskins y cols., 2009), siendo responsable, en parte, de esta situacion
la presencia de alteraciones moleculares en genes que codifican a enzimas
metabolizadoras de farmacos y proteinas que participan en la regulacion del

crecimiento celular.

En relacion a este aspecto, uno de los genes mas estudiados es el CYP2D6,
debido al importante rol de su producto proteico en la generacion de metabolitos
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activos de tamoxifeno, 4-hidroxi-N-desmetiltamoxifeno y 4-hidroxitamoxifeno. En
este gen se han descrito varios polimorfismos, siendo muy variable su frecuencia de
acuerdo a la poblacion analizada. Al comparar la frecuencia de los alelos *1, *4, *6 y
*10 del gen CYP2D6 en los voluntarios sanos analizados en este trabajo con nueve
muestras de otras poblaciones se encontraron diferencias estadisticamente
significativas con los afroamericanos (X°= 59,37; p <0,001) (Gaedigk y cols., 2008),
caucésicos americanos (X?= 41,23; p<0,001) (Gaedigk y cols., 2008), ecuatorianos
(X*= 26,01; p<0,001) (Dorado y cols., 2012), espafioles (X°= 46,38; p<0,001)
(Almoguera y cols., 2010), mediterraneos (X?= 33,91; p<0,001) (Sistonen y cols.,
2007), méxico-americanos (X?= 31,77; p<0,001) (Luo y cols., 2005) y nicaragiienses
(X*)= 11,51; p= 0,009) (Llerena y cols., 2012), mientras que se determind
caracteristicas similares a la poblacién de Embera (X°= 4,39; p= 0,223) (Jorge y cols.,
1999) y Guaimi (X°= 6,12; p= 0,106) (Jorge y cols., 1999) (Tabla 9).

La frecuencia de los haplotipos *1, *4 (incluyendo *4Bas), *6 y *10 de
CYP2D6 del grupo de referencia fue comparada con seis poblaciones (Tabla 9),
determinandose que existen diferencias estadisticamente significativas con la
poblacién de &frica subsahariana (X?= 24,99; p<0,001), medio Oriente (X*= 9,07; p=
0,028), Asia del centro y sur (X?= 10,21; p= 0,017), Asia del Este (X’= 156,95;
p<0,001) y América (Pimas, Mayas, Colombianos, Karitiana y Surui) (X*= 17,93;
p<0,001). Sin embargo, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
con la poblacién de Europa (X?= 2,63; p= 0,453) (Sistonen y cols., 2007) (Tabla 12).

Otro candidato asociado recientemente con la respuesta al tratamiento del
tamoxifeno es el gen TC21/RRAS2 (Rokavec y cols., 2008); en relacion a este gen se
determind que en la muestra de voluntarios sanos la frecuencia de los genotipos
asociados con pobre respuesta al tratamiento (Genotipos C/T o T/T) es de 49,7%,
mientras que el resto corresponde al genotipo C/C, el cual se asocia con una respuesta
eficiente al tratamiento con tamoxifeno. Al comparar la frecuencia de los alelos C y
T del polimorfismo -582C>T del gen TC21/RRAS2 observadas en la poblacion
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analizada se encontraron marcadas diferencias con la poblacién de Asia (X?= 5,57;
p= 0,018) y Africa subsahariana (X?= 24,74; p<0,001) y se determiné que no existen
diferencias significativas con la poblacién de Europa (X?= 2,45; p= 0,117) (Datos
obtenidos de la base de datos de los SNPs de la National Center for Biotechnology
Information), sin embargo, en los datos de Europa no se describen los paises donde
procede la informacion. Estos resultados son concordantes a lo encontrado en la
poblacién de referencia para los haplotipos de CYP2D6, lo cual ilustra el aporte de la

poblacién europea a la constitucion genética de los venezolanos.

