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CAPITULO |

ASPECTOS GENERALES DE LOS MICROSATELITES




I.1- ASPECTOS GENERALES DE LOS MICROSATELITES

1.1.1- LOS MICROSATELITES Y SU DISTRIBUCION GEONOMICA

Los microsatélites son secuencias cortas (de 1-6 pares de bases) repetidas en
tdndem un numero variable de veces, que se encuentran de manera abundante en el
genoma de organismos procariotas y eucariotas (Figura 1.1). Segun algunas
estimaciones estas secuencias podrian ocupar alrededor del 3% del genoma
humano."? Los microsatélites pueden localizarse en cualquier parte del genoma
(exones, intrones, regiones intergénicas, etc.), aunque por lo general son mas
abundantes en las regiones no codificantes’. En los primates, por ejemplo, se ha
estimado que unicamente el 10% de los microsatélites se encuentran en regiones
codificantes.® Estas diferencias en la distribucion de los microsatélites no parecen
deberse puramente al azar, y podrian explicarse, al menos en parte, por la seleccion
negativa ejercida frente a mutaciones situadas en las regiones codificantes que

afectan a la pauta de lectura.*

En la mayoria de los organismos los microsatélites mas abundantes estan
constituidos por repeticiones de dinucledtidos. Sin embargo, en los primates (incluidos
los humanos), los mas frecuentes son las repeticiones de mononucleétidos® (33.5%
del total), seguidos por di- (26.2%), tetra- (15.0%), penta- (11.8%), tri- (7.5%) y

hexanucleétidos (6.1%).

Los diferentes tipos de repeticiones tampoco se encuentran distribuidas con
igual densidad a lo largo del genoma. Un ejemplo de ello es que los ftri- y
hexanucleétidos se encuentran con mayor frecuencia en los exones que en los

intrones y regiones intergénicas del genoma humano.’
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Figura I.1 Electroferograma en el que se observa el microsatélite (GAC), situado

en el exon 7 del gen E2F4.

CCCTGCTGGACAGCAGC AGCAGCAGC AGCAGC AGC AGCAGC AGCAGC AGC AGC AACAG TAACAGC AGC AGTT
150 160 170 180 190 200 210

LV

1.1.2- VARIABILIDAD DE LOS MICROSATELITES

Los microsatélites son secuencias muy inestables dentro del genoma, que
presentan altas tasas de mutacion (10-10° eventos por locus y por generacion). Estas
tasas, bastante superiores a la del ADN no repetitivo (10 por locus y por generacion),
no son uniformes para todos ellos, y parecen incrementarse a medida que aumenta el

numero de repeticiones.’

Los microsatélites constituyen uno de los tipos de ADN mas variables dentro
del genoma. Dicha variabilidad se refleja principalmente en cambios en el niumero de
unidades repetitivas que los componen (polimorfismos de longitud), aunque también
pueden aparecer variaciones en la secuencia (polimorfismos de secuencia), o ambos
tipos de manera simultdnea. Otro aspecto a destacar es que mientras algunos
microsatélites son altamente polimérficos y muestran una amplia variacion en longitud
dentro de la poblacién, otros poseen una escasa o nula variabilidad. Su alto grado de
polimorfismo, junto con su amplia distribuciéon dentro del genoma, los hace muy utiles
como marcadores para el mapeo genético, estudios de genética de poblaciones,

identificacién de individuos en genética forense, etc. 6
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1.1.2.1- Mecanismos que explican la variacion de la longitud de los

microsatélites

Para explicar los cambios en la longitud de los microsatélites se han propuesto
diversos mecanismos, entre los que cabe destacar el patinaje de hebras y el
sobrecruzamiento desigual. El primero de los mecanismos, conocido como patinaje de
las hebras durante la replicacién,’ postula que durante el proceso de formacién de una
nueva hebra de ADN, se forma una horquilla compuesta por una o varias secuencias
repetitivas en la hebra molde o en la que se esta sintetizando (Figura 1.2). La formacion
de esta horquilla (estabilizada por la complementariedad de las bases) causa una
alteracion del nimero de unidades repetitivas durante la sintesis de la nueva hebra.
De esta forma se obtiene una cadena mas larga (con mayor niumero de repeticiones)
si la horquilla se forma en la nueva hebra sintetizada, o mas corta si la formacion de la

horquilla tiene lugar en la hebra molde.

Figura 1.2 Mecanismo de expansion/contraccion de microsatélites mediante patinaje

de hebras durante la replicacion (adaptado de Mirkin SM 2007).

Formacion de la horquilla en b) Formacion de la horquilla en

a) la hebra recién sintetizada Ia hebra molde

: | — ] >

—
l Segundla replicacién l
Expandida Contraida
Normal Normal

El segundo mecanismo estaria basado en el sobrecruzamiento desigual de los
tractos repetitivos que ocurre en los cromosomas homologos durante los procesos de
recombinacion meidtica, y tendria como resultado expansiones o contracciones

reciprocas de los microsatélites® (figura 1.3). Aunque este mecanismo parece estar
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implicado en la expansion de las repeticiones (GCN),, ha sido desechado como
mecanismo general que explique la inestabilidad de los microsatélites, ya que se ha
comprobado que las variaciones en el tamafo de estas secuencias no estan

acompanadas por un intercambio de los marcadores flanqueantes.

Figura 1.3 Mecanismo de expansién/contraccion de microsatélites mediante

sobrecruzamiento desigual durante la recombinacion meiotica (adaptado
de Mirkin SM 2007).

.1.3- ENFERMEDADES CAUSADAS POR LA EXPANSION DE
MICROSATELITES

Tradicionalmente se habia considerado que los microsatélites eran marcadores
evolutivamente neutros, que carecian de una funcién especifica, y que formaban parte
del denominado “ADN basura”.? Sin embargo, los estudios realizados en estos Ultimos
afios, han puesto en entredicho este modelo neutro de evolucién, demostrandose la

relevancia funcional de algunos de ellos.

El importante papel que podian desempefiar ciertos microsatélites comenzé a
revelarse en 1991, cuando se descubri6 que la expansiéon de algunas de estas
secuencias era el origen de determinadas enfermedades neuroldégicas como el
sindrome del cromosoma X fragil y la atrofia espinobulbar-muscular.’®"! Desde
entonces la lista de enfermedades causadas por la expansién de este tipo de

repeticiones no ha parado de crecer, y hoy se conocen cerca de treinta enfermedades

6
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hereditarias con este origen en humanos. La mayoria de estas enfermedades estan
causadas por la expansion de trinucleotidos, aunque también se conocen otras en las
que las repeticiones implicadas son tetranucléotidos, pentanucleétidos e incluso
dodecanucledtidos. Estas repeticiones se localizan tanto en regiones codificantes,
como no codificantes, lo que ha llevado a pensar que el mecanismo patogénico que
yace tras estas enfermedades puede provenir no sélo de una pérdida o ganancia de

funcion a nivel de la proteina, sino también del propio ARN. '%'3

Las enfermedades causadas por la expansién de repeticiones pueden
clasificarse en dos categorias: aquellas en las que la repeticion se encuentra
localizada en un exoén, y aquellas otras en las que se localiza en regiones no

codificantes.

1.1.3.1- Enfermedades causadas por expansiones localizadas en exones

Dentro de este grupo se encuentran enfermedades neurodegenerativas como
la atrofia espinobulbar-muscular (SBMA), la enfermedad de Huntington (HD), el
sindrome de Haw River (DRPLA), y las ataxias espinocerebelares (SCA1,SCA2,
SCA3, SCA6, SCA7 y SCA17). Estas enfermedades se caracterizan por una pérdida
neuronal progresiva, cuya evolucion depende de la edad de aparicién y de la longitud
de la expansion. En estos casos la unidad repetitiva expandida es el triplete
CAG.CTG, que codifica para el aminoacido glutamina. Se cree que el aumento en el
numero de residuos del aminoacido glutamina, genera cambios conformacionales en
la proteina que le proporcionan una ganancia de funcion vy le confieren propiedades
téxicas. Al parecer las proteinas andmalas no pueden ser degradadas por el sistema
ubiquitina-proteasoma y se acumulan en inclusiones citoplasmaticas.'*'® Se cree que
los cambios conformacionales de la proteina andmala le permitirian establecer nuevas
interacciones con otras proteinas celulares, produciendo el secuestro de las mismas

en estos agregados’®.

En estas enfermedades, ademas del efecto tdéxico por ganancia de funcién, se
puede observar una reduccién en el funcionamiento de la proteina involucrada en la
enfermedad. En la SCA6, por ejemplo, se ha detectado una disminucion de la

funcionalidad del canal de calcio del que forma parte la proteina expandida.'” En la
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SBMA también se ha comprobado que el incremento en el nimero de glutaminas del
receptor de andrégenos produce una reduccidén en la capacidad transactivadora del

mismo.'®

.1.3.2- Enfermedades causadas por la expansion de repeticiones en

regiones no codificantes

En ofras ocasiones, las repeticiones causantes de estas enfermedades se
localizan fuera de las regiones codificantes (region promotora, 5’- UTR, 3'- UTR o
intrones). Esto ocurre en la epilepsia mioclénica progresiva 1(EPM1), sindrome del
cromosoma X fragil (FRAXA), sindrome X fragil con temblor/ataxia (FXTAS), ataxia de
Friedreich (FRDA), distrofia mioténica tipo2 (DMZ2), ataxia espinocerebelar tipo 10
(SCA10), ataxia espinocerebelar tipo 8 (SCA8) y distrofia miotdnica tipo 1 (DM1). En
estos casos la relacién entre la expansion y la patologia de la enfermedad no puede
atribuirse Unicamente a un cambio en las propiedades de la proteina. En
enfermedades como (FRAXA) y (FRDA) la expansion provoca un silenciamiento
transcripcional que resulta en una pérdida de la funcién de la proteina.'”® En otras,
como la DM1 y DM2, existen evidencias de que el mecanismo patogénico esta
mediado por la alteracion en la funcién del ARN. Se cree que el ARN expandido es
capaz de establecer uniones aberrantes con proteinas de unién al ARN, produciendo
la desregulacion de su funcién. Se ha comprobado que muchas de las proteinas que
interactuan con el ARN expandido estan implicadas en la regulacion de los procesos

de splicing.?

1.1.4- FUNCIONES Y EFECTOS BIOLOGICOS DE LOS MICROSATELITES

A raiz de la implicacién de los microsatélites en estas enfermedades, se han
empezado a conocer los efectos bioldgicos producidos por la alteracion del numero de
repeticiones y las posibles funciones de los mismos. Como hemos visto con
anterioridad, la expansion de microsatélites puede generar proteinas toxicas o
malfuncionantes, desencadenar el secuestro de proteinas implicadas en procesos de
splicing, causar el silenciamiento de los genes en los que se localizan, o afectar a los
procesos de traduccion y transcripcién.?! Li y cols.??, en una revisién sobre el tema

agruparon las funciones o efectos de los microsatélites en tres grandes bloques:
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organizacion de la cromatina, regulacién de los procesos metabdlicos del ADN, y
regulacion de la actividad génica (Figura 1.4).

Figura 1.4 Posibles funciones y efectos de los microsatélites (adaptado de Li YC y
cols. 2002).

Microsatélites
funciones/efectos

cromatina

. 1.4.1- Implicacion de los microsatélites en la organizacién de la

cromatina
a) Estructura del ADN

Muchas repeticiones en tandem son capaces de formar una amplia variedad de
estructuras inusuales en el ADN, como la formacion de plegamientos en forma de
bucles con distinto grado de complejidad. Se piensa que la formacién de estas
estructuras podria tener importantes efectos reguladores sobre la expresion génica.?
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b) Centromeros y teldmeros

En muchas especies, la regidon centromérica de los cromosomas contiene
numerosas repeticiones en tandem. Estas repeticiones podrian contribuir a la cohesion

de crométidas hermanas o jugar un papel en la formacion o funcién del cinetocoro.?

1.1.4.2- Regulacion de los procesos metabdlicos del ADN: efectos sobre la

recombinacion

Son numerosos los microsatélites que han sido propuestos como puntos
calientes para la recombinacion.?®?® Las repeticiones de dinucleétidos parecen ser
sitios preferentes para estos procesos, debido a su alta afinidad por enzimas
implicadas en la recombinacion y a las estructuras que forman este tipo de

microsatélites.?’

1.1.4.3 Efectos de los microsatélites sobre la actividad génica

a) Efectos sobre la transcripcion

Existen numerosas evidencias de que algunos microsatélites localizados en las
regiones promotoras de determinados genes pueden actuar como elementos cis-
reguladores, afectando a la actividad transcripcional de los mismos.?® Los
microsatélites pueden ser propiamente lugares de union para proteinas reguladoras de
la transcripcion o encontrarse proximos a ellos, de manera que puedan interferir en
dicha unidn. Algunos estudios sefalan que las variaciones en el numero de
repeticiones de los mismos pueden modificar la afinidad de las proteinas reguladoras
por estos sitios de unién, y afectar la actividad transcripcional del gen.?*?*' Un ejemplo
de ello es el microsatélite polimérfico (TGYCC),, que se encuentra situado en el
promotor del gen 3 inducido por p53 (PIG3). La proteina p53 se une especificamente a
este microsatélite in vitro e in vivo, y se ha observado que un alto numero de

repeticiones se correlaciona con una alta activacion transcripcional de p53.*

Los microsatélites situados en regiones intronicas también pueden tener
influencia sobre la transcripcion génica. Un ejemplo de ello es el receptor del factor de

crecimiento epidérmico (EGFR), cuya actividad transcripcional parece disminuir al

10
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aumentar en numero de repeticiones del microsatélite polimoérfico (CA), situado en el
intrén 1 del gen.*® También el microsatélite polimérfico (TCAT),, situado en el primer
intrén del gen de la tirosina hidroxilasa (TH), parece ser capaz de actuar como un
elemento regulador de la transcripcién in Vitro.** Cabe destacar que las repeticiones
de trinucledtidos son especialmente abundantes en genes reguladores relacionados
con la transcipcion y transduccion de sefales, mientras que son infrecuentes en genes
que codifican proteinas estructurales. Estas observaciones apoyan el posible papel de

este tipo de microsatélites en la regulacion de la transcripcion génica.®

b) Efectos sobre la traduccién

Diversos estudios han mostrado la capacidad de los microsatélites para influir
en los procesos de traduccion. Se ha podido observar que variaciones en el nimero
de repeticiones de microsatélites situados en las regiones 3-UTR de ciertos genes,
son capaces de generar estructuras que podrian afectar a la estabilidad de los
productos transcritos, y por tanto a la expresion génica. Este es el caso del segmento
rico en repeticiones (GA), en el extremo 3’-UTR del gen del receptor polimérico de
inmunoglobina® y el gen de la elastina de pollo.*® También se ha podido comprobar
que el aumento del numero de repeticiones del dinucleétido (CA), en las moléculas de
ARNmM de los genes de Escherichia coli lacZ, gusA y neo incrementan la union de los

ribosomas in vitro, dando lugar a un aumento de su expresién.37

1.1.5- RELACION DE LOS MICROSATELITES POLIMORFICOS CON OTRAS
ENFERMEDADES

En la aparicion y desarrollo de algunas enfermedades multifactoriales
complejas como el cancer de mama o la diabetes tipo Il, estan implicados distintos
factores genéticos y ambientales, en su mayoria desconocidos. La identificacion de
variantes génicas que puedan conferir susceptibilidad a las mismas es uno de los
grandes retos de la genética actual. Los polimorfismos de nucleétido simple (SNPs) y
los microsatélites polimérficos, debido a su alta mutabilidad, son componentes

importantes de la variabilidad genética humana.

