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Identificacion del CYP3AS en biopsias de

pacientes mexicanas con cancer de mamay

su asociacion con algunos factores clinico-
patoldgicos
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Eleazar Lara Padilla™*

RESUMEN. Antecedentes: El cancer de mama es un problema de salud publica en México y en el mundo.
Las enzimas citocromo P450 metabolizan la mayoria de los fArmacos antineoplésicos. El tamoxifeno es un
modulador selectivo del receptor de estrégenos utilizado en el tratamiento y prevencion del cAncer de mama.
La conversiéon de tamoxifeno en el metabolito inactivo N-dismetil-tamoxifeno es efectuada por las enzimas
CYP3A4 y CYP3AG. El propésito de esta investigacion fue determinar la expresion proteica del CYP3A5 en
biopsias de pacientes mexicanas con cancer de mama. Metodologia: Los tejidos se obtuvieron de especimenes
de mastectomia radical. Para identificar al CYP3AS5 se aplicé la técnica de inmunohistoquimica. Resultados:
El CYP3AS se identifico en el 100% de las pacientes estudiadas. Se encontré asociado a la edad (p = 0.03), al
indice de masa corporal (p = 0.03), al sedentarismo (p = 0.02), grupo sanguineo (0.03) y al antecedente heredo-
familiar de cancer (p = 0.001). EI CYP3A5 se asoci6 con la proteina p53 (p = 0.05) y mostr6 una correlacion
con el receptor de estrégeno r = 0.516 (p = 0.01). Conclusiones: EI CYP3AS5 se expreso en el 100% de las
biopsias estudiadas, por lo que la expresion proteica intratumoral de CYP3AS5 puede tener influencia sobre la
respuesta del tumor hacia los farmacos antineopléasicos.
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ABSTRACT. Background: Breast cancer is a public health problem in Mexico and the whole world. Cyto-
chrome P450 enzymes metabolize almost all the antineoplastic drugs. Tamoxifen is a selective modulator of
estrogen receptor used in the treatment and prevention of breast cancer. The conversion of the inactive me-
tabolite (tamoxifen N-dismethyl-tamoxifen) is realized by CYP3A4 and CYP3AS5. The purpose of this research
was to determine the protein expression of CYP3A5 in biopsies from Mexican patients with breast cancer. Me-
thodology: The tissues were obtained from radical mastectomy specimens. To identify the CYP3A5 applied
the technique of immunohistochemistry. Results: The CYP3A5 was identified in 100% of the patients studied.
Was associated with age (p = 0.03), body mass index (p = 0.03), physical inactivity (p = 0.02), blood group
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(0.03) and family history of inherited-cancer (p = 0.001). CYP3A5 was associated with p53 protein (p = 0.05)
and showed a correlation with estrogen receptor r = 0.516 (p = 0.01). Conclusions: The CYP3A5 was expres-
sed in 100% of the tissues, the intratumoral proteic expression of CYP3A5 is involved in the tumoral response

to anticancer drugs.
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Introduccion