Esta diferencia interpoblacional en la frecuencia de los polimorfismos de
CYP2D6 y TC21/RRAS2 resalta la necesidad de realizar estudios descriptivos
poblacionales relativos a estos polimorfismos, previos al desarrollo de
investigaciones clinicas, sobre todo en una poblacion mestiza, como la venezolana,
donde no existen datos publicados para el gen TC21/RRAS2 y hay muy pocos
estudios relacionados con polimorfismos del gen CYP2D6, entre ellos los de Griman
y cols. en muestra de poblacion Centrooccidental (2009). La generacién de estos
conocimientos constituye una de las bases necesarias para emprender estudios
farmacogenéticos no sélo sobre el valor predictivo de la respuesta al tamoxifeno, sino
también en relacion a otros farmacos en cuya metabolismo interviene CYP2D6, como
los empleados en psiquiatria (Clomipramina, vortioxetina, clozapina, flovoxamina,
iloperidona, imipramina, desipramina, nortriptilina, pimozida, risperidona, doxepin,
trimipramina y perfenazina), en cardiologia (metoprolol, propafenona, propranolol),
en neurologia (Quinidina, tetrabenazina) y en urologia (Tolterodina), en donde se ha
determinado que el nivel de actividad de CYP2D6 incluye sobre el efecto terapéutico
(FDA, 2014). Es conocido que en la actualidad la FDA y la European Medicines
Agency (EMA) han recomendado incluir en 141 farmacos el efecto en la
modificacion de la actividad de diversas enzimas metabolizadores de farmacos, cuya
evidencia clinica, ha demostrado que individuos con determinadas caracteristicas

fenotipicas, bien sea como consecuencia de la presencia de variantes geneéticas o por
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interaccion medicamentosa, pueden experimentar efectos adversos y responder o no a
un tratamiento especifico (Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium,
2013; FDA, 2014; EMA, 2014).

Esta situacion ha conducido a disefiar algoritmos de dosificacién de
antidepresivos en funcion del genotipo de CYP2D6, requiriendo algunos sujetos solo
la quinta parte de la dosis habituacion mientras que otros requieren hasta 40% mas de
la dosis recomendada (Kirchheiner y cols., 2001). Asi, en relacion a la propafenona,
farmaco antiarritmico, los pacientes con un metabolismo lento tienen mayor riesgo de
experimentar arritmias cardiacas y un excesivo bloqueo beta adrenérgico que los
metabolizadores rapidos (FDA: 3261581); otro ejemplo lo representa la vortioxetina,
medicamento utilizado en la depresion mayor, cuya dosis habitual es de 20 mg/dia,
aconsejandose disminuir la dosis a 10 mg/dia en metabolizadores lentos e incluso
reducirlo a 5 mg/dia si el sujeto es metabolizador lento y consume de forma
concomitante algin inhibidor de CYP2D6 (FDA: 3381579).

Otro dato poblacional de importancia clinica obtenido en esta investigacion, es
el desequilibrio de ligamiento, cuyo analisis es un prerequisito fundamental para el
disefio de estudios de asociacion debido a que éste varia ampliamente de una
poblacién a otra, siendo necesario que exista un fuerte desequilibrio de ligamiento
para emprender tales estudios (Sistonen y cols., 2007; Zhao y cols., 2003; Stephens y
cols., 2001).

A partir de los datos haplotipicos se determiné el valor de D'= 0,90 y r’= 0,65
entre los polimorfismos 1846G>A y 100C>T del gen CYP2D6, este hecho indica una
fuerte asociacion no aleatoria de dichas variantes, lo cual habia sido sugerido
previamente por nuestro grupo de investigacion al analizar los genotipos de CYP2D6
en una muestra mas pequefa de residentes del Estado Aragua (Flores-Angulo y cols.,
2013). El hecho que estas variantes se encuentren en desequilibrio de ligamiento

indica que el segmento de 1.748 pb que comprende a ambas variantes se hereda en
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bloque y experimenta poca recombinacion. Datos similares de desequilibrio de
ligamiento para el gen CYP2D6 ha sido reportada para poblaciones de Europa, Medio
Oriente y Asia del centro y del sur, pero no para Africa subsahariana (r?> = >0,30 -
<0,60) (Sistonen y cols., 2007).

Al analizar los datos obtenidos en el grupo de pacientes se observo que no
existen diferencias estadisticamente significativas en las frecuencias alélicas de los
genes CYP2D6 y TC21/RRAS2 con el grupo de referencia (Tabla 8). Resultados
similares para el alelo 10 ha sido documentado por Li y cols. en una muestra de
pacientes chinos (2006). Sin embargo, el equipo de Abraham y cols. encontré un
discreto aumento del riesgo de desarrollar cancer de mama con el alelo 6 de CYP2D6
en una muestra de la poblacion inglesa (OR: 1,32; 95% CI: 1,04-1,68) (2011);
asimismo, el equipo de Khedhaier al analizar una muestra de pacientes con cancer de
mama en estado postmenopausico determind que existe mayor frecuencia del alelo 4
de CYP2D6 en estado homocigoto comparado con un grupo control (OR: 1,79; CI:
0,97-3,31, p: 0,04) (2008). El hecho de que las variantes alélicas de CYP2D6 y TC21
se encuentren en equilibrio de Hardy-Weinberg en ambos grupos, sugiere que no
existe una asociacion preferencial de algun alelo a determinado grupo en la muestra
analizada, empero es necesario aumentar el tamafio de la muestra de pacientes para

obtener resultados concluyentes.