11
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Aunque la variacion funcional puede residir en cualquier tipo de polimorfismo
genético, en la actualidad el interés en este campo esta centrado en los polimorfismos
de nucledtido simple (SNPs), en buena parte debido al desarrollo de técnicas para su
genotipado masivo. El genotipado de los microsatélites, en cambio, no se encuentra
tan automatizado, lo que sin duda ha repercutido en el numero de estudios que han

centrado su interés en los mismos.

Analisis bioinformaticos realizados sobre bases de datos de secuencias de
proteinas humanas, han revelado que aproximadamente el 20% de ellas contienen, al
menos, un tracto compuesto por cuatro o0 mas residuos de un mismo aminoacido.
Muchos de estos tractos repetitivos de aminoacidos estan codificados por
microsatélites, y las proteinas humanas que los presentan estan frecuentemente
implicadas en la regulacion transcripcional, la sefalizacién celular, el desarrollo, y la
actividad del sistema nervioso. También se ha comprobado que un gran numero de
estas proteinas estan relacionadas con enfermedades neurolégicas, leucemias y

varios tipos de canceres.*®

Hoy en dia se cree que la habilidad de los microsatélites para expandirse o
contraerse en cortos periodos de tiempo, podria ser enormemente beneficiosa para
los organismos desde el punto de vista adaptativo. Estas secuencias confieren
hipervariabilidad a los genes que los contienen, permitiéndoles una rapida evolucién.
Sin embargo, no hay que olvidar que algunas de estas secuencias tienen la capacidad
de modular la expresién génica y la funcion proteica, de modo que variaciones en las
mismas podrian constituir factores de riesgo, aun sin explorar, para la susceptibilidad a

ciertas enfermedades.>**°
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CAPIiTULO Il

MICROSATELITES POLIMORFICOS DEL RECEPTOR DE ANDROGENOS
Y LA ENZIMA AROMATASA: SU RELACION CON EL CANCER DE MAMA




1.1 - INTRODUCCION

1.1.1- HORMONAS SEXUALES ESTEROIDEAS EN LA MUJER

La produccién de hormonas sexuales esteroideas a lo largo de la vida de una
mujer es amplia y variada, con importantes cambios en las diferentes etapas de la
misma. Los ovarios femeninos fabrican tres clases principales de hormonas sexuales:
los estrégenos, los progestagenos y los andrégenos'?. La produccién de hormonas
esteroideas por el ovario esta sujeta a un complejo mecanismo de regulacion, en el
que las hormonas hipofisarias foliculoestimulante (FSH) y luteinizante (LH) juegan un

papel determinante.

Los estrégenos, de gran importancia en la mujer, dirigen el desarrollo de sus
o6rganos genitales y promueven la aparicion de los caracteres sexuales femeninos.
Estas hormonas son capaces de inducir fendbmenos de proliferacion celular sobre
organos como el endometrio, la mama y el propio ovario. Su produccion ciclica es la

responsable del ciclo menstrual.

La progesterona es el principal progestageno natural producido por el ovario.
Es capaz de estimular el desarrollo del endometrio, preparando al utero para la
recepcion del blastocisto y su posterior desarrollo durante el embarazo. La
progesterona también favorece el desarrollo de los acinos glandulares de la mama

disponiéndola para la lactancia.

Los androgenos son los esteroides sexuales mas abundantes en el torrente
circulatorio. Son precursores necesarios para la sintesis de estrogenos en el ovario, y

se encuentran asociados a la masculinidad y a sus caracteres sexuales.
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1.1.1.1- Produccion de estrégenos en la mujer

En las mujeres premenopausicas la mayor parte de los estrogenos circulantes
son producidos por los ovarios (foliculos y cuerpo luteo), por la placenta (durante el
embarazo) y en menores cantidades por las glandulas adrenales. De los mas de veinte
tipos de estrégenos identificados, los que parecen tener una mayor importancia clinica

son el 17B-estradiol y dos de sus metabolitos; la estrona y el estriol.®

El 17B-estradiol es el estrogeno mas potente secretado por el ovario, que
sintetiza mas del 95% del mismo. La estrona y el estriol también se producen en el
higado o en tejidos extragonadales a partir de precursores androgénicos. En las
mujeres la produccion ovarica de estrogenos se ve notablemente mermada tras la
menopausia y los niveles de estradiol disminuyen notablemente. En este periodo la
mayor parte de los estrégenos se sintetizan extragonadalmente en el higado y otros
tejidos periféricos, a partir de precursores androgénicos producidos por las glandulas

suprarrenales y en menor proporcion por el ovario. (Figura 11.1).

1.1.1.2- Produccion de andrégenos en la mujer

Aunque los estrégenos son las hormonas sexuales femeninas por excelencia,
las mujeres secretan cuantitativamente mayor cantidad de andrégenos que de
estrégenos. Los andrégenos tienen importantes efectos fisiolégicos en la mujer, no
sélo porque actuan como precursores hormonales para la sintesis de estrégenos en
los ovarios y tejidos extragonadales, sino porque mediante su union con los receptores

de andrdgenos, son capaces de ejercer efectos directos sobre sus células diana.

Las principales hormonas esteroideas circulantes clasificadas como
andrégenos son la dehidroepiandrosterona sulfato (DHEAS), dehidroepiandrosterona
(DHEA), androstendiona, testosterona y dihidrotestosterona (en orden decreciente

seglin su concentracién sérica).*

La testosterona es el andrégeno natural mas potente. El 50% de esta hormona
deriva de los ovarios y las glandulas adrenales a partes iguales, mientras que el 50%

restante, procede de la conversion periférica de la androstendiona. Esta ultima
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también es producida por las glandulas adrenales y los ovarios en una proporcién

similar.

La DHEA actia como un precursor para la sintesis periférica de otros
andrégenos mas potentes. Es producida por las glandulas adrenales (50%) y los
ovarios (20%), aunque puede ser sintetizada a partir de la DHEAS circulante (20%),

gracias a la accion de sulfatasas esteroideas.

La dihidrotestosterona es un producto de la conversion periférica de la
testosterona y circula a baja concentracién en el suero. Sélo la testoterona y la
dihidrotestosterona son capaces de unirse al receptor de andrégenos. Las otras tres

hormonas son consideradas pro-andrégenos.

Los andrégenos producidos por las células tecales ovaricas sirven como
substrato para la sintesis de estrogenos. La enzima aromatasa, muy importante en el
metabolismo de las hormonas sexuales esteroideas, es la principal responsable de la

transformacion de los andrégenos en estrégenos. (Figura I1.1).

Figura Il.1 Rutas de sintesis de hormonas sexuales esteroideas.
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I.1.2- ANDROGENOS, ESTROGENOS Y CANCER DE MAMA

La produccion de hormonas esteroideas en el ovario sufre diversos cambios a
lo largo de la vida de la mujer. Uno de los principales cambios esta asociado con el
final del periodo menstrual, una fase de la vida en la que muchas mujeres son

diagnosticadas de cancer de mama.®

Existen claras evidencias de que las hormonas sexuales esteroideas estan
implicadas en el desarrollo de esta enfermedad. Numerosos estudios han demostrado
que los estrogenos actuan como estimulantes de la proliferacion epitelial y el
crecimiento de la glandula mamaria.®” Actualmente no hay ninguna duda sobre el
papel promotor de estas hormonas en el cancer de mama; de hecho, la privacién de

estrogenos ha resultado ser una terapia muy efectiva contra esta enfermedad.

Por el contrario el papel de los andrégenos en el cancer de mama es confuso, y
no esta del todo claro si éstos actuan como estimulantes o represores del crecimiento
y la proliferacion celular. Aunque la mayoria de los estudios respaldan la hipétesis de
que los androgenos podrian actuar contrarrestando el efecto mitogénico y promotor
de los estrégenos sobre el tejido mamario, los resultados de los diferentes estudios

(epidemioldgicos y experimentales) son en muchos casos contradictorios.

Los experimentos realizados en diversas lineas celulares de cancer de mama,
muestran mayoritariamente un papel antiproliferativo y apoptético de los andrégenos.®
'® Sin embargo, los resultados de algunos estudios sefialan que en determinadas
circunstancias los andrégenos también pueden ejercer efectos proliferativos sobre las
células cancerosas.'"'? Esta divergencia de resultados parece obedecer a diferencias
en las lineas celulares empleadas en los experimentos, al tipo de andrégeno

suministrado, a la dosis y al estado estrogénico.

Los estudios in vivo realizados en ratas, también muestran un efecto inhibitorio
de los androgenos (testosterona, dihidrotestosterona y DHEAS) sobre los efectos
proliferativos de los estrogenos.”®"” A los resultados de estos trabajos se suman
diversas evidencias clinicas y experimentales, como el hecho de que distintos tipos de

andrégenos (propionato, fluixymesterona, calusterona, metiltestosterona, etc.) hayan
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sido utilizados como adyuvantes en la terapia frente al cancer de mama
(especialmente en el cancer metastatico), con resultados de efectividad comparables a

los de otros tratamientos.'®°

Paraddjicamente, tanto las mujeres que presentan elevadas concentraciones
en sangre de estrogenos (estradiol y estrona) como de andrégenos (testosterona,
DHEA, DHEAS, androstendiona, y dihidrotestosterona), parecen tener un mayor riesgo

de padecer cancer de mama.

En mujeres premenopausicas, Secreto y cols.?’ observaron un incremento del
riesgo de padecer cancer de mama a mayores concentraciones de andrégenos
(testosterona, dihidrotestosterona, androstendiona, y DHEAS) y progesterona.
También Kass y cols.?' hallaron mayores concentraciones de andrégenos
(testosterona, androstenediona y dehidroepiandrosterona sulfato) en mujeres con
cancer de mama. Mientras, Yu y cols.?® observaron un mayor riesgo de esta
enfermedad a mayores niveles de estrona y testosterona en sangre, pero no hallaron

variaciones en funcion de los niveles de DHEAS, estradiol, ni de estrona sulfato.

En mujeres postmenopausicas, Kass y cols.?® observaron un incremento del
riesgo de cancer de mama a mayores niveles de estrégenos (estrona y estradiol) y
androgenos (DHEAS, androstendiona y testosterona). Sus resultados coincidien con
los obtenidos por Baglietto y cols.?* que también hallaron un mayor riesgo entre
aquellas mujeres con altas concentraciones de estradiol, estrona sulfato, testosterona
y DHEAS.

I.1.3- EL RECEPTOR DE ANDROGENOS

Las hormonas sexuales esteroideas juegan un papel muy importante en el
desarrollo y mantenimiento de las funciones normales de la glandula mamaria. La
accién de estas hormonas estda mediada, en buena parte, por su unién a receptores

nucleares (receptores de andrégenos, estrégenos, y progesterona).

El receptor de andrégenos (AR) pertenece a la superfamilia de los receptores
nucleares de hormonas esteroideas. Funciona como un factor de transcripcion

dependiente de ligando que regula la transcripcién de genes implicados en diversos

23



CAPITULO I INTRODUCCION

procesos fisiolégicos entre los que se encuentran la proliferaciéon y la diferenciacion

celular en tejidos diana.?®

Generalmente el AR se encuentra de forma inactiva en el citoplasma celular
formando un complejo con varias proteinas heat shock, entre las que se encuentran
Hsp90, Hsp70 y Hsp56. La union de la hormona (testosterona o dihidrotestosterona) al
dominio de union al ligando produce un cambio conformacional de la molécula que
promueve la liberacién de las proteinas heat shock, y permite su translocacion al
nucleo. Una vez alli, el AR dimeriza formando homodimeros que se unen a los
elementos de respuesta a andrégenos (AREs), localizados en las regiones
reguladoras de genes diana regulados por andrégenos. Esta unidon desencadena el
reclutamiento de otras proteinas esenciales para la expresion de estos genes, como
cofactores o elementos pertenecientes a la propia maquinaria de transcripcion®®
(Figura 11.2).

Figura Il.2 El receptor de andrégenos y su mecanismo de accion.
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Los receptores de androgenos estan presentes tanto en el tejido mamario
normal, como en lineas celulares de cancer de mama. Su expresion es abundante en
las células epiteliales, donde parece estar asociada a la del receptor de estrégenos
(RE) y progestorerona (PR).# Se han encontrado altos niveles de expresion del AR en
el 49% de los tumores de mama negativos para ER y en el 89% de los positivos.?®
Estudios realizados en pacientes de cancer de mama bajo seguimiento médico indican
que la expresion del AR se asocia con buen pronéstico en tumores ER/PR negativos.?
Por el contrario, la pérdida del AR se ha asociado a un pobre pronéstico en tumores
ER/PR/Her2 negativos.*

El gen que codifica para el AR humano esta localizado en el brazo largo del
cromosoma X (Xq11.2-12), tiene un tamano de 90 kilobases, y contiene ocho exones.
La proteina AR consta de aproximadamente 917 aminoacidos y posee varios dominios

con diferentes funciones.®'

El dominio regulador N-terminal, codificado principalmente por el exén 1, media
la actividad transcripcional. Este dominio contiene la regién de activacion de la
transcripcion independiente de ligando (TAF-1), siendo el lugar de interaccion con
ciertos correguladores. EI dominio de unién al ADN (DBD), codificado por los exones 2
y 3, contiene dos dedos de zinc capaces de interactuar especificamente con pequefias
secuencias denominadas elementos de respuesta a androgenos (AREs). La region
bisagra (HD), codificada por el exon 5, es muy importante para el movimiento del
receptor. EI dominio de localizacion nuclear (NLD), codificado por el exén 4, ayuda a la
localizacion del AR en el nucleo celular. Finalmente el dominio de union al ligando
(LBD), codificado por los exones 6, 7 y 8, es el lugar de unién de los andrégenos al
receptor y contiene la regién de activacion de la transcripcion dependiente de ligando
(TAF-2) (Figura Il. 2).
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Figura 1.3 Estructura del gen y la proteina AR.
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II.1.4- MICROSATELITES DEL RECEPTOR DE ANDROGENOS (CAG)n Y
(GGC)n

El primer exdn del gen AR contiene dos tractos repetitivos de aminoacidos que
flanquean la region de activacion de la transcripcion TAF-1 (Figura Il. 2). El primero de
ellos, constituido por un numero variable de residuos de glutamina, esta codificado por
la secuencia (CAG),CAA. El microsatélite (CAG), es altamente polimorfico en
longitud, y su tamafio oscila generalmente entre 6 y 39 repeticiones, aunque se han
observado diferencias en su longitud entre distintas poblaciones. Las poblaciones
africanas presentan las repeticiones mas cortas, caucasicos e indios americanos
muestran tamafos intermedios, y los asiaticos parecen tener las repeticiones mas

largas.?*%

El segundo tracto repetitivo, formado por un namero variable de residuos de
glicina, esta situado 1kb aguas abajo del microsatélite (CAG),. Se encuentra codificado
por la secuencia (GGT);GGG(GGT),(GGC),, generalmente referida en la literatura

como (GGN),. Los primeros seis residuos de glicina estan codificados por la
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secuencia constante (GGT);GGG(GGT),, mientras que el resto del tracto de glicinas
(un numero variable) esta codificado por el microsatélite (GGC),. Este microsatélite es

polimérfico en longitud y su tamario suele oscilar entre las 8 y las 21 repeticiones.