El cancer de mama (CaM) es un problema de sa-
lud publica, prioritario por su magnitud y tras-
cendencia, que se relaciona con las transiciones
demografica y epidemiolodgica del pais.t Con el
envejecimiento de la poblaciéon y una mayor
exposicion a los factores de riesgo, esta patolo-
gia ha cobrado afio con afio una relevancia ma-
yor en la sociedad y los servicios de salud. En
Meéxico, el CaM se convirtié en la primera causa
de muerte por cancer en mujeres y la segunda
causa de muerte por todas las enfermedades en
mujeres de 30 a 54 afios.? Los citocromos P450
representan una amplia clase de enzimas que
contienen al grupo hemo; su funcion es cata-
lizar diferentes reacciones del metabolismo de
diversos sustratos, tanto enddégenos como exo-
genos;® en el cancer de mama se ha demostrado
gue participan en el metabolismo de fase | de
varios agentes antineoplasicos como el tamoxi-
fen, el placlitaxel, el docetaxel y el lapatinib.*®
Actualmente, el uso de antiestrégenos (tamoxi-
feno) y los inhibidores de la aromatasa (anastro-
zol, exemestan, letrozol), estan indicados para
los tumores localizados de la mama y que son
positivos para los receptores de estrogenos.® Ta-
moxifeno (TAM) es un modulador selectivo del
receptor de estrégenos que se usa ampliamen-
te para el tratamiento y prevencidon del cancer
de mama’ teniendo una eficacia demostrada en
la reduccién del riesgo de cancer de mama del
50%.8 TAM actia como antiestrogénico en tejido
mamario interfiriendo con la actividad de los es-
trégenos. EI tamoxifeno es metabolizado en las
células del higado o en tejidos extrahepaticos;
en el higado es metabolizado en: 4-hidroxi-TAM,
N-dismetil-TAM y 4-hidroxi-N-dismetil-TAM.
La transformacion inicial de tamoxifeno puede
producirse mediante dos vias: (i) la conversion
de TAM en N-dismetil-TAM metabolizado por
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los genes CYP3A4 y CYP3AS5, y (ii) la formacion
de 4-hidroxi-TAM gracias a la participacion de
CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP3A4
y CYP3AS5.8 La expresion de los CYP3A, asi como
su actividad, varia interindividualmente debido
a una combinacién entre factores genéticos y no
genéticos tales como el estado hormonal y la sa-
lud del individuo, asi como por el impacto de los
estimulos ambientales.® En la poblacion mexi-
cana se desconoce si se expresa 0 no en tejido
tumoral de la mama. Por lo tanto, el propdsito
de esta investigacion es analizar la expresion
proteica de CYP3AS5 y su asociacion con algunos
factores clinico-patoldgicos en pacientes mexica-
nas con diagndstico de CaM.

Material y métodos
Obtencion de tejidos de CaM

Se realiz6 un estudio transversal, observacional,
analitico, prospectivo. Se emplearon tejidos tu-
morales obtenidos de mastectomia radical de 24
pacientes mexicanas con diagndstico histopato-
l6gico de CaM. Los tejidos fueron clasificados en
los diferentes tipos histolégicos por el departa-
mento de Patologia de la Clinica de Especialida-
des de la Mujer de la SEDENA.

Inmunohistoquimica de biopsias
de pacientes con cancer de mama

Los tejidos se mantuvieron en formol 10% por
un tiempo minimo de 24 horas previa inclusion
en parafina. Una vez que se obtuvieron los blo-
gues, se hicieron los cortes y se montaron en
portaobjetos impregnados con poli-L-lisin, lle-
vandose a cabo la desparafinacion de las lami-
nillas. Posteriormente, se sometieron los tejidos
a un tren de hidratacion, se aplicaron 25 uL de
Avidina (Kit DakoCytomation) en cada tejido, se
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incubaron a 4 °C por 15 minutos; transcurrido
este tiempo, se lavaron con Tris. Posteriormen-
te, se aplicaron 25 uL de biotina (DakocCytoma-
tion), se incubaron a 4 °C por 15 minutos, y se
lavaron con Tris. Se aplicaron 25 uL de solucidn
de peroxido de hidrogeno 6%, se incubaron a 4
°C por 15 min, se lavaron con Tris y se bloquea-
ron nuevamente con el peroxido de hidrogeno
6%. Posteriormente se aplico el anticuerpo pri-
mario en una dilucién 1:100 con solucién blo-
queadora (Triton 1%, suero anticaballo 5%, so-
lucién de borato 5%), se incubaron a 4 °C por 24
horas, se lavaron dos veces con solucion Tris. Se
aplicé el anticuerpo secundario biotinilado co-
rrespondiente a los anticuerpos primarios con
una dilucién 1:200 en solucién bloqueadora, se
incubaron a 4 °C por 2 horas, se lavaron dos ve-
ces con solucién Tris. Posteriormente, se apli-
caron 20 uL del complejo AB (Kit DakocCyto-
mation) 1:200 con PBS estéril y se incubaron
a 4 °C por 30 min, se lavaron con tres cambios
de solucion Tris. Se aplicaron 25 uL de la DAB
(cromdgeno dia minobencidina Kit DakocCyto-
mation -1 mL de buffer mas 15 uL de DAB-)
en cada uno de los tejidos, luego se incubaron
a temperatura ambiente durante 5 min, evitan-
do la exposicion a la luz, se lavaron con agua
desionizada para proceder a la tincion con he-
matoxilina de Meyer durante 5 min. Se lavaron
con dos cambios de agua destilada, se colocaron
en hidroxido de amonio por 30 s, se lavaron 3 a
5 veces con agua destilada. A continuacion, se
procedié a la deshidrataciéon de los tejidos. Se
aplico la resina sintética (Golden Bell®) para el
montaje. Finalmente, se observaron al micros-
copio AXIOVERT 200M (Carl Zeiss German) y
se tomaron fotografias (cinco por campo) con la
camara AXIOCAM HRC (Carl Zeiss Germany)
asi como el anélisis densitométrico con el soft-
ware KS-300 Axion Vision version 3.0 (Carl
Zeiss Germany).