En lo que respecta al polimorfismo -582C>T del gen TC21/RRAS2, no se
encontraron resultados de investigaciones donde se compare la frecuencia entre un

grupo de voluntarios sanos y pacientes con cancer de mama.

En relacion al fenotipo metabolizador de CYP2D6 en los voluntarios
aparentemente sanos y pacientes con cancer de mama respectivamente, se determino
que el estrato mas numeroso corresponde al de metabolizadores rapidos (72,4% vy
79,2%), seguido de los metabolizadores intermedios (23,5% y 20,8%) y
metabolizadores lentos (4,1% y 0%) (Tabla 11B). La importancia clinica de la
estratificacion de los sujetos de acuerdo a su fenotipo metabolizador se basa en la
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posibilidad de predecir la respuesta clinica al tratamiento con tamoxifeno; en relacion
a ello, diversos estudios clinicos han determinado que los metabolizadores rapidos
poseen una probabilidad de 82-95% de sobrevida libre de recurrencia a los 10 afios;
estos datos contrastan con el obtenido en los metabolizadores lentos cuya
probabilidad es de 62-70%. La informacion de los metabolizadores intermedios es
mas ambigua, ya que la probabilidad del intervalo libre de enfermedad calculada a los
10 afios es amplia, variando entre 32-77% (Kiyotani y cols., 2008; Kiyotani y cols.,
2010; Teh y cols., 2012; Thompson y cols., 2011; Schroth y cols., 2009). Tal
ambigliedad en la respuesta clinica de los metabolizadores intermedios puede deberse
a varios factores descritos por Hertz y cols. (2012), sin embargo se atribuye un gran
peso a la flexibilidad en la clasificacion de estos sujetos, al origen y caracteristicas de
la muestra. La clasificacion tan laxa de los metabolizadores intermedios ha sido
analizada por Lim y cols. (2011), quienes han informado sobre la variabilidad de la
concentracion del endoxifeno en los metabolizadores intermedios de acuerdo a su
genotipo. Por tales motivos, se torna necesario establecer un sistema de clasificacion
mas riguroso y homogéneo debido a que los metabolizadores intermedios representan

un grupo NUMeroso.

Es importante destacar que el estatus del fenotipo metabolizador puede variar
de forma dindmica debido al uso de drogas que inhiben a CYP2D6, como es el caso
de farmacos empleados en psiquiatria (Fluoxetina, paroxetina, sertralina, doxepina),
gastroenterologia (Cimetidina), cardiologia (Amiodarona) y neurologia (Ticlopidina,
haloperidol) (Martinez y cols., 1999; Ohyama y cols., 2000; Ko y cols., 2000; Shin y
cols., 2001; Stearns y cols., 2003; Szewczuk-Bogustawska y cols., 2004; Jin y cols.,
2005), siendo comunmente coprescritos los antidepresivos en pacientes con cancer
de mama que reciben tamoxifeno (Jin y cols., 2005; Goetz y cols., 2007). Un ejemplo
de esta situacién fue vista en una de las pacientes que conforman la muestra en
estudio, quien posee receptores hormonales positivos, tiene fenotipo metabolizador

rapido y se encontraba recibiendo fluoxetina y tamoxifeno, debido a que este dltimo
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origino efectos adversos fue sustituido por un inhibidor de la aromatasa. Por otra
parte, también existe un suplemento herbal, denominado Hierba de San Juan,
conocida también como Saint Jhon’s Worth (Hypericum perforatum), el cual es
utilizado para la depresion y que tambien puede inhibir a CYP2D6 (Obach, 2000; Shi
y Klotz, 2012); en este aspecto hay que tomar en cuenta la tendencia a tomar
suplementos herbales por considerarlos inocuos, esto genera mayor preocupacion
porque este producto es de venta libre y hay buena disponibilidad en diversos
establecimientos del pais. En este sentido, se recomienda a los médicos informar a las
pacientes sobre los problemas que se pueden generar por el consumo de dicho

suplemento.

