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RESUMEN

El citocromo P450 1B1 es una enzima importante en la activacién de diversos procarcindgenos. Las variantes
polimérficas e hiperactivas del gen CYP1B1 pueden llevar a una mayor susceptibilidad al cancer relacionado con
los estrégenos. La poblacién mexicana muestra una menor incidencia de este tipo de cancer en comparacion con
otros paises occidentales. En el presente trabajo analizamos la frecuencia de los cinco sitios polimérficos del gen
CYP1B1, especialmente las variantes hiperactivas Alal19Ser, Leu432Val y Asn453Ser como pauta para dar inicio
al estudio de la posible asociacion entre la baja incidencia de cancer relacionado con los estrégenos y la presen-
cia de estos alelos en poblacion mexicana. La distribucion de las variantes genéticas CYP1B1 se evalu6 en 100
sujetos sanos a través de analisis de secuenciacién de DNA genomico. La frecuencia de los homocigotos hipe-
ractivos de la variante Alal19Ser (23%) fue superior a la reportada en otras poblaciones. Las frecuencias de las
variantes polimérficas 4326C>G (Leu432Val) y 4390A>G (Asn453Ser) (3 y 0%, respectivamente) fueron significa-
tivamente menores que las observadas en otras poblaciones, a excepcién de la poblacion japonesa. La variante
homocigética 4390A>G no fue identificada en nuestra poblacion. En conclusion, las variantes hiperactivas del ci-
tocromo P450 1B1 son menos frecuentes en la muestra analizada de la poblacién mexicana que las reportadas
en poblaciones occidentales.
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ABSTRACT

Human cytochrome P450 1B1 is an important enzyme in the activation of diverse procarcinogens. CYP1B1 gene
is polymorphic and hyperactive variants can lead to a higher susceptibility to estrogen-related cancers. Mexican
population shows a lower incidence of this type of cancers in comparison with other western countries. In the
present study we analyzed the frequency of five CYP1B1 polymorphic sites, specially the hyperactive variants
Alall9Ser, Leu432Val and Asn453Ser to initially explore the possible relation between the lower incidence of es-
trogen-related cancer and the presence of these alleles in Mexican population. The genetic distribution of CYP1B1
variants was evaluated in 100 Mexican healthy subjects through genomic DNA sequencing analysis. The fre-
quency of homozygous hyperactive variant Alal19Ser (23%) was higher than those reported in other populations.
The frequencies of polymorphic variants 4326C>G (Leu432Val) and 4390A>G (Asn453Ser) (3% and 0%, respec-
tively) were significantly lower than those observed in other populations except for Japanese population. The ho-
mozygous variant 4390A>G was not identified in our population. We concluded that CYP1B1 gene hyperactive
variants are less frequent in the Mexican population than those reported in western populations.
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INTRODUCCION

La enzima CYP1B1 cataliza la formacion de los 2 y
4-hidroxiestradioles (2-OH y 4-OH-E2). Estos cateco-
lestr6genos se oxidan a quinona-semiquinona, los
cuales son radicales potencialmente mutagénicos
que pueden dafiar el DNA.12 CYP1B1 se ha asociado
con los canceres relacionados con los estrégenos en
multiples tejidos. Estudios previos informan que el
gen CYP1B1 se expresa en un nivel mas alto en va-
rios canceres humanos (piel, cerebro, testiculo y
mama) en comparacion con los tejidos normales.3*
El gen CYP1B1, localizado en el cromosoma 2
(2p21-p22), abarca tres exones y dos intrones.>® La
region codificante inicia en el exén 2 y codifica para
una proteina de 543 aminoéacidos.®