Aspectos éticos
El proyecto fue aceptado por el Comité de Etica

de la Clinica de Especialidades de la Mujer de la
SEDENA con numero de oficio SI-378.
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Analisis estadistico

Se aplicaron medidas de tendencia central, prue-
ba chi cuadrada y prueba exacta de Fisher, asi
como correlacién de Spearman. El software utili-
zado fue el SPSS para Windows v19.

Resultados

En el cuadro | se muestran los porcentajes de
identificacién de los marcadores histopatolégi-
cos estudiados asi como del CYP3AS. El receptor
de progesterona (RP) se identificé en el 66.7%
de las pacientes, la proteina p53 mutada en un
87.5%, la proteina Ki67 en un 95.8%, CD34 en
un 100%, el ErBb2 en un 75%, el receptor de
estrogeno (RE) en un 75% y el CYP3A5 en un
100%. En la figura 1 se muestra la grafica donde
se representa la frecuencia del RE y el CYP3AG.

En la figura 2 se muestra la identificacion en
el foco tumoral del CYP3A5; la inmunotincion
en color mas oscuro se observa en el citoplasma
de las células indiferenciadas (a). En el cuadro

Cuadro I. Frecuencias de los marcadores
histopatoldgicos y del CYP3A5.

Frecuencia %

CYP3A5

Si 24 100.0

No 0 0.0
Receptor estrégeno

Si 18 75.0

No 6 25.0
Receptor progesterona

Si 16 66.7

No 8 33.3
P53

Si 21 87.5

No 3 12.5
Ki67

Si 23 95.8

No 1 4.2
CD34

Si 24 100.0

No 0 0.0
ErbB2

Si 6 75.0

No 18 25.0
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Il se muestran las medidas de tendencia cen-
tral del analisis densitométrico del CYP3A5; en
cuanto al porcentaje de area marcada se obtuvo
una media de 29, un valor minimo de 1.07 y un
valor maximo de 78.27. En cuanto a la densi-
dad, el promedio fue de 93.35, un valor minimo
de 0 y un valor maximo de 265. En el cuadro
Il se muestra la asociacion de factores de ries-
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% n = 24 (100%)
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RE CYP3A5

Figura 1. Porcentaje de identificacion del CYP3A5 y el
receptor de Estrégenos (RE).

CYP3A5 Control

Figura 2. Identificacion del CYP3A5. Se puede obser-
var la inmunotincion positiva en color mas oscuro en las
células indiferenciadas (a) y la fotografia para el andlisis
densitométrico (b). Control de la técnica (d y c).
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goy el CYP3AS5; se encontro asociacién entre el
CYP3A5 y la edad de las pacientes (p = 0.03);
el indice de masa corporal (p = 0.03), el seden-
tarismo (p = 0.02), el grupo sanguineo (p =
0.03), antecedentes heredofamiliares de CaM (p
= 0.001), present6 una tendencia de asociacion
con el tipo histoldgico (p = 0.06); sin embargo,
con el grado histolégico y con el estadio TNM
no se encontré asociacion. En el cuadro 1V se
muestra la correlacién entre el CYP3A5 y el
receptor de estrogeno con un coeficiente de co-
rrelacion de Pearson de 0.051 (p = 0.01). No se
encontré correlacién con los demas marcadores

Cuadro I1. Analisis densitométrico del CYP3AS5.

% Area marcada Densidad
Media 29.00 93.35
Mediana 26.00 76.56
Minimo 1.07 0.00
Maximo 78.27 265.00

Cuadro Il1. Asociacion de factores de riesgo

y los citocromos P450 EN CaM.

3A5
Edad 0.03 *
Indice de masa corporal (IMC) 0.03*
Sedentarismo 0.02*
Tabaquismo 0.5*
Etilismo 0.5*
Grupo sanguineo 0.03*
Comorbilidad 0.90*
AHF de CaM 0.001*
Tipo histoldgico 0.6*
Grado histolégico 0.4*
TNM 0.3*

Valor p*

Cuadro IV. Correlacion del CYP3A5 y el

receptor de estrégeno.