Debido a la complejidad de la enfermedad y del metabolismo del tamoxifeno es
muy probable que alteraciones de otros genes contribuyan a determinar la respuesta
farmacoldgica. Debido a ello, varios grupos incluyendo al de Rokavec (2008) han
iniciado un estudio combinado de los metabolizadores de CYP2D6 y del gen TC21
con la intencion de mejorar el nivel de prediccion. Los resultados de estudios clinicos
Ilevados a cabo s6lo analizando a polimorfismos del gen CYP2D6 (Schroth y cols.,
2007; Rokavec y cols., 2008) indican que la probabilidad de intervalo libre de
recurrencia en los metabolizadores rapidos es de 90% y ~77% a los 5 y 10 afios,
respectivamente. Sin embargo, al realizar un estudio conjunto de CYP2D6 y
TC21/RRAS2, sobre el mismo grupo de pacientes, se determind una mejoria del nivel
de prediccién del intervalo libre de recurrencia del Grupo A, que fue mayor a 93% a
los 5 afios y de 85% a los 10 afios. Al comparar la probabilidad de intervalo libre de
enfermedad de los pacientes metabolizadores intermedios y lentos con los
pertenecientes al Grupo B y C, se evidenciaron resultados similares con una
probabilidad a los 10 afios de ~68% y 50%, correspondientemente (Schroth y cols.,
2007; Rokavec y cols., 2008).

Siguiendo las recomendaciones de este grupo de investigadores la muestra

analizada en este trabajo fue estratificada de acuerdo al grado de respuesta a la terapia


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shi%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22257149
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shi%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22257149
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shi%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22257149

73

con tamoxifeno en los grupos denominados: A (Buen respondedor), B (Respondedor
intermedio) y C (Mal respondedor); al comparar las frecuencias de dichos grupos
entre los enfermos y los voluntarios sanos no se encontraron diferencias significativas
entre ellos (Tabla 12). La frecuencia observada en los pacientes evaluados en este

trabajo es comparable a lo reportado por Rokavec y cols. (2008) (X% 1,70; p= 0,428).

Al comparar la distribucion de los fenotipos metabolizadores identificados en
funcién de CYP2D6, con la estratificacion realizada al incluir los polimorfismos del
gen TC21/RRAS2, se observa una modificacion importante. Asi, en el grupo de
voluntarios sanos se determind que tedricamente el 72,4% son metabolizadores
rapidos mientras que al realizar el analisis combinado de CYP2D6 y TC21/RRAS2 se
encontré que 34,5% tiene un perfil genético que lo convierte en buen respondedor al
tamoxifeno; de forma similar ocurre al analizar al grupo de pacientes, 79,2% versus
41,7%. Esta situacion es un hecho notable debido que una proporcion considerable de
sujetos fueron clasificados inicialmente como metabolizadores rapidos a pesar de
poseer caracteristicas moleculares de respondedor intermedio, lo cual se pone de
manifiesto al incorporar en el anélisis al gen TC21/RRAS2 (Tabla 11B y 12). De esta
forma se ilustra la mejora en el nivel de prediccién de respuesta al incluir otros
grupos de genes cuyo producto participe en la farmacocinética y farmacodinamia del

tamoxifeno.

La aplicacion de las técnicas desarrollas en el presente trabajo para determinar
el fenotipo metabozalidor de CYP2D6 y el polimorfismo -582C>T del gen
TC21/RRAS2 pueden potencialmente extenderse a los individuos de alto riesgo de
desarrollar cancer de mama y que poseen indicacion médica del tamoxifeno. Sin
embargo, es necesario el desarrollo de un estudio epidemiolégico que incluya este

tipo de anélisis moleculares.

A pesar que todavia no existe un consenso internacional que recomiende el uso
de tamoxifeno en funcion del fenotipo metabolizador de CYP2D6; la informacion

recopilada en un metaanalisis que incluyo a 5020 pacientes con cancer de mama,
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cuyos trabajos fueron considerados con un nivel de evidencia 4 (Estudios controlados
de buena calidad) y relevancia clinica E (Evaluacion del aumento del riesgo de
fracaso a la terapia), el Dutch Pharmacogenetics Working Group recomienda que los
pacientes con el fenotipo metabolizador de CYP2D6 pobre e intermedio sean tratados

con otro medicamento (Sweny cols., 2008; Swen y cols., 2011).

En funcion de los resultados de este trabajo es menester considerar la
factibilidad de replantear los esquemas de tratamiento de los pacientes afectados por
cancer de mama con la intencion de disminuir la tasa de recaida y maximizar los

efectos terapéuticos del tamoxifeno.