1.1.4.1- El microsatélite (CAG), y su relaciéon con la concentracién y

actividad del receptor

Los primeros indicios de que la longitud del tracto repetitivo de glutaminas era
critico para la funcién del AR, surgieron cuando se descubrié que la expansion del
microsatélite (CAG), por encima de las 40 repeticiones era la causa de la enfermedad
neurodegenerativa ligada al cromosoma X conocida como atrofia espinobulbar
muscular (SBMA) o enfermedad de Kennedy. La expansion de este microsatélite
provoca en los sujetos un cuadro clinico caracterizado por debilidad y atrofia muscular,
disminucion o pérdida de los reflejos, hipotonia, etc. Estos enfermos también
presentan sintomas de insensibilidad a los androgenos como ginecomastia, atrofia
testicular,  oligospermia, azoospermia y elevadas concentraciones de

gonadotropinas.®**®

Tras este descubrimiento, diversos estudios han sefialado que variaciones en
el numero de unidades repetitivas (CAG), dentro del rango habitual (por debajo de las
40 repeticiones) tienen influencia sobre la actividad transactivadora del AR, de manera

que ésta disminuye al aumentar el numero de repeticiones.

Chamberlain y cols.*® en un ensayo in vitro realizado en células de rifidn de mono,
observaron que la progresiva expansion de este microsatélite causaba un descenso
lineal en la funcién de transactivacion. Ademas, la eliminacién del tracto repetitivo
resultaba en una elevada actividad transcripcional del AR, lo que sugeria que tenia un
efecto inhibitorio sobre la misma. Un estudio posterior realizado por Kazemi-Esfarjani y

cols.* revelo resultados similares.

Ding y cols.*® también corroboraron el efecto negativo de la longitud de este
microsatélite sobre la actividad del AR. Ellos observaron que en células epiteliales de
cancer de prostata el alelo (CAG)7 mostraba un 40% mas de actividad transactivadora

por unidad de AR que el alelo (CAG),s. Estos autores detectaron, ademas, diferencias
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en el nivel de proteina AR segun la longitud del alelo (mayor cantidad de proteina para
el alelo méas corto). En cambio, Beilin y cols.*® no encontraron variaciones en la
expresion de la proteina AR en funcion de la longitud del microsatélite, aunque si
comprobaron nuevamente una relacion inversa entre la longitud de este tracto

repetitivo y la actividad transactivadora in vitro del AR.

1.1.4.2- Relacion entre las concentraciones de hormonas esteroideas y la

longitud del microsatélite (CAG),

Ademas de los efectos que la longitud de este microsatélite parece tener sobre
la actividad transactivadora del AR, algunos trabajos como los de Westberg y cols.* y
Brum y cols.*! describen una relacién inversa entre el nimero de repeticiones del
microsatélite (CAG), y la concentracién de andrégenos en suero, tanto en mujeres
premenopdausica como postmenopausicas. En otros estudios, sin embargo, no se ha

observado dicha relacion.***

1.1.4.3- El microsatélite (GGC), y su relacion con la concentracién y

funcionalidad del receptor

A diferencia de lo que ocurre con el microsatélite (CAG),, no se conoce por el
momento ninguna enfermedad causada por variaciones en el nimero de repeticiones
del microsatélite (GGC),, aunque la longitud del tracto (GGN), ha sido asociada con el
riesgo  de desarrollar criptorquidismo*  (condicién relacionada con baja

androgenicidad).

Algunos estudios apuntan a que las variaciones en el numero de repeticiones
de este microsatélite podrian tener efectos sobre la funcion y/o concentracion del AR.

En los experimentos in vitro llevados a cabo por Gao y cols.*®

se observé que la
deleccion del tracto (GGN), reducia en un 30% la actividad transactivadora del AR.
Posteriormente Lundin y cols.*® hallaron variaciones no lineales en la funcién
transactivadora del receptor dependiendo de la longitud de las repeticiones. También

Ding y cols.*

observaron una correlacion inversa entre el numero de repeticiones
(GGN), y las concentraciones de proteina AR, si bien no pudieron constatar ningun

efecto de la longitud de este microsatélite sobre la actividad transactivadora del AR.
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Segun estos autores el incremento en la longitud de este microsatélite podria
favorecer la formacion de estructuras en asa en el ARN,, que afectarian a su

estabilidad y traduccion.

1.1.4.4- Relacién de los polimorfismos (CAG), y (GGC), con el cancer de

mama

La longitud de los microsatélites (CAG), y (GGC), del gen AR ha sido asociada
con diversos tipos de cancer como el de prostata, endometrio, ovario, colon, eséfago y

mama. 8%

En lo que al cancer de préstata se refiere, los resultados de diferentes estudios
publicados indican que la presencia de repeticiones cortas de estos microsatélites en

los varones podria incrementar el riesgo de padecer esta enfermedad.*’#%°%%9

La situacion para el cancer de mama podria ser justamente la contraria que la
descrita para el cancer de prostata, ya que son varios los trabajos que indican que las
mujeres con largas repeticiones (CAG), podrian tener un mayor riesgo padecer la

enfermedad.®®* Sin embargo no todos los estudios obsevan dicha relacion,®*"°

por lo
que no esta claro si la longitud de este microsatélites tiene influencia en el riesgo de

padecer la enfermedad. (Tabla 11.1)

En cuanto al microsatélite (GGC), muy pocos estudios han explorado la

67,66

relacion del mismo con el cancer de mama, y solo uno de ellos ha encontrado un

mayor riesgo en muijeres jévenes portadoras de alelos cortos.*
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Tabla Il.1 Estudios de asociacion caso-control entre la longitud de los microsatélites CAG y

GGC y el cancer de mama

Punto de
Microsatélite  Referencia corte Poblacién  Caracteristicas Casos Controles OR (95% ClI) p
repeticiones estudiada
Spurdle y cols. .
<22cAGg incipalmente . ores < 40 368 264  1.40(0.94-2.09) N.S.
[65] Caucasica
Rebbeck y cosl. .
>26 CAG ' ncipalmente ppa1/o mutacion 165 304  1.81(1.06-3.08) N.D.
[62] Caucasica
Dunning y cols. .
<2cag  Caucasica Indistintas 508 426 1.31(0.87-197) N.S.
[66] (inglesa)
Gloutere yeols. _hcag  Pincipamente LITEED 255 461 0.5(0.30-0.83) 0.007
[63] Caucésica postmenopausicas A : :
Kadouri y cols. .
Caucasicos
671 >28CAG g BRCA 1/2 188 222 0.80 (0.44-1.46) N.S.
Menin y cols. .
>23CAG incipalmente | yitintas 47 101 1.70 (0.90-3.50) N.S.
[68] Caucasica
CAG i
( AR n ETEY Ce: 522 CAG Pincipalmente Familiares primer 729 969 1.70 (1.20-2.40) 0.04
[65] Caucasica grado afectados ’ : ’ :
Liede y cols. .
<25 CAG Filipina LTEES 299 229  0.47(0.28-0.80) 0.015
[62] postmenopausicas
Suter y cosl. .
<22CAG incipalmente 1 iores < 45 afios 524 461 1.30(1.00-1.70) N.S.
[69] Caucasica
EMBRACE Study
Collaborators 528 CAG P'g‘;'ﬁ?ggiigte BRCA1/2 322 595  1.04 (0.87-2.42) N.S.
[70]
Wang y cols. - .
Afro- Familiares primer
[99] >22CAG  pilcicona  grado afectados 239 249 3.18(1.08-9.36) 0.02
lobagiu y cols. .
<15CAG Fincipalmente .y intas 139 145  1.93 (1.05-3.55) 0.03
[64] Caucasica
Dunning y cols. .
>14 Gec Fincipalmente . yointas 508 426 1.07 (0.89-1.48) N.S.
[66] Caucasica
T >17GGC ~ Gaucasicos BRCA 1/2 188 222 0.96(0.80-1.15) N.S
[67] /Askhenazi ’ ’ ’ =
Suter y cols. A " =
Pincipalmente Mujeres< 45 afios
[69] >17GGC " Colcasion (O usuarios) 515 443 0.70 (0.50-0.90) 0.026
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11.1.5- LA ENZIMA AROMATASA

La aromatasa es una enzima que pertenece a la superfamilia del citocromo
P450. Esta enzima es clave en el metabolismo de las hormonas esteroideas, ya que
interviene en la conversién de los andrégenos (androstendiona y testosterona) en
estrogenos (estrona y estradiol respectivamente). La aromatasa cataliza la
desaturacion (aromatizacion) del anillo A de los andrégenos C19, eliminando el 19-

metil y convirtiéndolos en estrégenos C18.

La enzima se encuentra localizada en la membrana del reticulo endoplasmatico
de las células productoras de estrogenos situadas en los ovarios de las mujeres
premenopadusicas (células de la granulosa y cuerpo luteo), testiculos (células de
Leydig), placenta, tejido adiposo periférico, endometrio, piel, cerebro, etc. La
aromatasa también esta presente en el tejido mamario, tanto sano como tumoral,
donde constituye una fuente de produccién local de estrogenos. La utilizacion de
inhibidores de aromatasa disminuye drasticamente la sintesis de estrégenos en el
tejido normal de mama y en el tumoral, por lo que constituye una importante
estrategia para reducir los efectos proliferativos de los estrogenos. Los inhibidores de
aromatasa han demostrado su eficacia para suprimir la sintesis periférica de
estrégenos en mujeres postmenopadsicas, por o que son ampliamente empleados

como terapia antiestrogénica en cancer de mama.’""?

La enzima aromatasa esta codificada por el gen CYP19, que se encuentra
localizado en el cromosoma 15 (15g21.1.). En este gen se distingue una larga region
reguladora de 93kb y una region codificante de 30 kb. La region reguladora contiene
diez promotores que son usados alternativamente segun el tejido y el tipo de célula,
seguidos por al menos otras diez variantes del exén 1 (no codificante). La region
codificante la constituyen nueve exones (exones del 2 al 10) (Figura 11.4). Cada una de
las variantes del ex6n 1 esta bajo el control de un promotor determinado, cuya
activacion da lugar, por splicing alternativo, a un transcrito que comienza con el

correspondiente exén 1, seguido de la secuencia de la regién codificante.”*"®
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Figura 11.4 Estructura del gen de la aromatasa CYP19.

(TTTA)n

I.1.6- MICROSATELITE (TTTA), DE LA ENZIMA AROMATASA

El gen CYP19 contiene un microsatélite polimérfico constituido por un tracto
repetitivo del tetranucleétido (TTTA),.”® Este se encuentra situado en el intrén 4 del
gen, ochenta pares de bases aguas abajo del exdén 4. Su tamano es variable,
oscilando entre las 7 y 13 repeticiones. Alrededor de cuarenta pares de bases aguas
arriba de este microsatélite se ha encontrado una deleccion de tres pares de bases. La
deleccion se encuentra en desequilibrio de ligamiento con el alelo de 7 repeticiones del

microsatélite (TTTA);””

1.1.6.1- El microsatélite (TTTA), y su relacion con la actividad aromatasa y

la concentracion de hormonas sexuales.

Un estudio funcional in vitro realizado por Gennari y cols.®" revelé6 mayor
actividad aromatasa en los fibroblastos de aquellos varones con un alto nimero de

repeticiones.

Aunque diversos estudios también han relacionado la longitud de este

microsatélite con las concentraciones en suero de distintas hormonas esteroideas
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(estrona, estradiol, androstendiona y testosterona), los resultados de los mismos no

son del todo coincidentes.

En un estudio realizado por Tworoger y cols.”® en mujeres postmenopausicas,
se observo que las mujeres portadoras del alelo de ocho repeticiones (TTTA)g tenian
mayores concentraciones séricas de estrona y estradiol que las no portadoras.
Coincidiendo con estos resultados, Haiman y cols.” también encontraron elevados
niveles de estrona, estradiol y un alto cociente estrona/androstendiona en aquellas
mujeres portadoras del alelo (TTTA)s. Ademas, las mujeres que poseian el alelo
(TTTA); mostraban menores niveles de estrona sulfato, estrona, estradiol y cociente
estrona/androstendiona que las no portadoras. Berstein y cols.®® hallaron una
asociacion modesta entre el alelo (TTTA)q, y altos niveles de estradiol y testosterona
en pacientes postmenopausicas con cancer de endometrio. También se han
encontrado elevados niveles de estradiol en varones portadores de un alto nimero de
repeticiones (mas de nueve repeticiones).?’ Sin embargo, en otros trabajos como los
realizados por Probst-Hensch y cols.®? y Tavis y cols.?®> no se pudo observar ninguna
relacion entre la longitud de este microsatélite con el conciente estrona/androstendiona

o con el estradiol.

11.1.6.2- El microsatélite (TTTA), y su relacion con el cancer de mama

Son muchos los estudios que han analizado la posible asociacién de ciertos
alelos del microsatélite (TTTA), de CYP19 y el cancer de mama_ Sin embargo, los
resultados de estos estudios no permiten llegar a ninguna conclusion clara, ya que son
muchos y muy variados los alelos que han sido asociados con la enfermedad, como
el alelo (TTTA);del TCT y (TTTA).10 ¥ (TTTA) % (TTTA)s y (TTTA)1 %" (TTTA) 2y
(TTTA).™ .

Entre todos ellos el alelo de diez repeticiones (TTTA), es el que en mas
ocasiones ha mostrado asociacién con dicha enfermedad. Haiman y cols.” observaron
una alta frecuencia del alelo diez entre las pacientes con cancer de mama mas
avanzado pertenecientes a la Nurses' Health Study cohort. Otros dos estudios, uno
realizados en mujeres chinas por Han y cols.”® y otro en brasilefias por Ribeiro y cols.”

también hallaron una asociacién entre este alelo y el desarrollo de cancer de mama.
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En mujeres nigerianas portadoras de alelos largos (10 o mas repeticiones). Okobia y

cols.*? observaron igualmente un incremento del riesgo de cancer de mama.
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1.2- OBJETIVOS

A la vista del importante papel que estrégenos y andrégenos parecen tener en
el desarrollo del cancer de mama, es importante conocer aquellas variantes genéticas

que puedan maodificar la actividad o las concentraciones de estas hormonas.

