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RESUMEN
Introduccion: El cancer de mama es la condicion neoplasica maligna de mayor prevalencia en las
mujeres, tanto en paises desarrollados como en vias de desarrollo. EI aumento de su incidencia se
relaciona con diversos factores como son: el aumento de la expectativa de vida, el crecimiento de la
urbanizacion y la adopcion de estilos de vida occidentales. En Colombia es el segundo cancer méas
frecuente en las mujeres.
Objetivo: Identificar los alelos para CYP2C19*2 y CYP2C19*3 en pacientes con cancer de mama y su
posible asociacion con la intervencion farmacoterapéutica basada en hormonoterapia de supresion.
Método: Investigacion observacional, transversal y descriptiva. Participaron 50 mujeres del
departamento de Caldas con diagnostico de cancer de mama en tratamiento con tamoxifeno. Previo
consentimiento informado se llevd a cabo extraccion de sangre periférica, se realizo extraccion de ADN
seguido de amplificacion de alelos CYP2C19*2 y CYP2C19*3 y digestidn con las enzimas de restriccion
Smal y BamHI.
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Resultados: En la poblacién analizada, los alelos CYP2C19*3 no mostraron polimorfismos, mientras
que los alelos del gen CYP2C19*2 mostraron ser polimorficos; el 42 % fueron caracterizados como
alelos silvestres (*1/*1) y el 58 % alelos heterocigotos (*1/*2).

Conclusiones: El alelo CYP2C19*3 no presentd polimorfismos, mientras que el CYP2C19*2, con
elevada proporcion de heterocigotos, establece la adecuada activacion del profarmaco tamoxifeno. La
genotipificacion del CYP2C19 presenta un alto potencial en el establecimiento de directrices
farmacoterapéuticas en pacientes con cancer de mama de la poblacién colombiana estudiada.

Palabras clave: neoplasias de la mama; tamoxifeno; genotipo; reaccion en cadena de la polimerasa;
citocromo P-450 CYP2C109.

ABSTRACT
Introduction: Breast cancer is the neoplasic condition with the higher prevalence in women, both in
developed and developing countries. The increase of its incidence it is related with different factors as:
the increase of the life expectancy, the growth of urbanization and the adoption of Western life styles. In
Colombia, breast cancer represents the second most frequent neoplasm in women.
Objective: To identify the alleles for CYP2C19 * 2 and CYP2C19 * 3 in patients with breast cancer and
their possible association with the pharmacotherapeutic intervention based on suppressive hormone
therapy.
Methods: Observational, cross-sectional and descriptive research, in which 50 women from Caldas
district with a diagnosis of breast cancer under treatment with tamoxifen participated. Prior informed
consent, peripheral blood extraction was carried out, and DNA extraction was performed followed by
amplification of CYP2C19*2 and CYP2C19 *3 alleles, and digestion with the Smal and BamHI
restriction enzymes.
Results: In the analyzed population, the CYP2C19*3 alleles did not show polymorphisms while the
CYP2C19*2 gene’s alleles showed to be polymorphic; 42 % were characterized as wild alleles (*1/*1)
and 58 % were heterozygous alleles (*1/*2).
Conclusions: CYP2C19 * 3 allele did not present polymorphisms, whereas, CYP2C19 * 2 with a high
proportion of heterozygotes establishes the adequate activation of the prodrug called Tamoxifen. The
genotyping of CYP2C19 has a high potential in the establishment of pharmacotherapeutic guidelines in
patients with breast cancer in the studied Colombian population.
Keywords: breast neoplasms; tamoxifen; genotype; polymerase chain reaction; P-450 CYP2C19
cytochrome.
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INTRODUCCION

El cancer de mama es la condicion neoplasica maligna de mayor prevalencia en las mujeres, tanto en
paises desarrollados como en vias de desarrollo. El aumento de su incidencia se relaciona a diversos
factores como son: el aumento de la expectativa de vida, el crecimiento de la urbanizacion y la adopcion
de estilos de vida occidentales. Anualmente, a nivel mundial se presentan cerca de 1,7 millones de casos
nuevos, con una mortalidad de 522 000 casos. En Colombia la incidencia estimada de cancer de mama
para el 2012 fue de 35,7 por 100,000 habitantes.*->%)