Los conocimientos generados en esta investigacion contribuyen a la formacion
de bases de datos para el desarrollo de estudios clinicos en pacientes con cancer de
mama, con el fin de determinar el verdadero impacto clinico de las variantes génicas
estudiadas debido a la clara diferencia que existe entre nuestra poblacion y otras. Asi
mismo, es fundamental vincular esta informacién con las organizaciones médicas
para la aplicaciéon de estos conocimientos lo cual repercutira positivamente a nivel

econdmico y sobre el bienestar de los pacientes.
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CONCLUSIONES

1. Una proporcion importante de los pacientes con cancer de mama (51%) son
diagnosticados en estadios Il y V. Esta situacion representa un serio problema de
salud puablica debido a que en dichos estadios la probabilidad de sobrevida es
considerablemente mas baja en relacion a los estadios 1y I1.

2. El 89,4% de los pacientes tiene caracteristicas de cancer de mama
esporadico, mientras que el 10,6% restante cumple criterios que indican la posibilidad
de cancer de mama hereditario/familiar, situacion que amerita evaluacion por parte de
genetista.

3. Existen diferencias estadisticamente significativas en cuanto la frecuencia
de los alelos de CYP2D6 y TC21/RRAS2, entre las muestras de los voluntarios sanos
analizados en este trabajo y las de muestras similares en otras poblaciones, lo cual
resalta la necesidad de realizar un andlisis poblacional inicial para el posterior disefio
de estudios farmacogenéticos.

4. En la presente investigacion se ha desarrollado un ensayo que permite la
identificacion del fenotipo respondedor del tamoxifeno, basado en el analisis del
fenotipo metabolizador de CYP2D6 y el genotipo de TC21. Mas de la mitad (51%) de
los pacientes con cancer de mama atendidos en el ISENA poseen tumores que son
receptores hormonales positivos, siendo este grupo el que potencialmente se beneficie
de la terapia hormonal. En este segmento de pacientes se ha determinado que el
41,7% posee caracteristicas que lo convierten en un buen respondedor (Grupo A) a la
terapia hormonal basada en tamoxifeno, mientras que el 58,3% tiene un perfil que
sugiere una respuesta intermedia y pobre a la terapia (Grupo B y C). Aunque existe
controversia en cuanto a la respuesta del tamoxifeno en funcion de datos geneticos, es

conveniente replantear los esquemas de tratamiento para estos pacientes.
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5. Los alelos CYP2D6*4 y *10 se encuentran en fuerte desequilibrio de
ligamiento (D"= 0,90 y r’= 0,65), siendo esta situacién importante para el desarrollo
de estudios de asociacion.

6. En virtud que el fenotipo metabolizador para CYP2D6, puede ser
modificado en funcion del tratamiento con farmacos habitualmente indicados en
psiquiatria (Fluoxetina, paroxetina, sertralina, doxepina), en gastroenterologia
(Cimetidina), en cardiologia (Amiodarona), en neurologia (Ticlopidina, haloperidol)
y por el suplemento herbal denominado hierba de San Juan, este aspecto debe ser
tomado muy en cuenta por los médicos tratantes.

7. Se dispone de una base de datos de la poblacion aragiefia que permite la
reconstruccion haplotipica mediante andlisis bayesiano de sujetos que requieran

analisis genético previo al inicio de la terapia con tamoxifeno.
RECOMENDACIONES

1. Disefiar estrategias de deteccion precoz del cancer de mama para
diagnosticar la enfermedad en estadios mas temprano con la intencion de disminuir la
tasa de mortalidad.

2. Evaluar en conjunto con un médico genetista a los pacientes con
caracteristicas sugestivas de cancer de mama hereditario/familiar, asi como a sus
familiares.

3. Analizar muestras de voluntarios sanos de otras regiones de Venezuela

4. Aumentar en el tamafio de la muestra de pacientes con cancer de mama.

5. Incorporar a este estudio otros polimorfismos de los genes evaluados.

6. Analizar otros genes vinculados con la respuesta al tratamiento en el cancer
de mama, por ejemplo: CYP3A4/5, UDP-glucoronosiltransferasas, sulfotransferasas,
entre otros.

7. Realizar un estudio clinico en muestras de poblacion araguefia con el fin de
evaluar el impacto de las variantes genéticas sobre la respuesta al tratamiento con

tamoxifeno y otros medicamentos.
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