Los microsatélites polimorficos, debido a su alta mutabilidad, son componentes
importantes de la variabilidad genética humana. Algunos de ellos se encuentran
localizados en genes importantes para el metabolismo de las hormonas sexuales. Este
es el caso de los microsatélites polimérficos (CAG), y (GGC),, situados en el gen del
receptor de andrégenos, y (TTTA), de la enzima aromatasa. Existen estudios previos
que indican que variaciones en la longitud de estos microsatélites podrian modificar la
actividad y/o concentracion de la enzima o el receptor, asi como las concentraciones
de hormonas esteroideas en suero. Ello hace de estos microsatélites buenos

candidatos como posibles variantes de susceptibilidad para el cancer de mama.

Por tanto, este trabajo tiene como objetivo principal conocer si la longitud de los

microsatélites (CAG), (GGC), y (TTTA), muestra asociacion con el cancer de mama.

De igual forma nos propusimos conocer la distribucion alélica de estos

microsatélites en nuestra poblacion.
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I.3- MATERIAL Y METODOS

1.3.1- DISENO

Estudio de casos y controles.

11.3.1.1- Participantes
a) Caracteristicas de los casos

Como casos para este estudio se seleccionaron 300 pacientes del Servicio de
Oncologia Médica del Hospital Universitario Nuestra Sefora de la Candelaria, con
diagnéstico confirmado de cancer de mama entre los anos 1990 y 2005. Las pacientes
eran residentes en la provincia de Santa Cruz de Tenerife, y sus edades estaban
comprendidas entre los 33 y 74 afos. La edad de diagndstico oscilaba entre los 26 y

74 anos, con una edad media de 50 anos.

b) Caracteristicas de los controles

Como controles de este estudio se seleccionaron 435 mujeres entre las
participantes de la cohorte CDC de Canarias de edades comprendidas entre los 32 y
77 anos, residentes en la provincia de Santa Cruz de Tenerife, que no habian

padecido cancer de mama hasta ese momento.

La cohorte CDC de Canarias lleva a cabo el seguimiento de una cohorte de
poblacion general con el fin de analizar |la prevalencia e incidencia de cancer, diabetes
mellitus y enfermedades cardiovasculares en la poblacion adulta del archipiélago
canario, asi como la exposicién a sus factores de riesgo.” Las siglas CDC son el
acronimo del nombre de las tres enfermedades que son objeto de este estudio:

cancer, diabetes y cardiovascular.
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La cohorte se reclutd entre enero del afio 2000 y diciembre del 2005 de forma
aleatoria a partir del censo de tarjetas sanitarias, que incluye la casi totalidad de la
poblacién residente en el archipiélago. El tamano final de la muestra fue de 6729
participantes y las edades de los mismos estuvieron comprendidas entre los 18 y 75

anos.

A los participantes se les realizé una exploracion fisica, en la que se recogieron
medidas antropomeétricas (peso, talla, circunferencia abdominal, circunferencia pélvica,
etc.) y una extraccidon de sangre venosa en ayunas. De esta sangre se reservd una
pequefia muestra para la obtencion de ADN, que permanecié almacenada a -20°C
hasta el momento de la extraccion. Otra parte de la sangre fue centrifugada a 2.000
rom durante 10 minutos para permitir la separacion del suero de las células
sanguineas. Este suero se almacend en pequefas alicuotas de 1ml a -80°C. La

sangre restante se reservo a -20°C.

Los participantes de este estudio respondieron a un cuestionario administrado
realizado por encuestadores entrenados con este fin. Entre los aspectos recogidos en
la encuesta se encontraban los antecedentes personales y familiares de enfermedad,

historia ginecoldgica obstétrica, habitos de vida, etc.

Este cuestionario se encuentra disponible en la pagina web

(www.ici.es/cuestionario-CDC/docs). Los participantes dieron su consentimiento

informado para almacenar sus muestras de sangre, suero y ADN, asi como para
consultar su historial clinico y emplear la informaciéon obtenida en estudios

posteriores.

11.3.1.2- Obtencion de muestras e informacion relevante de los casos para

el estudio

Aquellas pacientes que tras ser informadas sobre los objetivos del estudio
accedieron voluntariamente a participar en el mismo, fueron citadas entre los meses
de febrero y mayo del ano 2005 para una exploracion fisica, toma de muestras y
entrevista personal. En el transcurso de la exploracion fisica se tomaron las medidas

antropométricas que fueron empleadas en el estudio. También se procedié a extraer
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una muestra de sangre venosa de la que se reservo una pequefia muestra (200pl)
para la obtencion de ADN, que permanecié almacenada a -20°C hasta el momento de

la extraccion.

Durante la entrevista personal, realizada entre los meses de febrero y mayo del
afo 2005, las pacientes respondieron al cuestionario CDC, administrado por
encuestadoras contratadas para el proyecto. A partir de este cuestionario se
obtuvieron los datos relacionados con factores de riesgo para cancer de mama que
fueron empleados en este estudio (antecedentes familiares, edad de menarquia y
menopausia, uso de anticonceptivos orales, habitos tabaquicos, etc,). Los datos
clinicos y patoldgicos (tamafo del tumor, grado, invasividad y receptores hormonales)
fueron obtenidos a partir de los historiales médicos de las pacientes, previo

consentimiento informado.

11.3.1.3- Obtencién de muestras e informacion relevante para el estudio de

los controles

El ADN usado para el estudio fue extraido a partir de la alicuota de 200 pl de

sangre extraida durante el reclutamiento de la cohorte y conservada a -20°C .

La informacién sobre factores de riesgo para cancer de mama se obtuvo a

partir de los cuestionarios CDC administrados a los participantes de la cohorte.

I.3.2- ANALISIS DE LA LONGITUD DE LOS MICROSATELITES (CAG),,
(GGC), y (TTTA),

En primer lugar se procedio a la extraccion de ADN a partir de 200 pl de sangre
usando el kit comercial PCR Template preparation (Roche Applied Science). A
continuacion se amplificaron, mediante PCR los fragmentos de los genes ARy CYP19
donde se encuentran localizados los microsatélites (CAG),, (GGC), y (TTTA),. Para
esta amplificacion se usaron parejas de primers que habian sido empleadas con

anterioridad en otros estudios.®*°®
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La reaccion de amplificacion se llevo a cabo en un volumen final de 25 yL, y
conteniendo aproximadamente 60 ng de ADN, 200 uM de cada dNTP, 1X Fast Start
Taq DNA polymerase buffer (Roche Applied Science), 1X GC-rich buffer solution (esta
solucion no fue usada para la amplificacion del microsatélite (TTTA),), 0,25 unidades
de Fast Start Taq DNA polymerase, 2.5 mM MgCl,, y 1.2 uM de cada primer (un primer
de cada pareja marcado con un fluorocromo). Las condiciones bajo las que se llevé a

cabo la amplificacién fueron las siguientes:

(CAG), y (TTTA),: 95°C 5, (95 °C 45”, 56 °C 30”, 72 °C 30”) 30 ciclos, 72 °C 7.
(GGC): 95°C 5, (95°C 1, 55°C 2,” 72 °C 30”) 30 ciclos, 72 °C 7.

A continuacioén el producto de PCR fue diluido 1:50-1:100 en agua destilada.
Un microlitro de esta dilucion se mezclé con 10 uL de formamida y 0.3 uL de
GeneScan 500 LIZ Size Standard (Applied Biosystems). La mezcla se desnaturalizé a
95 °C durante 3’ y se dej6 enfriar en hielo. Los Fragmentos fueron separados mediante
electroforesis capilar usando el analizador ABI Prism 3100 (Applied Biosystems). El
tamano de los fragmentos fue estimado con ayuda del software Gene Scan Analysis

V 3.7 (Applied Biosystems).

Posteriormente se procedié a la amplificacion y secuenciaciéon de estos
microsatélites en diversas muestras para las que los fragmentos amplificados

mostraron tamanos diferentes.

Las condiciones de amplificacion fueron idénticas a las descritas anteriormente,
a excepcion de que los primers utilizados no estaban marcados con fluorocromos.
Para la reaccion de secuenciacion se emple6 el kit comercial Big Dye Terminator
Sequencing V 3.1 (Applied Biosystems). La electroforesis capilar se llevo a cabo en un
secuenciador automatico ABI Prism 3100. Los resultados fueron analizados con el

programa Sequencing Analisis V 3.7 (Applied Biosystems).

A partir de los resultados obtenidos se establecio la correspondiente relacion
entre el tamano de los fragmentos amplificados y el numero de repeticiones para cada

microsatélite.
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Teniendo en cuenta esta relacidon se estimd en las muestras restantes el

numero de repeticiones de los microsatélites, asignandoseles el alelo correspondiente.

1.3.3- ANALISIS ESTADISTICO

Las variables fueron resumidas conforme a su escala y distribucion. Se empled
el test de la chi cuadrado de Pearson para comparar proporciones y un test de la t de
Student para comparar variables continuas. Los riesgos relativos se estimaron como
razones de ventaja (OR) entre casos y controles, ajustando modelos de regresion
logistica binaria. En ellos la presencia o ausencia de cancer de mama fue la variable
dependiente y los polimorfismos analizados se incluyeron como predictores junto a
otros factores conocidos o sospechados como de riesgo o proteccion para este
cancer. El método empleado en el ajuste fue el de la Introduccion. La significacion
estadistica se acept6 en todos los test al nivel del 5% bidireccional. Los andlisis fueron
hechos con el paquete estadistico para ciencias sociales SPSS (version 15.0 en
espanol para Windows). El equilibrio Hardy-Weinberg fue calculado usando el

programa Arlequin (version 2.0).
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1.4- RESULTADOS

I.4.1- CARACTERISTICAS DE CASOS Y CONTROLES

Al comparar la caracteristicas de casos y controles en relacion con conocidos 0
posibles factores de riesgo para el cancer de mama (Tabla 11.2), se observd que el
porcentaje de mujeres con antecedentes familiares en primer grado de esta
enfermedad, era mayor en los casos que en los controles (p<0.001). La edad de
menarquia, otro factor de riesgo conocido para el cancer de mama, resulté ser menor

en los casos que en los controles (p<0.002).

También se observaron diferencias en la proporciéon de mujeres que consumen
o han consumido tabaco (mayor en casos que en controles) (p<0.001), pero no en el
tiempo de consumo. En cuanto a la lactancia materna, la proporcion de mujeres que
amamantaron a sus hijos o no fue diferente entre casos y controles, aunque si el
tiempo de duracién de la lactancia materna (mayor en casos que en controles)
(p<0.015). El resto de las variables (edad de menopausia, numero de hijos, edad a la
tuvieron el primer y ultimo hijo, consumo de anticonceptivos, tiempo de consumo de
tabaco y de anticonceptivos, e indice de masa corporal) no mostraron diferencias

significativas entre casos y controles.

Tabla Il.2 Caracteristicas de casos y controles

Casos Controles
Caracteristicas ¢]

n Media + SE/ % n Media + SE/ %

Edad (afos) 297 55.5+ 0.5 435 54.0+ 0.4 0.037
Antecedentes CM familiares 1°grado 297 31.6 435 10.8 <0.001
Edad de menarquia (afios) 293 12.9+ 0.1 427 13.3£ 0.1 0.002
Edad de menopausia natural* (afios) 107 49.8+0.5 206 494+ 0.3 0.403
Consumo de anticonceptivos orales 292 49 430 49 0.972
Tiempo consumo de anticonceptivos (afios) 143 6.2+0.6 210 57+ 0.4 0.476
Ndmero de hijos 295 2.7+0.2 433 2.7+ 0.1 0.950
Edad a la que tuvieron primer hijo (afios) 258 24.3+ 0.3 397 23.8£0.2 0.229
Edad a la que tuvieron el ultimo hijo (anos) 224 31.5+ 04 358 31.6+ 0.3 0.921
Han amamantado a sus hijos 297 71 335 75 0.147
Tiempo de lactancia (meses) 210 11.7+1.1 329 15.84+1.3 0.015
Fumadoras o exfumadoras 224 41 92 21 <0.001
Tiempo de consumo tabaco (afios) 121 22.511.0 92 20.0+1.3 0.122
IMC(kg/m’) 288 28.8+ 0.4 428 29.3+ 0.2 0.168

*Menopausia fisiologica (sin intervencion quirdrgica, debido a farmacos u otras causas no naturales).
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11.4.2- Caracteristicas clinicas de los casos de cancer de mama.

En cuanto a las caracteristicas clinicas del grupo de casos (Tabla 11.3), cabe
destacar que éste incluyd tanto pacientes con un diagndstico reciente de cancer de
mama como otras diagnosticadas varios afios antes y en seguimiento por el servicio
de Oncologia Médica (el numero medio de afios desde el diagnéstico fue de 5.6 £ 5.5
anos). El porcentaje de pacientes en estadios tempranos de la enfermedad (T1, NO y
MO0), asi como aquellas con receptores de estrégenos y de progesterona positivos
indican que en este grupo de casos podrian estar sobrerrepresentadas aquellas

pacientes con un mejor pronostico.

Tabla 1.3 Caracteristicas clinicas de los casos de

cancer de mama

Caracteristicas n %

T (tamano del tumor)

T1 133 55

T2 91 38

T3+ T4 18 7
N (invasion ganglionar)

NO 176 67

N1 80 30

N2+N3 3 3
M (estadio metastasico)

Mo 174 99

M1 2 1
Grado del tumor

1 46 23

2 53 26

3 103 51
Estadio del tumor

1 45 38

I/} 65 55

i 6 5

v 2 2
Receptor de estrégenos

Positivo 132 79

Negativo 36 21
Receptor de progesterona

Positivo 123 74

Negativo 44 26

44



CAPITULO I RESULTADOS

I.4.3- DISTRIBUCION ALELICA PARA LOS MICROSATELITES (CAG),,
(GGC), Y (TTTA),

Para el microsatélite (CAG), se obtuvieron los datos genotipicos de 272 casos
y 413 controles hallandose 25 alelos de longitudes comprendidas entre las 11 y 37
repeticiones. El alelo con mayor frecuencia, tanto en casos como en controles fue el
de 21 repeticiones, seguido por los de 19 y 24 repeticiones La distribucion alélica se

aproximo a la normal (Tabla I1.4 y figura I1.5). La heterocigosidad observada fue del 0,9.

En el caso del microsatélite (GGC), se obtuvieron datos genotipicos para 272
casos y 418 controles. Este microsatélite, menos polimorfico que el anterior, mostré 17
alelos con tamafios comprendidos entre las 5 y 21 repeticiones. Los alelos mas
frecuentes fueron los de 16 y 17 repeticiones, tanto en los casos como en los controles

(Tabla I1.4 y figura 11.6). La heterocigosidad observada fue del 0,58.

Para el microsatélite (TTTA), se obtuvieron los datos genotipicos de 283 casos
y 417 controles, que mostraron siete alelos diferentes con tamarfos comprendidos
entre las 7 y 13 repeticiones y una distribucién bimodal. Los alelos mas frecuentes
fueron los de 7 y 11 repeticiones una distribuciéon bimodal. (Tabla 1.4 y figura 11.7) La

heterocigosidad observada fue del 0,53.