La alta frecuencia de morbilidad y mortalidad por cancer de mama motivo la realizacion de pruebas de
tamizaje para su deteccion temprana y su manejo adecuado.® Los factores genéticos y ambientales son
determinantes en su aparicién y atencion, esto quiere decir que condicionan el crecimiento anormal e
incontrolable del tejido mamario. El tumor resultante tiene la caracteristica de invadir localmente,
después propaga las células tumorales a otros 6rganos que se lesionan de forma progresiva hasta
ocasionar discapacidad y muerte.®

El manejo del cancer de mama puede orientarse de manera quirurgica, a través de hormonoterapia de
supresion y/o con el complemento de la radio/quimioterapia. En cuanto al manejo farmacoldgico, el
profarmaco tamoxifeno se presenta como la primera linea en antagonismo hormonal. Su mecanismo de
accion se relaciona con su capacidad antiestrogénica, teniendo en cuenta que el agonismo natural
impuesto por estrogenos induce diferenciacion, proliferacion y crecimiento celular tumoral en aquellas
lesiones que expresan receptores para esta hormona.®

El tamoxifeno presenta metabolismo primario y secundario que se lleva a cabo a nivel microsomal
hepético, proceso que estd mediado por el sistema de mono oxidasas de funcion mixta denominadas
Citocromos P450 (CYP). En dependencia de la expresion de los diversos citocromos (fenotipo), un
paciente puede ser caracterizado como metabolizador ultrarrapido (UM), metabolizador normal-extenso
(EM), metabolizador intermedio (IM) o metabolizador pobre (PM).(")

El sistema de citocromos P450 corresponde al principal complejo enzimatico que estd implicado en el

metabolismo de la mayoria de los farmacos que se utilizan en el campo clinico. Estas enzimas catalizan
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reacciones de fase | de biotransformacidn de xenobidticos, y lo hacen, generalmente, con la introduccion
0 exposicion de un grupo funcional hidrofilico en el farmaco.

Las familias de enzimas P450 involucradas en el metabolismo de los xenobidticos son primordialmente
CYP1, CYP2, CYP3 y CYP4; donde la subfamilia CYP3A es la més abundante. Los productos de las
reacciones catalizadas por estas enzimas (metabolitos), en el caso especifico de los farmacos
antineoplasicos, pueden ser moléculas inactivas o tener propiedades antitumorales. El resultado final
depende, principalmente, de si el sustrato que metabolizan es un farmaco antitumoral biolégicamente
activo per se o si es un profarmaco inactivo. En el primer caso, la accion de las enzimas P450 ocasiona
una desactivacion del farmaco, lo que genera metabolitos que poseen una actividad antitumoral reducida
o nula. En el segundo caso, el efecto de la reaccion catalizada por las enzimas P450, genera una activacion
del profarmaco que promueve su actividad antitumoral.®

Se han caracterizado 18 familias de citocromos con importancia metabdlica en el humano frente al
metabolismo de medicamentos en el campo oncoldgico, cardiovascular y psiquiatrico. Se destaca el papel
de la familia 2 y como representantes relevantes en esta familia, los citocromos CYP2D6 y 2C19.®) E|
CYP2C19 posee mas de 30 variantes alélicas, de las cuales CYP2C19*2 y CYP2C19*3 son las méas
comunes y cuyas mutaciones en el exon 5y 4, respectivamente, conducen a una reduccion en la actividad
de la enzima.®® CYP2C19 tiene un perfil de participacion metabolica similar al CYP2D6, lo que se
asocia a una mayor biotransformacion de tamoxifeno en una de sus formas activas: 4-OH-tamoxifeno,
paso fundamental para la generacion del metabolito activo final, endoxifeno. Se ha podido evidenciar en
cohortes de pacientes, que la presencia de CYP2C19*2 se asocia a una mayor supervivencia, lo que
podria indicar ventajas a la hora de optimizar e individualizar el manejo del paciente sobre la base de su
perfil farmacogenético.*?

En este contexto, la implementacion de estrategias de genotipificacion en cancer de mama, y
especificamente en la identificacion de las enzimas del grupo CYP, unido a un tamizaje clinico y
paraclinico oportuno, permitiran una aproximacion mas racional a los aspectos de seguimiento,
resultados y reacciones adversas que se asocian a la exposicion de medicamentos e intervenciones de
amplio uso en el ambito de la salud femenina.®?

Teniendo en cuenta los elementos anteriores, la investigacion se trazo el objetivo de identificar los alelos
para CYP2C19*2 y CYP2C19*3 en pacientes con cancer de mama y su posible asociacion con la

intervencion farmacoterapéutica basada en hormonoterapia de supresion.
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METODOS

Se llevo a cabo una investigacion de tipo observacional, transversal y descriptiva.