CYP3A5 Coeficiente de Pearson (r) 0.516
Valor p 0.010
N 24.000
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Figura 3. Correlacién entre el CYP3A5 y el receptor de
estrogenos (RE) y un coeficiente de correlacion de Pearson®
de 0.51 (p = 0.01).

histopatoldgicos estudiados y mencionados en
el cuadro I. En la figura 3 se observa el grafico
donde se muestra la correlacion entre el anali-
sis densitométrico del CYP3A5 y el RE.

Discusion

Debido a su enorme capacidad metabélica para
diversos sustratos CYP3A5, en conjunto con
CYP3A4 y 3A7, constituye una de las mas im-
portantes enzimas metabolizadoras de xenobid-
ticos en humanos. La familia CYP3A se expresa,
en forma predominante pero no exclusiva, en el
higado y en el intestino participando en el meta-
bolismo del 45-60% de los farmacos clinicamente
usados y de otros compuestos tales como este-
roides y algunos carcindgenos.® La expresion de
los CYP3A, asi como su actividad, varia interin-
dividualmente debido a una combinacién entre
factores genéticos y no genéticos tales como el
estado hormonal, la salud del individuo asi como
por el impacto de los estimulos ambientales.® En
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el presente trabajo se identificé, por primera vez,
la expresion proteica de CYP3A5 en muestras
de pacientes con cancer de mama de una pobla-
cibn mexicana asi como su asociaciéon con algu-
nos factores clinico-patoldgicos. Murray et al en
2010 realizaron un perfil de expresion de varios
citocromos en cancer de mama en una poblacion
caucasica encontrando un mayor porcentaje de
expresion para los CYP 4X1, 2S1, 2U1, 2J, 3A43,
2A'y 2B, descubriendo también una fuerte corre-
lacion de CYP3A5 con los RE.X En el presente
estudio se identifico la expresion de CYP3A5 en
todos los tumores y una correlacion con la ex-
presion de los RE. Varios de los citocromos que
se encuentran correlacionados con la expresion
de los RE se encuentran involucrados en la via
metabdlica o biosintética de los estrogenos. Con
respecto a lo anterior, en otro estudio se ha ob-
servado que CYP3AS participa en la oxidacion
de estrona al metabolizarla como 16o-hidroxies-
trona.!! En otros estudios se ha demostrado la
presencia del mMARN de CYP3A5 en cancer de
mama,*?3 lo que indica que la presencia de este
CYP puede inducir in situ la bioactivacién de xe-
nobioticos y la generacidon de metabolitos inacti-
vos de antineoplasicos como el tamoxifen en el
tejido mamario.

En otro estudio se demostré que el tamoxife-
no, N-desmetiltamoxifeno, 4-hidroxitamoxifeno
y 3-hidroxitamoxifeno inhiben de manera re-
versible la actividad del cADN de CYP3A5.* Lo
anterior indica que el tamoxifeno y tres de sus
principales metabolitos son inhibidores in vitro
de la expresién de CYP3A5.1* En otro estudio
realizado en poblacion asiatica se observo que
pacientes con presencia de polimorfismos de
un solo nucledtido en CYP3A4 y 3A5 tratadas
con docetaxel presentaron efectos secundarios
tales como fiebre y neutropenia.’® Los estudios
anteriores indican que una variacion en la es-
tructura o expresion de CYP3A5 puede inducir
un cambio en su capacidad metabolizadora de
farmacos antineoplasicos y que, a su vez, algu-
nos metabolitos de estos fArmacos pueden in-
hibir su actividad a partir de la modulacion de
los receptores nucleares de pregnanos (PXR).16
La expresion de CYP3A5 se encontré también
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asociada a la edad, el IMC, el sedentarismo, el
grupo sanguineo y los antecedentes heredofa-
miliares. Los resultados anteriores indican que
la expresion de este CYP es dependiente del es-
tilo de vida, los factores genéticos y el estado
metabdlico de cada individuo como han repor-
tado varios estudios.'’*®

Conclusiones

Los resultados anteriores indican que la expre-
sién proteica del CYP3AGS es dependiente de la
variabilidad interindividual y puede tener in-
fluencia sobre la respuesta del tumor hacia los
farmacos antineoplasicos.
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