Distintos polimorfismos de nucledtido Unico han
sido previamente reportados en el gen CYP1Bl1, cua-
tro de ellos resultando en sustituciones de aminoaci-
dos.” Estudios previos muestran una asociacion en-
tre la variante Alal19Ser y cancer de mama y entre
la variante Leu432Val y cancer de prostata,®? estos
dos polimorfismos condicionan una mayor actividad
catalitica de la enzima. Esta hiperactividad de la en-
zima probablemente muestra un patron de relacion

entre las variantes alélicas de CYP1B1Yy la suscepti-
bilidad a la carcinogénesis. La incidencia de los can-
ceres relacionados a los estrégenos es menor en la
poblacién mexicana que en otros paises occidenta-
les. Es importante realizar estudios en los diferentes
grupos étnicos acerca de la frecuencia de los alelos
correspondientes a la enzima CYP1B1, especialmen-
te las formas hiperactivas. El objetivo del presente
estudio es analizar las frecuencias genotipicas de los
cinco sitios polimérficos CYP1B1, especialmente las
variantes hiperactivas Alall19Ser, Leu432Val y
Asn453Ser en 100 sujetos mexicanos sanos.

MATERIAL Y METODOS

Cien sujetos sanos de México (50 varones y 50 mu-
jeres) fueron incluidos en el estudio. Se les informd
acerca de las caracteristicas del estudio y aceptaron
participar. El protocolo fue aprobado por el Comité de
Etica del Hospital General de México. Todos los su-
jetos, libres de enfermedades diagnosticadas, fueron
seleccionados al azar. La edad vari6 de 40 a 70 afios
(edad media 56.6 afios).

Los polimorfismos CYP1B1 fueron identificados
mediante analisis de secuenciacién de DNA geno-

Cuadro |. Condiciones de lareaccion en cadena de la polimerasa paraanalizar los exones 2y 3 del gen CYP1B1.

Longitud del
Exon Oligonucledtidos Alineamiento amplicon
2AF FS'GCCTTCTCCTTT CTGTCC CCA GC 62°C 560
2AR R5'AGC ACG TGG CCCTCGAGGACT T
2BF F5'AAG TCC TCG AGG GCC ACG GCT 55°C 580
2BR R5 CCA CGC CTCCCA GAGGCTTTAC
3F F5'CTC CAC ATT AAA CACCAAACA G 55°C 632
3R R5 ATTTCAGCTTGCCTCTTGCTTC

Cuadroll. Andlisis comparativo de las variantes al éli cas entre distintas poblaciones incluyendo las encontradas en este estudio.

Variante silvestre

Heterocigoto Homocigoto

Mex 1Brit 2Jpn 2USA G Mex IBrit 2jpn WA G
Turk Turk

Cambio de Cambio de Mex 1Brit 2Jpn USA Ger
aminoacido nucledtido Turk

Arg48Gly 142C>G 43 51 495 485 49.1
Alal119Ser 355G>T 44 51 755 505 49.1
Leud32val 4326C>G 70 11 705 495 527
Sllent449 4379C>T 75 10 455 51.0 509
Asn453Ser 4390A>G 92 59 100.0 60.5 59.8

4 40 360 405 393 13 9 145 110 116
33 40 190 405 402 23 9 55 9.0 107
27 35 230 360 348 3 54 65 145 125
21 39 445 390 393 4 51 100 100 938

8 34 00 315 335 0 7 00 80 71

Referencias: 1. Stoilov et al, 1998; 2. Sasaki et al, 2003.
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Figura 1. Secuencia de DNA de distintos codones del gen CY P1B1 que muestran los polimorfismos observados en |os pacientes.

A = Variante polimérficay B = Variante silvestre.

mico. La extraccion del DNA se llevo a cabo a
partir de leucocitos, como se describe previamen-
te.10 Los oligonucledtidos utilizados para la reac-
cion en cadena de la polimerasa (PCR) se descri-
ben en el cuadro I. Las condiciones de la PCR
consistieron en 30 ciclos de desnaturalizacién a
94 °C durante 60 segundos, la temperatura de ali-
neamiento se muestra en el cuadro Iy la tempera-
tura de extension fue de 72 °C durante 60 segun-
dos. El analisis de secuenciacién del DNA se rea-
lizé en un ABI Prism Analyzer (Perkin Elmer, Cali-
fornia, EE.UU.) de acuerdo con las indicaciones
del proveedor.
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RESULTADOS