La muestra estuvo conformada por 50 mujeres adultas del departamento de Caldas que recibieron
atencion en el segundo semestre de 2016, en el servicio de mastologia y oncologia de la ciudad de
Manizales. Estas pacientes tenian diagndstico establecido de cancer de mama con intervencion
farmacoterapéutica hormonal de supresion estrogénica: antagonistas de estrogenos y/o inhibidores de
aromatasa (tamoxifeno/anastrozol-letrozol). Para la recoleccion de datos y muestras se solicité a las
participantes su consentimiento informado, que fue supervisado por el comité de ética de la Universidad
de Manizales.

A cada paciente se le tomaron 5 mL de sangre venosa en tubos BD-Vacutainer® con EDTA (acido
etilendiaminotetraacético). La extraccion de ADN se realiz6 con el kit UltraClean® Blood DNA Isolation
(MO BIO Laboratories, Inc), se siguié la metodologia descrita por el fabricante. Para determinar la
calidad del ADN extraido se realizd una electroforesis en gel de agarosa al 1 % (w/v) tefiido con el
colorante GelRed™(® |a concentracion se midi6 con nanodrop en el lector de microplaca
MultiScanGo® (Thermo Fisher). Una vez que se determind la concentracion y calidad del material
genético, se almacend a -20 °C.

Para verificar la presencia de alelos polimérficos del gen CYP2C19 se amplificaron por PCR los alelos
CYP2C19*2 y CYP2C19*3 con el empleo de los iniciadores: 5-AATTACAACCAGAGCTTGGC-3/5-
TATCACTTTCCATAAAAGCAAG-3 y 5-TATTATTATCTGTTAACTAATATGA-3/5-
ACTTCAGGGCTTGGTCAATA-3’, respectivamente. La reaccion de amplificacion se realizé en el
termociclador MultiGene™ Gradient Thermal Cycler (Labnet), se emplearon condiciones que
anteriormente fueron reportadas por Adithan y otros.¥ La visualizacion de los fragmentos amplificados
se realizé en geles de agarosa al 2 % (p/v) tefiidos con el colorante GelRed ™.

Una vez amplificado por PCR el alelo CYP2C19*2, se realiz6 digestion con la enzima de restriccion
Smal, para lo que se tuvo en cuenta las recomendaciones del fabricante. De igual forma, los productos
amplificados de alelo CYP2C19*3 se sometieron a digestion con la enzima de restriccion BamHI. La
visualizacion de los productos de restriccion se realizé en geles de agarosa al 2 % (p/v) tefiidos con el
colorante GelRed™.

Se utiliz6 para el analisis estadistico el programa SPSS® (IBM, version 24). Se considerd
estadisticamente significativo un valor p < 0,05. Los datos fueron analizados por el test exacto de Fisher.
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Se realizaron pruebas de X? para evaluar la bondad de ajuste entre las frecuencias observadas y las

esperadas (Test de equilibrio de Hardy-Weinberg).

RESULTADOS

La extraccion del ADN mostré una concentracion entre 10 a 60 ng/uL para cada uno de los individuos
(Fig. 1).

A B C 00 01 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10

Fig. 1 - A, B, C. Marcador de peso molecular Lambda 30ng/uL, 60ng/uL, 90ng/uL respectivamente. 00 -10
ADN total de muestras de pacientes.

Para el CYP2C19*2 se obtuvo un amplificado aproximadamente de 169 pb (pares de bases) para cada

uno de los pacientes y para el CYP2C19*3 un amplificado de 329 pb para todas las muestras (Fig. 2).

MMOO01020304050607080910111213141516171819202122232425()

169bp

MMOOO1020304050607080910111213141516171819202122232425()

329bp

B

Fig. 2 - A. Amplificado del alelo CYP2C19*2. B. Amplificado del alelo CYP2C19*3. MM: marcador peso

molecular Hipperladder 11 100 lanes (Bioline). 00-25. Muestras de 26 pacientes. (-) Control negativo.
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Los amplificados CYP2C19*2 y CYP2C19*3 se sometieron respectivamente a digestion con las enzimas
de restriccion Smal y BamHI. Para CYP2C19*2 los cortes con la enzima de restriccion Smal generaron

dos fragmentos de 40 pb y 129 pb y un fragmento de 169 pb -fragmento no digerido (Fig. 3).