Las frecuencias alélicas de los microsatélites (CAG),, (GGC), y (TTTA), fueron

semejantes en casos y controles.

Las frecuencias alélicas no se desviaron del equilibrio Hardy- Weinberg para

ninguno de los tres microsatélites ni en casos ni en controles.
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Tabla Il.4 Frecuencias alélicas para (CAG),, (GGC), y (TTTA), en casos y controles

Nimero de (CAG), (GGC), (TTTA),
repeticiones/
Alelo Controles Casos Controles Casos Controles Casos

n % n % n % n % n % n %
5 - - - - 3 0.4 1 0.2 - - - -
6 - - - - - - 2 0.4 - - - -
7 - - - - - - 1 0.2 481 57.7 302 534
8 - - - - 2 0.2 1 0.2 58 7.0 51 9.0
9 - - - - 3 0.4 1 0.2 2 0.2 - -
10 - - - - 1 0.1 2 0.4 9 1.1 9 1.6
11 1 0.1 - - 3 0.4 3 0.6 245 294 187 33.0
12 2 0.2 1 0.2 30 3.6 26 4.8 32 3.8 15 27
13 - - - - 13 1.6 8 1.5 7 0.8 - -
14 6 0.7 8 1.5 6 0.7 3 0.6 - - - -
15 2 0.2 3 0.6 25 3.0 18 3.3 - - - -
16 9 1.1 9 1.7 475 56.6 280 51.5 - - - -
17 19 23 8 1.5 210 251 147 27.0 - - - -
18 70 8.5 34 6.3 44 53 39 7.2 - - - -
19 116  14.0 75 13.8 11 1.3 4 0.7 - - - -
20 86 104 56 10.3 11 1.3 8 1.5 - - - -
21 125  15.1 92 16.9 1 0.1 - - - - - -
22 73 8.8 48 8.8 - - - - - - - -
23 89 1038 55 10.1 - - - - - - - -
24 109 13.2 69 12.7 - - - - - - - -
25 57 6.9 36 6.6 - - - - - - - -
26 33 4.0 24 4.4 - - - - - - - -
27 11 1.3 6 1.1 - - - - - - - -
28 6 0.7 8 1.5 - - - - - - - -
29 4 0.5 ) 0.9 - - - - - - - -
30 4 0.5 2 0.4 - - - - - - - -
31 - - - - - - - - - - - -
32 - - 1 0.2 - - - - - - - -
33 1 0.1 2 0.4 - - - - - - - -
34 - - 1 0.2 - - - - - - - -
35 1 0.1 - - - - - - - - - -
36 2 0.2 - - - - - - - - - -
37 - - 0.2 - - - - - - - -
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Figura 1.5 Distribucion alélica para el microsatélite (CAG), del AR.
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Figura 1.6 Distribucion alélica para el microsatélite (GGC), del AR.
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Figura 1.7 Distribucién alélica para el microsatélite (TTTA),de CYP109.
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I.4.4- POLIMORFISMOS (CAG),, (GGC), Y (TTTA), Y CANCER DE MAMA

Cuando se compar6 la media de la longitud de los alelos cortos y largos, no se
observaron diferencias significativas entre casos y controles para ninguno de los tres
microsatélites (en el caso de participantes heterocigotas se consideré como alelo corto
el de menor numero de repeticiones y como alelo largo el de mayor numero de ellas).
Tampoco se observaron diferencias para el alelo medio. Se consideré alelo medio
(CAG, GGC,, TTTAy) al numero medio de repeticiones calculado a partir de la longitud

los dos alelos (alelo corto+ alelo largo/2) (Tabla I1.5).
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Tabla I1.5 Tamanos medios de alelos de (CAG),, (GGC), y (TTTA), en casos y

controles
Alelo Casos Controles p
Media + SE Media + SE

(CAG)n

Alelo corto 20.00+01 19.94 + 0.1 NS*
Alelo largo 23.38+0.2 23.20+0.1 NS
Alelo medio (CAGx) 21.69+0.1 21.57 +0.1 NS
(GGC)n

Alelo corto 16.33 + 0.1 16.49 + 0.1 NS
Alelo largo 17.18 +0.1 17.74 £ 01 NS
Alelo medio (GGCx) 17.06 + 0.1 17.11+£0.1 NS
(TTTA)n

Alelo corto 7.65+0.1 7.63+0.1 NS
Alelo largo 9.58 £ 0.1 9.42 + 01 NS
Alelo medio (TTTAx) 8.61+0.1 8.52+0.1 NS

"NS=no significativa

Se procedié entonces a categorizar la longitud de los microsatélite de la

siguiente forma: en la categoria corta (SS) se incluy6é a aquellas mujeres cuyos dos

alelos tenia una longitud igual o inferior a la media (22 repeticiones para (CAG),, 17

repeticiones para (GGC), y 9 repeticiones para (TTTA),), en la categoria media (SL) a

las portadoras de un alelo con una longitud igual o inferior a la media y un alelo mayor

que la media. En la categoria larga (LL) se incluyé a aquellas mujeres cuyos dos alelos

mostraban longitudes por encima de la media.

La distribucién de frecuencias para estas categorias no mostré diferencias

entre casos y controles para ninguno de los tres microsatélites (Figuras 11.8-11.10).
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Figura 11.8 Distribucion de frecuencias para las tres categorias de (CAG), del AR
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Figura 1.9 Distribucion de frecuencias para las tres categorias de (GGC), del AR
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Figura I1.10 Distribucion de frecuencias para las tres categorias de (TTTA), de CYP19
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Sin embargo, cuando se compararon las distribuciones de los alelos medios
(CAG,), (GGCy), (TTTA,), se pudieron apreciar algunas diferencias ente casos y
controles (Figuras 11.11-11.13), por lo que se procedio a categorizar los alelos medios en
funcion de su longitud. Los puntos de corte establecidos para dicha categorizacién [22
repeticiones para (CAGy), 17 para (GGC,) y 7 para (TTTA,)] fueron aquellos para los
que se observaron maximas diferencias entre casos y controles. De esta forma se
generaron para cada uno de los microsatélites dos categorias: la categoria corta (S),
cuando la longitud del alelo medio se encontraba por debajo del punto de corte
establecido (CAG, <22 / GGC,<17 / TTTA, <7) y la categoria larga (L) cuando la
longitud del alelo medio se encontraba por encima del punto de corte (CAG, >22 /
GGC 17/ TTTA>7)
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Figura 11.11 Distribucién de frecuencias para el alelo medio (CAGx) del AR
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Figura I1.12 Distribucion de frecuencias para el alelo medio (GGCx) del AR
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Figura 11.13 Distribucion de frecuencias para el alelo medio (TTTAx) del CYP19
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Los analisis bivariados revelaron que para el microsatélite (CAG), la
proporcion de casos pertenecientes a la categoria larga (CAG,>22) era
significativamente mayor en casos que en controles, y que las mujeres portadoras de
un alelo medio largo (CAG,>22) presentaban mayor riesgo de padecer cancer de
mama que las portadoras de un alelo medio corto (CAG, <22) (OR=1.39;
ClI95%=1.01-1.91; p=0.045) (Tabla Il. 6). Para el microsatélite (GGC), no se

observaron diferencias significativas

En el caso del microsatélite (TTTA), se observd una mayor proporcion de
casos con alelos medios largos (TTTA, >7) alcanzandose diferencias proximas a la
significacion estadistica (OR=1,36; C195%=(0.98-1.89); p=0.062).

Como se comentd con anterioridad en el grupo de casos podrian estar
sobrerrepresentadas aquellas pacientes con un mejor pronéstico. En un intento por

minimizar este sesgo, los analisis se repitieron tomando como casos aquellos con un
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diagnostico mas reciente (< 3 afos). Los resultados obtenidos fueron similares,
observandose un mayor riesgo de padecer cancer de mama tanto para las
portadoras de alelos largos de (CAG,) (OR=1.62; Cl95%=(1.07-2.45); p=0.023), como
de (TTTAy) (OR=1.69; CI95%= (1.07-2.65); p=0.024).

Se realizaron también analisis de regresion logistica multivariados, tomando la
condicion de padecer o haber padecido cancer de mama como variable dependiente,
y el tamano de los alelos medios de los microsatélites categorizados como cortos (S)
o largos (L) como variables independientes. En el analisis se incluyeron otros posibles
factores de riesgo para el cancer de mama (edad, edad de menarquia, historia
familiar de cancer de mama y condicion de fumador) como variables independientes
Los resultados de estos analisis sefialaron nuevamente un mayor riesgo de padecer
cancer de mama para las mujeres portadoras de un alelo medio largo (CAG,>22)
(OR=1,51; CI95%=1.08-2.16; p=0.018) (Tabla II. 7).

Cuando los casos se restringieron a las pacientes diagnosticadas en los
ultimos tres afios se observd un mayor riesgo para aquellas mujeres con alelos
largos para (CAG,) (OR=1,93; CI95%=1.23-3.04; p=0.004). Para (TTTA,) se
obtuvieron diferencias proximas a la significacion estadistica (OR=1.60; Cl95%=0.99-
2.59; p=0.062).

En el del caso del microsatélite (GGC), no se observaron diferencias entre

casos y controles.
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Tabla II.6 Andlisis bivariado entre la longitud los alelos medios (CAGx), (GGCx) y (TTTAx) y el cancer de

mama
Casos Casos <3
; Controles Controles -
Categoria totales OR (95% ClI) P anos OR (95% CI) P
n /% n/% n/% n/%
CAG,=22(S) 280(67.8) 164(60.3) 280(67.8) | 69(56.2)
1.39 (1.01-1.91) | 0.045 1.62 (1.07-2.45) | 0.023
CAG, > 22(L) 133(32.2) 108(39.7) 133(32.2) | 53(43.4)
GGC,< 17(S) 330(79.0) 200(73.5) 330(78.9) | 86(74.1)
1.35(0.94-1.93) | 0.100 1.31(0.81-2.11) | 0.270
GGC,2 17 (L) 88(21.0) 72(26.5) 88(21.1) 30(25.9)
TTTAS7(S) 149(35.7) 82(29.0) 149(35.7) | 31(24.8)
1.36 (0.98-1.89) | 0.062 1.69 (1.07-2.65) | 0.024
TTTA>7(L) 268(64.3) 201(71.0) 268(64.3) | 94(75.2)

*Incluidos unicamente casos diagnosticados en los ultimos 3 afos.

Tabla 1.7 Analisis multivariado de regresion logistica entre la longitud de los alelos medios (CAGx),

(GGCx) y (TTTAx) y el cancer de mama

c Casos Casos <3
; ontroles Controles .
Categoria totales OR (95% Cl) p afios OR (95% Cl) p
n/% n/% n/% n/%
CAG,=22(S) | 274(67.8) | 161(60.3) 274(67.8) | 68(56.2)
1.51 (1.08-2.16) 0.018 1.93 (1.23-3.04) | 0.004
CAGx>22(L) | 130(32.2) | 106(39.7) 130(32.2) | 53(43.8)
GGC,< 17(S) | 323(79.0) | 198(73.9) 323(79.0) | 86(74.1)
1.27 (0.85-1.88) 0.241 1.31(0.78-2.20) | 0.310
GGC,217(L) | 86(21.0) | 70(26.1) 86(21.0) | 30(25.9)
TTTAS7(S) | 144(35.3) | 81(29.0) 144(35.3) | 31(25.0)
1.30 (0.91-1.85) 0.145 1.60 (0.99-2.59) | 0.055
TTTAS>7(L) | 264(64.7) | 198(71.0) 264(64.7) | 93(75.0)

Andlisis ajustados por edad, edad de menarquia, historia familiar de cancer de mama y condicion
de fumador.
*Incluidos unicamente casos diagnosticados en los ultimos 3 afos.

1.4.5- COMBINACIONES DE LOS MICROSATELITES (CAG),, (GGC), Y (TTTA), Y
CANCER DE MAMA

Para tratar de averiguar si la consideracion conjunta del tamano de estos
microsatélites era un mejor predictor del riesgo de padecer cancer de mama que cada
uno de ellos considerado de manera independiente, se crearon cuatro categorias
atendiendo a la longitud de (CAG,), (GGC,)y (TTTA),, segun se recoge a continuacion:
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1° Categoria : alelos medios cortos para los tres microsatélites

CAG,<22(S) GGC,<17(S) TTTA,<7(S)

2° Categoria: alelos medios cortos para dos de los microsatélites y largo para uno de
ellos
CAG=22(S) GGCy<17(S), TTTA>T(L)
CAG=22(S) GGCy=17 (L) TTTAKLT(S)
CAG,>22(L). GGC,<17(S) TTTAL7(S)

3° Categoria: alelos medios largos para dos de los microsatélites y corto para uno de
ellos

CAG,>22(L) GGC,217(L) TTTAST(S)
CAG>22(L) GGC,<17(S) TTTA>T7(L)
CAG,<22(S) GGC,217(L) TTTAS7(L)

4° Categoria: alelos medios largos para los tres microsatélites

CAG,>22(L), GGC,217 (L), TTTAST(L)

Al comparar la proporcién de casos y controles incluidos en las distintas
categorias, se observé una mayor proporcion de casos con alelos medios largos para
dos o tres de los microsatélites (categorias 3° y 4°). Estas diferencias resultaron ser
significativas tanto para el total de pacientes (p=0.018) como para aquellas

diagnosticadas en los ultimos tres afios (p=0.015) (Tabla 11.8).

También se realiz6 un analisis de regresion logistica binaria multivariado
tomando la condicion de padecer o haber padecido cancer de mama como variable
dependiente, y la longitud de (CAG,), (GGC,), (TTTA,) categorizada de la forma
anteriormente descrita, como variables independientes. En el analisis también se
incluyeron como variables independientes la edad, la edad de menarquia, la historia

familiar de cancer de mama y la condicion de fumador.

Los resultados de este analisis mostraron que las mujeres portadoras de alelos
medios largos para dos o tres de estos microsatélites tenian un mayor riesgo de
padecer cancer de mama que aquellas portadoras de alelos medios cortos para los
tres (OR=2.89; Cl95%=1.28-6.53; p=0.011), (OR=1,73 ; ClI95%=1.01-3.0; p=0.05).
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RESULTADOS

Cuando el analisis se restringio a las pacientes con un diagndstico mas reciente (<3

afnos) se pudo observar un incremento del riesgo a medida que aumentaba el numero

de microsatélites con alelos medios largos (Tabla 11.9).