La ubicacion de los sitios principales de las variantes
polimorficas hiperactivas se encuentra dentro de los
exones 2y 3. La figura 1 muestra los electroferogra-
mas parciales de los sitios polimarficos de los alelos
CYP1B1 en la muestra analizada de la poblacion
mexicana. La comparacion de las frecuencias de dis-
tribucion genética en pacientes mexicanos y de
otras poblaciones se muestra en el cuadro Il. No se
observaron diferencias estadisticamente significati-
vas entre hombres y mujeres. La distribucion de los
alelos fue compatible con el equilibrio de Hardy-Wein-
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berg. La frecuencia de las variantes hiperactivas fue:
Alall9Ser 23%, Leud432Val 3% y Asn453Ser 0%.
Aunque el polimorfismo homocigoto Asn453Ser no
fue detectado en nuestros pacientes, el estado hete-
rocigoto se observé en 8%. Nuestra poblacion mostro
una baja incidencia del alelo silente 4379C>T (4%).
La variante Arg48Gly mostré una frecuencia similar a
las observadas en otras poblaciones.

DISCUSION

El metabolismo de los estrogenos involucra la hidroxila-
cién en las posiciones C2 y C4. La actividad de la 4-hi-
droxilasa de estrogenos ha sido observada en distintos
tejidos diana estrogénicos que pueden sufrir transforma-
cién maligna. La enzima CYP1B1 esta presente en es-
tos tejidos y cataliza la formacion de 4-OH-E2, un es-
trégeno cancerigeno importante que forma aductos con
el DNA.-13 |_a actividad catalitica de algunas variantes
de la enzima CYP1B1 puede alcanzar valores superio-
res a la de la enzima silvestre. El exén 3 codifica para
la porcion critica donde se lleva a cabo la funcién cata-
litica de la enzima; en esta regién conocida como re-
gibn-hemo de unién de la CYP1B1 han sido reportados
distintos polimorfismos. Las principales variantes de la
enzima se deben a los polimorfismos 355G>T en el
exon 2 y 4326C>G y 4390A>G en el exén 3 del gen
CYP1B1, estos polimorfismos dan como resultado las
sustituciones de aminoacidos de Alal19Ser, Leu432Val
y Asn453Ser, respectivamente.”

En el presente estudio, se analizaron las frecuen-
cias alélicas de cinco sitios polimérficos del gen
CYP1B1 en una muestra de 100 sujetos sanos mexi-
canos. Se encontré una menor distribucion de las va-
riantes Leud432Val y Asn453Ser que la reportada en la
poblacion occidental.”1* Casualmente se observo una
distribucién similar de estas variantes en poblacion ja-
ponesa, al respecto, México y Japon tienen una menor
incidencia de cancer asociado a estrégenos cuando
se compara con los paises occidentales. Se observo
una frecuencia alta del alelo homocigoto hiperactivo
Alal19Ser, un dato que difiere a lo observado en otras
poblaciones. El polimorfismo silente 4379C>T se en-
contré presente en una frecuencia inferior a lo reporta-
do en poblaciones occidentales y japonesas. Estos
dos resultados parecen ser un rasgo caracteristico de
nuestra poblacién. Vale la pena mencionar la distribu-
cion similar de las variantes hiperactivas Leu432Val y
Asn453Ser entre la poblacién japonesa y mexicana,
un dato que podria ser un indicador importante entre la
presencia de estos polimorfismos y la baja incidencia
de cancer asociado a estrogenos observado en am-

bas poblaciones. Esto podria apoyar la hipétesis de
gue las variantes hiperactivas CYP1B1 pueden contri-
buir a la susceptibilidad al cancer.

En conclusion, nuestros datos demuestran que los
alelos que codifican para las variantes CYP1B1 hiper-
activas Leu432Val y Asn453Ser y el polimorfismo si-
lente 1347C>T, son significativamente menos frecuen-
tes en la poblacion mexicana que los observados en
los paises occidentales. Otros estudios deben centrar-
se en la posible interaccion de la presencia de estos
polimorfismos y la incidencia de los canceres relacio-
nados con los estrogenos en la poblacién mexicana.
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