MMO0010203040506 07 0302 1011 1213()MM1415161718192021 222324 (MM 25 26272829303132333435()

MM 363738394043 44 45464748 MM 4950 51 PS ()

169 bp
129 bp
40bp

Fig. 3 - Digestion CYP2C19*2 con la enzima de restriccion Smal. M: marcador peso molecular hipperladder Il

100 lanes (BioLine). 00 — 51. Muestras de pacientes analizados. PS. Paciente Sano. (-) Control Negativo.

Los individuos heterocigotos presentaron tres patrones de bandeo que demuestran cortes con la enzima
de restriccion en tres fragmentos de 169 pb, 129 pb y 40 pb. Los pacientes con genotipo homocigoto
presentaron dos segmentos de 129 pb y 40 pb. La digestidn con la enzima de restriccion BamHI para el
alelo de CYP2C19" 3 genero tres tipos de patrones de bandeo, en el primer fragmento fue de 329 pb,
seguido de los fragmentos de ADN de 233 pb y otro de 96 pb, lo que indica la presencia de un genotipo
silvestre en el segundo y tercer patrén de bandeo.

Los resultados se analizaron sobre los alelos que mostraron polimorfismos, es decir, sobre la poblacién
de alelos CYP2C19*2, donde el 42 % de la poblacion estudiada presento alelos silvestres y el 58 % alelos
heterocigotos (*1/*2 - *2: 29 %). La comparacion categdrica a través del estadigrafo X? para bondad de
ajuste evidencié diferencia estadisticamente significativa en consideracion al equilibrio de Hardy-
Weinberg (Z = 8,0; p = 0,005).

DISCUSION

El papel de los citocromos en el metabolismo de los medicamentos es importante, por lo que cada dia se
consolida més la idea de utilizar sus caracteristicas en el campo de la terapéutica de precision, tanto en
el contexto internacional como en el regional latinoamericano.4
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El CYP2C19 representa cerca del 15 % de la actividad metabolica del grupo de citocromos a nivel
hepatico, de ahi que sea relevante estudiar su variabilidad en la poblacién. Los resultados de amplificado
gue se obtuvieron para el CYP2C19*2 (169 pb) en cada uno de los pacientes y para el CYP2C19*3 (329
pb) en todas las muestras, estan en correspondencia con lo que report6 Adithan y otros.*®

Esta investigacion evidencia el marcado polimorfismo de este citocromo en pacientes expuestas a
medicamentos cuya farmacocinética se relaciona estrechamente con la via metabdlica CYP. Esta
variabilidad la registran varios estudios cientificos.(6171819

En Latinoamérica son pocos los trabajos sobre la prevalencia de CYP2C19 y se relacionan,
principalmente, con antiagregantes, anticoagulantes o antidepresivos.?%?) La frecuencia de
polimorfismos CYP2C19*2 descritos en investigaciones regionales no supera el 11 %,?%?3) en contraste
con el 29 % que se encontro en este estudio. Esto permite deducir la gran variabilidad de los citocromos
en el contexto latinoamericano y, en este caso, una mejor respuesta frente a la indicacién de tamoxifeno.
Esta probabilidad la refieren varios autores, que destacaron en sus analisis multivariados el aporte
significativo del heterocigoto CYP2C19*2 frente al manejo y prondstico del cancer de mama.?+2)

A manera de contraste, la investigacion no encontr6 polimorfismos CYP2C19*3. Sin embargo, el
predominio del genotipo silvestre para este alelo apoya la hipdtesis de una adecuada respuesta
farmacoterapéutica al antiestrogeno de primera linea tamoxifeno, en la poblacion incluida.

Este trabajo es la primera descripcion en una poblacion colombiana, frente a sus caracteristicas
genotipicas en el &mbito antiestrogénico y su repercusion en la supervivencia al cancer de mama. Es
importante destacar, que existe la posibilidad de sesgo en la investigacion por el nimero de pacientes
que se lograron incluir, lo que limita la inferencia. No obstante, las investigaciones sobre el cancer son
complejas por la baja prevalencia de dichas condiciones y por la necesidad de realizar, de manera ideal,
seguimientos en el tiempo. Ademas, la inclusion de un nimero mayor de participantes puede modificar,
de forma significativa, los recursos para la investigacion.

Se concluye que el alelo CYP2C19*3 no presentd polimorfismos, mientras que el CYP2C19*2, con
elevada proporcion de heterocigotos, establece la adecuada activacion del profarmaco tamoxifeno. La
genotipificacion del CYP2C19 presenta un alto potencial en el establecimiento de directrices

farmacoterapéuticas en pacientes con cancer de mama de la poblacién colombiana estudiada.
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