Tabla 1.8 Anadlisis bivariado que muestra la

combinaciones de los alelos medios CAGx, GGCx y TTTAx

asociaciéon entre cancer de mama y las

Categorias Controles Casos o Controles |Casos <3 afios * o
CAG,/ GGCy /TTTA . 7 % "
CAG(S), GGC«(S) TTTA,(S) 74(19) 31(12.8) 74(19) 11(10.4)
CAG,(S). GGC,(S), TTTAL(L)
CAGy(S), GGCy(L) TTTA«(S) | 189 (48.5) | 111(45.7) 189 (48.5) 47(44.3)
CAG, (L), GGC,(S), TTTA,(S)
0.018 0.015
CAG,(L), GGC,(L), TTTA(S)
CAGk(L), GGCx(S), TTTA«(L) | 110 (28.2) | 79(32.5) 110 (28.2) 37(34.9)
CAG,(S) GGC (L), TTTA(L)
CAG, (L), GGC, (L), TTTAL(L) 17 (4.4) 22 (9.1) 17 (4.4) 11 (10.4)
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Tabla Il. 9 Anaélisis multivariado de regresién logistica entre las combinaciones de CAGx, GGCx, TTTAx y el

cancer de mama

Casos <3
Categorias Controles| Casos OR . Controles afios * OR o
CAG,/ GGNx/TTTAx (95% Cl) (95% Cl)
n/% n/% n/% n/%
CAG,(S), GGC,(S), TTTA,(S) | 72(18.9) | 31(12.9) Referencia 72(18.9) | 11(10.4) Referencia

CAG,(S), GGCy (S), TTTA(L)

CAG(S), GGCi (L), TTTA«(S) | 184 (48.3) | 109(45.4) |1.49 (0.89-2.49)| 0.131 | 184 (48.3) | 47(44.3) | 2.22 (1.04-4.75) | 0.040
CAG;, ()L), GGC,(S), TTTA,(S)

CAG, (L), GGCy (L), TTTA,(S)
CAG;, (L), GGC,(S), TTTA,(L) | 108 (28.3) | 79(32.9) |1.73(1.01-3.00) [ 0.050 | 108 (28.3) | 37(34.9) | 2.59(1.18-5.69) |0.018
CAG, (S), GGC, (L), TTTA,(L)

CAG, (L), GGN, (L), TTTA((L) | 17 (4.5) | 21(8.8) [2.89(1.28-6.53)|0.011| 17 (4.5) | 11(10.4) | 5.24 (1.79-15.35) | 0.003

Analisis ajustado por edad, edad de menarquia, historia familiar de cancer de mama y condicién de
fumador.
« Incluidos unicamente casos diagnosticados en los ultimos 3 afios.
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Las distribuciones alélicas observadas para los microsatélites (CAG),, (GGC),y
(TTTA), en el grupo de mujeres participantes en este estudio se asemejan a las de

otras poblaciones caucasicas analizadas.®®9"%

Los resultados de este estudio muestran una asociacion entre la longitud del
microsatélite (CAG), del gen del AR y el cancer de mama. Las mujeres portadoras de
alelos medios largos para este microsatélite (CAG, >22 repeticiones), parecen tener
mayor riesgo de padecer esta enfermedad que las que poseen alelos medios cortos
(CAG, = 22 repeticiones).

Estas observaciones estan en consonancia con los resultados de otros trabajos
que también encuentran un mayor riesgo entre las portadoras de alelos largos para
(CAG),.. En un estudio realizado en poblacién filipina Liede y cols.®® observaron que
las mujeres con una media entre ambos alelos menor de 25 repeticiones tenian
aproximadamente la mitad de riesgo de padecer cancer de mama que aquellas con un
media superior. En un grupo de mujeres caucasicas Guiguere y cols.®’, también
hallaron que el riesgo se reducia a la mitad cuando la suma de la longitud de ambos

alelos era menor o igual a 39 repeticiones.

Otros autores también han observado un incremento en el riesgo de padecer
cancer de mama entre las mujeres portadoras de alelos largos con historia familiar de

63,99

esta enfermedad en primer grado, en portadoras de mutaciones en los genes

BRCA1/2%2 e incluso en varones con cancer de mama.'®

Contrariamente a lo hallado en estos trabajos, lobagiu y cols.®* hallaron mayor
riesgo de padecer esta enfermedad en mujeres con uno o dos alelos cortos para
(CAG),. Asimismo, diversos estudios no han encontrado asociacion entre la longitud

de este polimorfismo y el cancer de mama.®*%%
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En este estudio no hemos encontrado asociacion entre ninguno de los alelos
del microsatélite (TTTA),, y el cancer de mama. Sin embargo hemos podido observar
que aquellas mujeres con una media de ambos alelos mayor de 7 repeticiones (TTTA,
> 7) parecen tener mayor riego de desarrollar cancer de mama que aquellas con alelos

medios mas cortos.

Existen trabajos previos que describen asociaciones entre casi todos los alelos
conocidos de este microsatélite y el cancer de mama, pero de todos ellos el alelo de
diez repeticiones (TTTA) es el que en mas ocasiones ha mostrado asociacién. Entre
estos estudios se encuentran los realizados por Ribeiro y cols.”* en mujeres
brasilefias, lyoshi y cols.” en japonesas o los de Haiman y cols.?” y Baxter y cols."" En
esta misma linea Okobia y cols.?? observaron que mujeres Nigerianas portadoras de
uno o mas alelos mayores o iguales a 10 repeticiones mostraban un incremento en el

riesgo de padecer la enfermedad. También se han descrito asociaciones con los alelos

(TTTA),%® (TTTA)\® y (TTTA).*. Otros trabajos, en cambio, no hallan ninguna

asociacion entre la longitud del microsatélite y la enfermedad.®?

Aunque la variedad de resultados impide llegar a alguna conclusion clara
sobre la posible asociacion del microsatélite con la enfermedad, cabe destacar que la
mayoria de los estudios coinciden en sefialar como alelos de riesgo aquellos con un
alto numero de repeticiones (10, >=10, 11 y 12); hecho que guarda cierta concordancia

con nuestros resultados.

En cuanto al microsatélite (GGC),, no hemos observado asociacion entre la
longitud del mismo y el cancer de mama. Tampoco la hallaron en sus trabajos

% en un estudio

Kadouri® y cols. y Dunning y cols®. Sin embargo, Sutter y cols.
realizado en mujeres con diagndstico de cancer de mama antes de los 45 afos,
observaron que aquellas mujeres con un alelo largo o cuya suma de ambos era mayor
o igual a 33 repeticiones, tenian un menor riesgo de padecer la enfermedad que las

portadoras de alelos mas cortos.

A la vista de los trabajos anteriormente mencionados parece que unicamente
para el microsatélite (CAG), hay cierta coincidencia a la hora de asignar un mayor

riesgo de esta enfermedad a las mujeres portadoras de alelos largos. Por el contrario,
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los trabajos realizados para los microsatélites (TTTA), y (GGC) muestran resultados
contradictorios o son insuficientes. Por lo tanto, la asociacion observada entre la
longitud del microsatélite (CAG), , el cancer de mama, parece ser la mas plausible de

las descritas.

Cuando consideramos conjuntamente el tamafio de los tres microsatélites
(CAG),, (GGC), y (TTTA),, observamos que aquellas mujeres portadoras de las
combinaciones mas largas (alelos medios largos para los tres microsatélites)
presentan un mayor riesgo de desarrollar cancer de mama que aquellas con la
combinacion mas corta (alelos medios cortos para los tres microsatélites). También las
portadoras de alelos medios largos para dos de los microsatélites presentan un mayor
riesgo de padecer esta enfermedad, aunque inferior a aquellas con alelos medios
largos para los tres microsatélites. De manera general podriamos decir que el riesgo
de padecer cancer de mama parece incrementarse a medida que aumenta el numero

de microsatélites con alelos medios largos.

Los resultados de los estudios funcionales sefialan que largas repeticiones
(CAG), o (GGC), podrian reducir la actividad transactivadora del receptor y/o la
cantidad de proteina AR. Al mismo tiempo diversos estudios sefialan la existencia de
una relacion inversa entre el numero de repeticiones del microsatélite (CAG), y la

concentracién de andrégenos en suero. %!

En cuanto al microsatélite (TTTA), se ha podido observar una mayor actividad
aromatasa en los fibroblastos de aquellos varones con un alto numero de
repeticiones.?' Varios trabajos describen también asociaciones entre distintos alelos
del microsatélite (TTTA), y las concentraciones de determinadas hormonas

esteroideas.”®8?

Atendiendo a los resultados estos trabajos, las mujeres portadoras de alelos
largos para estos microsatélites podrian ver mermada su actividad androgénica por
reunir alguna o algunas las siguientes caracteristicas: un receptor de andrégenos con
menor capacidad de transactivacion, menores niveles de proteina AR, mayor actividad

aromatasa o menores concentraciones de androgenos.
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Los trabajos publicados en lineas celulares de cancer de mama asignan a los
androgenos un papel protector en el cancer de mama, y respaldan la hipotesis de que
los andrégenos podrian actuar contrarrestando el efecto mitogénico y promotor de los
estrégenos sobre el tejido mamario.®"® Por tanto, la disminucién de la actividad
androgénica mediada por el AR, junto con una mayor actividad aromatasa podrian
explicar, al menos en parte, el aumento del riesgo de cancer de mama observado

entre las mujeres portadoras de alelos largos para estos microsatélites.

Interesantemente estos resultados pueden contrastarse con los de otros
estudios realizados en cancer de prostata. En estos trabajos se observa que alelos
cortos para los microsatélites (CAG), y (GGC), incrementan el riesgo de padecer
cancer de prostata.’**'® Estos resultados parecen ser justamente los contrarios a los
observados para el cancer de mama. Segun los estudios anteriormente mencionados,
alelos cortos para estos microsatélites se traducirian en un receptor de andrégenos
mas abundante y activo, condiciones que podrian favorecer el desarrollo de esta

enfermedad.

En resumen: los resultados de este estudio indican que alelos medios con un
alto numero de repeticiones para los microsatélites polimérficos (CAG), y (GGC), del
gen ARy (TTTA), de CYP19 podrian conferir cierta susceptibilidad a padecer cancer
de mama, y apoyan la hipdtesis de que los andrégenos podrian jugar un papel

protector en el desarrollo del cancer de mama.
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MICROSATELITES POLIMORFICOS EN LOS GENES E2F4, EGFR Y
NOTCH4, Y SU RELACION CON EL CANCER DE MAMA




IIl.1- INTRODUCCION

I11.1.1- MICROSATELITES Y CANCER DE MAMA

Una gran parte del riesgo de padecer cancer de mama esporadico es atribuible
a variantes genéticas de baja penetrancia presentes en genes relacionados con la
regulacion del ciclo celular, la reparacion del ADN, el metabolismo de las hormonas
sexuales esteroideas, etc. Entre las variantes mas estudiadas se encuentran los SNPs

y los microsatélites polimorficos.

Con respecto a estos ultimos, estudios realizados sobre bases de datos de
secuencias de proteinas humanas indican que aproximadamente el 20% de ellas
contiene, al menos, un tracto repetitivo compuesto por cuatro o mas residuos de un
mismo aminoacido." Muchos de estos tractos repetitivos estan codificados por
microsatélites, y las proteinas humanas que los presentan se encuentran
frecuentemente relacionadas con la regulacion transcripcional, la sefalizacion celular,
el desarrollo, y la actividad del sistema nervioso. Asimismo, un numero considerable
de estas proteinas estan implicadas en enfermedades neuroldgicas, leucemias y

varios tipos de canceres.

Los microsatélites son secuencias particularmente susceptibles a sufrir errores
durante la replicacion. Las alteraciones somaticas de los mismos por aumento o
disminucion del numero de repeticiones se conoce como inestabilidad de
microsatélites (MSI+).? Este fenémeno se presenta de manera frecuente en diversos
tipos de cancer como el de endometrio, colon, ovario, etc. La inestabilidad de
microsatélites esta estrechamente relacionada con mutaciones en el sistema de

reparacion de errores mismatch (MMR).?
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Como vimos en el capitulo |, la variacién en el numero de repeticiones de un
microsatélite puede afectar a la transcripcion, la estabilidad del ARNm, al splicing o la
estructura y/o funciéon de una proteina. Es posible, por tanto, que variaciones en la
longitud de ciertos microsatélites situados en genes que codifican para proteinas
implicadas en cancer, puedan contribuir a la aparicion y el desarrollo de esta

enfermedad.

Diversos estudios han relacionado las variaciones en la longitud de algunos
microsatélites con la susceptibilidad a padecer ciertos tipos de cancer. Entre los
microsatélites relacionados con el cancer de mama se encuentran los situados en los
genes que codifican para el receptor de andrégenos (AR) y el receptor de estrégenos
alfa (ER-a), o en enzimas relacionadas con el metabolismo de las hormonas
esteroideas como la aromatasa (CYP19) y la enzima que corta la cadena lateral del
colesterol (CYP11A). También han sido relacionados con esta enfermedad otros
microsatélites, como los situados en el gen del factor insulinico tipo | (IGF-I), el
coactivador del receptor estrogénico AIB1, el interferon gamma (IFNG), el receptor del

factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y el factor de transcripcién E2F4.*

l1.1.2- EL FACTOR DE TRANSCRIPCION E2F4
llIl.1.2.1- Los factores de transcripcion E2F

La familia de factores de transcripcién E2F juega un papel crucial en el control
de la proliferacion celular en mamiferos, ya que interviene en la progresién del ciclo

celular, regulando la expresién de genes esenciales para este fin.’

En mamiferos se conocen hasta el momento ocho factores de transcripciéon
E2F (E2F1-E2F8). Los factores de transcripcion E2F1-E2F6 forman complejos
heterodiméricos con otra familia de factores de transcripcion denominada DP (DP1 'y

DP2). Por el contrario, E2F7 y E2F8, no forman complejos con las proteinas DP.*”

Las regiones carboxi-terminales de las proteinas E2F1- E2F5 contienen un
potente dominio de transactivacion que no poseen los factores E2F6- E2F8 ni las

proteinas DP.?
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La actividad de los complejos E2F-DP esta controlada por su interaccion con
otros componentes de la maquinaria del ciclo celular, como los miembros de la familia
de la proteina supresora de tumores retinoblastoma RB1(pRb), PRB1(p107) y RBL2
(p130).>"" Cuando un complejo E2F-DP se une de manera estable a alguna de estas
proteinas (conocidas como proteinas bolsillo) el complejo resultante actia como un

represor de la transcripcion.

Las proteinas E2F muestran preferencia por ciertos miembros de la familia
pRb.>® Los factores E2F1, E2F2, y E2F3 se unen de manera casi exclusiva a pRb,
mientras que E2F5 lo hace con p130. E2F4 es capaz de unirse con alta afinidad a
p107 y p130, aunque también se puede asociar con pRb en algunos tipos celulares.

E2F6, E2F7 y E2F8, en cambio, no interactian con ninguna de las tres proteinas.

Otras proteinas que intervienen en el control de la actividad de los factores E2F
son las quinasas dependientes de ciclinas (CDKs). Cuando una proteina bolsillo es
fosforilada por una CDK, disminuye su afinidad por el correspondiente factor E2F y

eéste es liberado anulandose las propiedades represoras del complejo.

Los factores E2F regulan genes muy importantes implicados en el ciclo celular.
Se han identificado sitios consenso para su union en los promotores de muchos genes
necesarios para la replicacion del ADN, como el de la dihidrofolato reductasa (DHFR),
timidina quinasa1 (TK1), DNA polimerasa alfa (POLA) y el antigeno nuclear de células
en proliferaciéon (PCNA). También en los oncogenes c-myc (MYC), N-myc (MYCN), en
genes que codifican componentes basicos del reloj del ciclo celular (CD2, ciclinas A'y

E) y en factores de crecimiento.>®

Los estudios publicados asignan un papel dual a la familia de factores de
transcripcién E2F, ya que son capaces de mediar tanto la activacion como la represién
transcripcional de genes involucrados en el ciclo celular. Estos factores estan
implicados en procesos de proliferacion celular y de apoptosis, atribuyéndoseles

funciones tanto oncogénicas como supresoras de tumores.'*"?
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Aunque el papel preciso de cada factor E2F no es totalmente conocido, pueden
clasificarse, de manera general, en tres subgrupos basandose en sus homologias

funcionales y estructurales.®'*

El primero de estos subgrupos esta constituido por los factores E2F1, E2F2 y
E2F3, que actuan principalmente como activadores transcripcionales de genes
implicados en la transicion entre las fases G4/S. Son necesarios para la progresion del
ciclo celular y se encuentran fuertemente regulados durante el mismo. El aumento de

su expresion en las células parece inducir su entrada en fase S."'

El segundo subgrupo lo constituyen los factores E2F4 y E2F5, que ejercen
como represores transcripcionales cuando se encuentran unidos a las proteinas
bolsillo. El principal papel de ambos parece ser la induccion de la salida del ciclo

celular, oponiéndose a la progresion y la diferenciacion celular.'”"

El tercer subgrupo esta compuesto por los factores E2F6, E2F7 y E2F8, que
funcionan como represores transcripcionales, aunque lo hacen de manera

independiente, sin unirse a proteinas bolsillo.?***

lll.1.2.2- Funcién del factor de transcripcion E2F4

E2F4 es el factor de transcripcion de la familia E2F mas abundante en la
mayoria de las células, donde se expresa de manera constitutiva.® Esta presente
tanto en células quiescentes como durante el ciclo celular, formando complejos con las
proteinas pRb, p107 y p130,%° aunque se ha observado que p130 es la proteina que

se une predominantemente a E2F4 y a los promotores regulados por factores E2F.?"%

Los resultados de diversos estudios sugieren que los complejos E2F4-proteina
bolsillo podrian funcionar en las células como represores transcripcionales de ciertos
genes en fases Gy y G1tempranas. Ensayos de inmunoprecipitacion han mostrado que
estos complejos se asocian con los promotores de genes diana para factores E2F
durante las fases Gg/G; del ciclo celular, momento en el que dichos genes se

encuentran reprimidos. Por el contrario se ha observado que su union es casi nula en
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las fases G1y S (cuando su transcripcion esta inducida), y que E2F4 es reemplazado

rapidamente por los activadores E2F1-E2F3 entre las fases media y tardia de G1.2*

Durante las fases Gy y Gy E2F4 se localiza principalmente en el nucleo,
pasando al citoplasma al entrar en fase S. Todo parecen indicar que la salida de E2F4
del ndcleo contribuye a aliviar la represion transcripcional de los genes diana E2F
durante la entrada en el ciclo celular."'® Se ha comprobado que las células que
carecen de los factores E2F4 y E2F5 tienen disminuida su habilidad para salir del ciclo

celular en respuesta a una variedad de sefiales de arresto.'**"*

Estudios mas recientes han revelado que en el mantenimiento de las células en
fase Gy interviene un complejo multiproteico denominado DREAM. El complejo esta
formado, al menos, por ocho proteinas entre las que se encuentran, DP1/2, p130,
RBBP4, LIN9, LIN37, LIN52, LIN54 y E2F4/5. DREAM es capaz de unirse a mas de
ochocientos promotores humanos en la fase G, y es necesario para la represion de
genes diana para E2F.** En lineas celulares humanas se ha podido comprobar que el

factor E2F4 dirige este complejo hacia sus genes diana.*

La permanencia de las células quiescentes en fase G, es crucial para el
mantenimiento de la homeostasis en los tejidos, ya que la inadecuada activacion de

los programas de ciclo celular contribuye al desarrollo del cancer.

11.1.2.3- Papel de E2F4 en el cancer de mama

A pesar de la importancia que el factor E2F4 tiene en el control del ciclo celular,
se conoce muy poco a cerca de su papel en el cancer de mama. Una de las
alteraciones mas frecuentes encontradas en el carcinoma lobular invasivo de mama y
no lobular de bajo grado, es la pérdida de material cromosomico localizado en la
banda (16g22.1). Este hecho parece indicar la presencia de un gen supresor de
tumores para este tipo de carcinomas en esta localizacion. Entre los genes candidatos

situado en esta banda, se encuentra el factor E2F4.

En un estudio realizado por Ho y cols.*®* los autores observaron una

disminucion de la expresion de E2F4 en el 70% de los tejidos de carcinoma de mama
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primario y en el 100% de los tejidos metastaticos ganglionares al compararlos con
tejido mamario normal. Rakha y cols.* hallaron, sin embargo, que el incremento de la
expresion nuclear de E2F4 se asociaba con tumores de mama mas avanzados y con
pobres resultados. Sus resultados indican que E2F4 podria jugar un papel en la
progresion del cancer de mama, y apoyan mas el papel de E2F4 como oncogén que

como supresor de tumores.

111.1.2.4- Estructura del gen E2F4

El gen E2F4 se encuentra localizado en el cromosoma 16 (16q22.1). Su region
transcrita tiene un tamafio aproximado de 6 kilobases, y contiene 10 exones que
codifican para una proteina de 413 aminoacidos. Las proteinas E2F contienen varios
dominios conservados entre los que se incluye: un dominio de union al ADN
(codificado por los exones 1, 2 y parte del exén 3), un dominio de dimerizacion
(exones 3,4,5 y parte del exén 6), un dominio de transactivacion (exones 6-10) y un
dominio de asociacion a proteinas bolsillo que se encuentra englobado dentro del

dominio de transactivacion (exén 10)* (Figura I11.1).

Debido a que el sitio de unién para la familia de proteinas pRB se encuentra
englobado en el dominio de activacion de la transcripcién, se piensa que estas

proteinas inactivan E2F al bloquear fisicamente este domino.

Figura lIl.1 Estructura del gen E2F4 (adaptado de Schwemmle y cols.*’)
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l11.1.2.5- El microsatélite (AGC), de E2F4

El exon 7 del gen E2F4 contiene el microsatélite (AGC),, que codifica para un
tracto repetitivo del aminoacido serina. El microsatélite se encuentra localizado en el
dominio de transactivacion y no esta presente en el resto de los genes que codifican

factores de transcripcion E2F.**4°

Aunque la funcidon de este microsatélite es todavia desconocida, se ha
demostrado que en cancer colorrectal es una diana frecuente para la aparicion
mutaciones durante la replicacion. Diversos trabajos han observado variaciones en el
numero de repeticiones de este microsatélite en tumores gastrointestinales con

inestabilidad de microsatélites.>**!

Souza RF y cols.*! fueron los primeros autores en describir variaciones en la
longitud del tracto (AGC), en tumores gastrointestinales. Mas tarde, Zhong y cols.*?
también encontraron variaciones en el numero de repeticiones (AGC), en tejido de
cancer de colon, mucosa normal y muestras de sangre de individuos sanos. Ellos
detectaron cinco alelos para este microsatélite, con tamarnos comprendidos entre las 8

y las 17 repeticiones, y propusieron que podria tratarse de un polimorfismo.

Poco se sabe a cerca de la repercusiones funcionales que podrian tener las
variaciones en la longitud de este microsatélite. Un experimento in vitro realizado en
fibroblastos por Takashima y cols.*® revel6é una elevada transactivacién del promotor

para E2F4 en aquellos mutantes que portaban alelos diferentes al de 13 repeticiones.

En cuanto al posible papel del microsatélite (AGC), en cancer de mama Ho y
cols.* pudieron observar la adicién de una unidad repetitiva (con respecto a las 13
habituales) en el 27% de las muestras de tejido tumoral como en una de las lineas
celulares de cancer de mama (8%). Estos autores, sin embargo, no pudieron hallar
ninguna relacion entre la variacion en la longitud del microsatélite y la expresién de la
proteina E2F4.
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ll.1.3- EL RECEPTOR EGFR
11.1.3.1- Papel del receptor EGFR en el cancer

El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) es un miembro de la
familia de receptores tirosin-quinasa ERBB, a la que también pertenecen ERBB-2,
ERBB-3 y ERBB-4. Esta familia de receptores juega un importante papel en la

regulacion del crecimiento celular y la diferenciacion.** *°

Entre las vias de sefalizacion activadas por EGFR se encuentran importantes
rutas relacionadas con el desarrollo del cancer y su progresion, como la del fosfatidil
inositol-3 quinasa (PI3K), la de las protein-quinasas activadas por mitdégenos
(Ras/MAPKSs) y la de la fosfolipasa - Cy. La via del PI3K conduce a la activacion de la
via de sefalizacion AKT y a la supresién de la apoptosis.*®*’ La ruta la de las MAP
quinasas (MAPKSs) se inicia por la proteina adaptadora GRB2 ("proteina 2 de unién al
receptor del factor de crecimiento) que interacciona con SOS1/2 y conduce a la
activacion de KRAS, promoviendo el ciclo celular.*® La fosfolipasa C-y(PLC-y), es una
enzima que cataliza la hidrolisis del fofatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2), y sus
productos son el inositol trifosfato (IP3) y el diacilglicerol (DAG). Estos segundos
mensajeros regulan varios procesos que afectan al crecimiento celular, la

diferenciacion y la expresion.*?

El 30% de los tumores humanos primarios sobreexpresan EGFR. Esta
condicion ha sido asociada con el estado de la enfermedad y con un prondstico

desfavorable (menor supervivencia y pobre respuesta a la quimioterapia).®*

En lo que al cancer de mama se refiere, diversos estudios han observado que
aquellas pacientes que expresan mayores cantidades de receptor muestran una
menor supervivencia, una escasa respuesta a la quimioterapia, e incluso fracaso de la
terapia endocrina en cancer de mama.*’® Por otra parte varios estudios muestran que
la sobreexpresion de EGFR se relaciona con una reducida expresion de receptores de

hormonas esteroideas.®**°
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Se han desarrollado inhibidores de EGFR como terapia para el cancer, que han
demostrado alentadores resultados, como un anticuerpo monoclonal con afinidad al
dominio extracelular de EGFR y dos pequefios inhibidores tirosin-quinasa

especificos.?®°®

1l.1.3.2- Estructura del receptor EGFR

El receptor EGFR es una glucoproteina de 1186 aminoacidos y 170 kDaltons
que se expresa en la membrana celular de la mayoria de las células. La proteina esta
compuesta por tres dominios principales: el dominio extracelular de unién al ligando,

una regién transmembrana y un dominio citoplasmatico tirosin-quinasa.®®

El dominio extracelular puede dividirse en cuatro subdominios e incluye dos
regiones ricas en cisteina y dos regiones de unién al ligando. La region
transmembrana cuenta con una secuencia hidrofébica que sirve de anclaje a la
membrana. En el dominio intracelular (la regién carboxi-terminal del péptido) reside la

actividad tirosin- quinasa (Figura 11.2).

Figura lll.2 Estructura del receptor EGFR
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Se conocen seis ligandos para EGFR: el factor de crecimiento epidérmico
(EGF), el factor transformante de crecimiento alpha (TGFa), la anfirregulina (AR), el
factor de crecimiento semejante a EGF de union a la heparina (HB-EGF), la beta

70,71

celulina (BTC) y la epirregulina (EPR).

La union del ligando al receptor desencadena la dimerizacion de EGFR,
seguida de la activacion de la tirosin-quinasa intrinseca y la autofosforilacion cruzada
de residuos especificos de tirosina localizados en el extremo carboxilo terminal del
receptor. Los residuos fosforilados de tirosina, sirven como sitios de unién para
diferentes proteinas adaptadoras, que se asocian con las tirosinas fosforiladas
mediante la union en los dominios SH2. La cadena contintia con la activacion de una
complicada red de enzimas, proteinas y pequefas moléculas que actian como

mensajeros secundarios.”

Todo ello desencadena la activacién de una variedad de rutas de transduccion
de las sefiales activadas por EGFR, que juegan un importante papel en la regulacion
de procesos celulares como la proliferacion, diferenciacion, adhesién, migracion y

apoptosis.”*"”

11.1.3.3- Estructura del gen EGFR

El gen EGFR, que codifica para dicho receptor se encuentra localizado en el
cromosoma 7(p12.1-12.3.) y contiene 28 exones. Los exones 1-16 codifican el
dominio extracelular, los exones 18-28 el dominio intracelular, y el exon 17 la region
transmembrana. Al igual que ocurre con otros genes, el intron 1 de EGFR tiene
importantes funciones reguladoras. En la region reguladora 5’ del gen, muy cercano al
promotor, se encuetra situado un elemento potenciador (potenciador 1), acompafiado
por otros dos (potenciadores 2 y 3). El potenciador 2, localizado en el intron 1,
muestran una funcién cooperativa con el potenciador 3, localizado aguas arriba del

promotor. El potenciador 2 sélo funciona en presencia del 3.7%%
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lll.1.3.4- Microsatélite (CA), de EGFR

En el intron 1 del gen EGFR, proximo al potenciador 2, se encuentra situado un
microsatélite polimoérfico constituido por un numero variable de repeticiones del
dinucledtido (CA),. Chi y cols.?? encontraron ocho alelos para este microsatélite de
tamafios comprendidos entre las 14-21 repeticiones. Posteriormente Brandt y cols.®®

hallaron tres alelos mas para este microsatélite.

La proximidad del microsatélite (CA), al potenciador 2, hace pensar que las
variaciones en el numero de repeticiones de este microsatélite podrian causar
diferencias en los niveles de transcripcion de este gen. Los resultados de algunos
estudios indican que estas variaciones podrian ser, al menos parcialmente, la causa

de las diferencias individuales en la expresion de EGFR encontradas en humanos.®

Gebhardt y cols. observaron que la actividad transcripcional in vitro del gen
EGFR disminuia con el aumento del numero de repeticiones (CA),.*° Ellos
determinaron una reduccion de la expresion del gen del 80% para un alelo largo (21

repeticiones) con respecto a un alelo corto (16 repeticiones).

En experimentos llevados a cabo en lineas celulares de carcinoma de mama,
Buerger y cols.?® también pudieron observaron diferencias en los niveles de
transcripcién dependiendo de la longitud de este microsatélite. Ellos comprobaron que
aquellos tumores heterocigotos para repeticiones cortas de (CA), (menos de 17
repeticiones), mostraban elevados niveles de expresién de EGFR al compararlos con
tumores portadores de repeticiones largas. Ademas, los autores observaron que los
tumores con pérdida de heterocigocidad para el intron 1 de EGFR expresaban
mayores niveles de EGFR cuando el alelo perdido era largo que cuando era corto,
llegando a la conclusion de que el tamafio de (CA), modulaba el contenido

intratumoral de EGFR in vivo.

En lo que al cancer de mama se refiere Tidow y cols.®” observaron que
aquellos tumores de cancer de mama con pérdida de heterocigocidad (LOH) para el
aleo largo de (CA), mostraban elevados niveles de expresion de EGFR al

compararlos con aquellos que habian perdido el alelo corto.
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En un estudio de casos y controles realizado por Brandt y cols.?* en poblacién
alemana, no se halldé una asociacién entre la longitud del microsatélite CA y el cancer
de mama en general. Si se observo, sin embargo, un mayor riesgo de cancer de
mama en aquellas mujeres con dos alelos largos (con mas de 19 repeticiones) y con

historia familiar de cancer de mama en primer grado.

La longitud del microsatélite (CA), también ha sido relacionada por algunos
estudios con respuesta a terapias que tienen como diana EGFR. Segun estos trabajos
la longitud de (CA),, junto con otros polimorfismos, puede predecir una pobre

respuesta frente a terapias convencionales.®°

lll.1.4- EL RECEPTOR NOTCH4
11.1.4.1- La ruta de seializacion NOTCH y el cancer de mama

El receptor NOTCH4 es uno de los cuatro miembros de la familia de receptores
NOTCH (NOTCH1- NOTCH4) que se conocen en vertebrados.”'* Durante la vida de
los mamiferos la via de sefalizacién de NOTCH juega un papel esencial regulando el

destino celular, la apoptosis, la proliferacién y la migracién celular.®>%

La inapropiada activacién de la ruta tiene como resultado la estimulacién de la
proliferacion, la restriccion de la diferenciacion y la prevencion de la apoptosis en las
células cancerosas. Se ha podido observar una activacion aberrante de esta ruta en
distintos tipos de canceres, como la leucemia aguda linfoblastica,”” el melanoma,” el

adenocarcinoma de higado® y el cancer de mama.**""’

Los primeros indicios de que la via de sefializacién de NOTCH podria jugar un
importante papel en el cancer de mama salieron a la luz cuando se caracteriz6, dentro
del gen Notch4 del ratén, un sitio frecuente de insercion del virus MMTV que causa
tumores de mama en esta especie.'’” La insercién del provirus en este locus da lugar
al oncogen Int-3, cuya expresion da lugar a una oncoproteina constitutivamente activa

que contiene los dominios intracelulares y transmembrana de NOTCH4, pero que
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excluye la mayor parte de la porcion extracelular. Inserciones similares de este virus

se han localizado con posterioridad en el gen Notch1.'%

El resultado de todo ello es una ganancia de funcion de la proteina que
produce profundos efectos en el crecimiento y la diferenciacion de la glandula mamaria

normal de ratén y provoca la transformacion celular.'®"%

Hoy se sabe que la ruta de sefalizacion de NOTCH juega un importante papel
tanto en el desarrollo de la glandula mamaria normal, como en el desarrollo y la
progresion del cancer de mama en ratén. La expresion no regulada de la forma
truncada del gen Int3 en células del epitelio mamario de rata limita su capacidad para
llevar a cabo las decisiones en cuestion de destino celular requeridas para la

morfogénesis y la diferenciacion funcional.'”’

En humanos se ha comprobado que los receptores NOTCH y los ligandos DSL
se expresan en el epitelio luminal de la mama. La sefalizacion de NOTCH es capaz de
transformar la linea de células epiteliales de mama MCF102, y la atenuacion de esta
sefializacion revierte el fenotipo trasformado de las lineas humanas de cancer de

mama.'%®

Existen claras evidencias de que la via de sefalizacion NOTCH es relevante
para la supervivencia de las ‘stem cells’ en cancer de mama.'”""" La inhibicién
farmacoldgica o genética de NOTCH1 o NOTCH4 reduce la actividad de las stem cells
in vitro y la formacién de tumores in vivo.""* Se ha comprobado que la atenuacién de la
sefalizacion de NOTCH por inhibidores de la y-secretasa pueden inhibir la
proliferacion de las células cancerosas mamarias mediante el arresto del ciclo celular y

la apoptosis.'"*""*

ll.1.4.2- Estructura del receptor NOTCH4

Los receptores NOTCH estan constituidos por largas proteinas
transmembrana de aproximadamente 300 kDaltons formadas por tres subunidades:
una subunidad extracelular (EC), una transmembrana (TM) y otra citoplasmica (IC). La

subunidad extracelular de NOTCH4 contiene un péptido sefial, 29 repeticiones EGF-
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like y tres repeticiones Notch/Lin-12, que median la interaccion entre el receptor y el
ligando. La subunidad intracelular consta de un dominio RAM23, seis repeticiones
cdc10/Ankyrin 'y una region conservada PEST (contiene prolina (P), acido glutamico

(E), serina (S) y treonina (T)).

La secuencia RAM23 y las repeticiones cdc10/Ankyrin interactian con los

factores de transcripcion CSL (CBF-1 en mamiferos)."'>'"®

Los receptores NOTCH4 actuan como receptores de superficie para la familia
de ligandos Delta, Lag-2 y Serrate (DLS). En mamiferos se conocen cinco ligandos
denominados JAG1, JAG2 y Delta like -1, -3, y -4 (DLL1, DLL3 y DLL4).""" La unién
de los ligandos al dominio extracelular de NOTCH produce un una rotura proteolitica
por un complejo preselina/ganma-secretasa generandose un fragmento intracelular
que se transloca al nucleo, donde participa en la regulacion transcripcional (Figura 111.3).
Este fragmento interactua con factores de transcripcion de la familia CLS (RBP-J
kappa, CBF1, Supresor de Hairless y Lag-1). Esta interaccion desplaza a ciertos
correpresores como SMRT y HDACH1, y recluta coactivadores para formar un complejo

transcripcional activo."®""?

Los genes diana de NOTCH incluyen represores transcripcionales
pertenecientes a las familias de proteinas HES (Hairy Enhancer of Split) y HRT (HEY),
y otros genes como ERBB2, la ciclina D1, etc. Sin embargo, aun no esta claro cuéles
de estos genes son los responsables de los efectos fenotipicos de la sefial de
NOTCH."*
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Figura 1.3 Ruta de sefalizacion mediada por receptores NOTCH

(adaptado de Politi y cols.'"?)
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111.1.4.3- Microsatélite (CTG)n del gen NOTCH4

El gen NOTCH4 esta situado en el cromosoma 6 (6p21.3) y contiene 30
exones."? En el exén uno del gen se encuentra un microsatélite polimérfico constituido
por repeticiones (CTG), que codifican para un numero variable de residuos del
aminoacido leucina. Dicho microsatélite se localiza en la regidon que codifica para el
péptido sefial."”* Se conocen siete alelos de este microsatélite, cuyo tamafio oscila
entre las 5y las 13 repeticiones.'*®

Aunque se desconoce por el momento si variaciones en la longitud de este
microsatélite tienen repercusiones funcionales, algunos estudios han encontrado una
asociacion entre la longitud de este microsatélite y la esquizofrenia.'**'* No
conocemos, sin embargo, estudios previos que hayan analizado la longitud del

microsatélite del gen NOTCH4 en relacion con el cancer de mama.
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Los genes EGFR, E2F4 y NOTCH4 tienen un importante papel en distintos
aspectos relacionados con el cancer, como el control del ciclo celular y la
diferenciacion. Estos genes contienen microsatélites polimoérficos situados en regiones
fundamentales de los mismos. Como indican algunos estudios, variaciones en la
longitud de los microsatélites (AGC), de E2F4, (CTG), de NOTCH4 y (CA), de EGFR

podrian tener efectos sobre la funcionalidad de las proteinas que codifican.

El objetivo principal de este trabajo consisti6 en averiguar si la longitud de
estos microsatélites mostraba diferencias entre las pacientes de cancer de mama y

aquellas mujeres que no padecian la enfermedad.

Asimismo nos propusimos conocer la distribucion alélica de estos
microsatélites polimérficos en nuestra poblacion, ya que algunos de ellos, a pesar de

encontrarse en genes de gran importancia en el cancer, han sido poco estudiados.
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111.3.1- DISENO

Estudio de casos y controles.

11.3.1.1- Participantes
a) Caracteristicas de los casos

Como casos para este estudio se seleccionaron 212 mujeres diagnosticadas
de cancer de mama primario entre los meses de marzo de 2006 y marzo de 2009.
Todas las participantes del estudio fueron pacientes del servicio de Oncologia Médica
del Hospital Insular de Gran Canaria, con diagndstico reciente de cancer de mama
(menor a 6 meses), confirmado por examen histoldgico realizado por el servicio de
anatomia patolégica. Las edades de las pacientes estuvieron comprendidas entre los

34 y los 65 afos.

b) Caracteristicas de los Controles

Los controles del estudio fueron 308 mujeres residentes en Gran Canaria,
participantes en el estudio de cohorte CDC de Canarias que no habian padecido
cancer de mama hasta el momento en el que fueron reclutadas para la cohorte(los
detalles del estudio se encuentran recogidos en el capitulo Il apartado 3.1. b). Las

edades de los controles estuvieron comprendidas entre los 23 y los 85 afios.

111.3.1.2- Obtencion de muestras y datos relevantes para el estudio
a) Obtencion de muestras e informacion relevante de los casos

Las pacientes que tras ser informadas de los objetivos del estudio accedieron a

participar en el mismo, fueron citadas para la realizacion de una entrevista personal,
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exploracién fisica y toma de muestras. Durante la entrevista las pacientes
respondieron a un cuestionario (cuestionario CDC disponible en http://www.icic.es)
administrado por encuestadoras contratadas para el estudio. A partir de este
cuestionario se obtuvieron los datos relacionados con factores de riesgo para cancer
de mama que fueron empleados en este trabajo (antecedentes familiares, edad de

menarquia y menopausia, uso de anticonceptivos orales, habitos tabaquicos, etc.).

En esta cita también se tomaron los datos referentes a medidas
antropométricas de las pacientes (peso, altura, etc.). También se extrajo una muestra
de sangre venosa de la que se reservd una pequefa cantidad para la obtencion de
ADN (200ul). Esta muestra permanecié congelada a —20°C hasta el momento de la
extracciéon. Los datos clinicos y patoldgicos acerca del tamafo del tumor, grado,
invasividad y receptores hormonales fueron obtenidos a partir de las historias clinicas

de las pacientes.

b) Obtencion de muestras e informacion relevante de los controles

La muestra de ADN que fue empleada para este estudio fue obtenida a partir
de la alicuota de 200 ul de sangre que fue extraida durante el reclutamiento de la
cohorte, y que se hallaba conservada a -20°C. La informacion referente a los factores
de riesgo para cancer de mama se obtuvo a partir de los cuestionarios CDC
administrados a los participantes de la cohorte durante el transcurso de la entrevista

personal.

111.3.2- Analisis de la longitud de los microsatélites (AGC),, (CA), y (CTG),

El ADN empleado en el analisis fue extraido a partir de 200 pl sangre de
sangre usando el kit PCR Template preparation kit (Roche Applied Science). Mediante
PCR se amplificaron los fragmentos que contenian los microsatélites (AGC)n, (CA)n y

(CTG)n. Los primers utilizados fueron los siguientes:
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E2F4

F 5TGGTCCTCCTGTGTCTGGGTT 3’
R 5’AAGGAGGTAGAAGGGTTGG 3

EGFR

F 5GTTTGAAGAATTTGAGCCAACC 3
R 5 TTCTTCTGCACACTTGGCAC &

NOTCH4

F 5 CTGCCTGAAGAGGGACAG 3
R 5 CACTGAACATCCTCCTAAGG &

El volumen final de la reaccién de amplificacion fue de 25 pL. Dicha reaccién
contenia: 60 ng de ADN (aproximadamente), 0,2 mM de cada dNTP, 1X Fast Start Taq
DNA polimerasa buffer (Roche Applied Science), 0.25 unidades de Fast Start Tag DNA
polimerasa, 3 mM de MgCl,, y 2.4 uM de cada primer (un primer de cada pareja
marcado con un fluorocromo). Las condiciones para la amplificacion fueron la
siguientes: desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 5’ seguido por 30 ciclos a 95 °C
durante 45’, 53 °C 45" y 72 °C 1’. Se finalizd con una extension a 72 °C durante 7'.

A continuacion el producto de PCR fue diluido 1/3 en agua destilada. Un
microlitro de esta dilucién se mezclé con 10 uL de formamida y 0.3 uL de GeneScan
500 LIZ Size Standard (Applied Biosystems). La mezcla se desnaturalizé a 95 °C
durante 3’ y se dejé enfriar en hielo. Los Fragmentos fueron separados mediante
electroforesis capilar usando el secuenciador automatico ABI Prism 3100 (Applied

Biosystems).

La longitud de las repeticiones fue estimada con ayuda del software Peak
Scanner v1.0 (Applied Biosystems) (Figura 1Il.4) y confirmada mediante Ila
secuenciacion de fragmentos que contenian repeticiones de diferente longitud. Para
ello se usé el secuenciador automatico ABI Prism 3100 y el kit comercial Big Dye

Terminator Sequencing V 3.1 (Applied Biosystems).
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A partir de los resultados obtenidos de la secuenciacién se establecio la
correspondiente relacion entre el tamafio de los fragmentos amplificados y el numero

de repeticiones para cada microsatélite.

Teniendo en cuenta esta relacion se estimd en las muestras restantes el

numero de repeticiones de los microsatélites, asignandoseles el alelo correspondiente.

Cuando se presentaron alelos de baja frecuencia, para los que no fue posible
hallar individuos homocigotos, el producto de PCR se sometid previamente a una
electroforesis en gel de acrilamida al 12 % para aislar los fragmentos de ADN que

contenian los alelos de interés que posteriormente fueron secuenciados.

Figura lll.4 Andlisis de la longitud de los fragmentos con el software Peak Scanner)
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111.3.3- Analisis estadistico

Las variables fueron resumidas conforme a su escala y distribucién. Se empleé
el test de la Chi cuadrado de Pearson para comparar proporciones y un test de la t de
Student para comparar variables continuas. La significacion estadistica se aceptd en

todos los tests al nivel del 5% bidireccional. Los andlisis fueron hechos con el paquete

98



CAPITULO llI MATERIAL Y METODOS

estadistico para ciencias sociales SPSS (versién 15.0 en espafiol para Windows). EIl

equilibrio Hardy-Weinber fue calculado usando el programa Arlequin (version 2.0).
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l1.4.1- CARACTERISTICAS DE CASOS Y CONTROLES

La comparacion entre las caracteristicas de casos y controles referentes a
conocidos o posibles factores de riesgo para el cancer de mama revelé pocas

diferencias entre ambos grupos (Tabla IIl.1).

La edad media de los casos, asi como la edad a la que tuvieron el primer hijo
resultd ser mayor en los casos que en los controles (p<0.001). La proporcion de
mujeres que eran o habian sido consumidoras de tabaco también fue mayor en los
casos que en los controles (p=0.027), si bien no se detectaron diferencias en el tiempo
de consumo. Entre los casos se observd un menor consumo de anticonceptivos orales
que entre los controles (p=0,011), aunque nuevamente no se observaron diferencias
en el tiempo de consumo. No se hallaron diferencias para conocidos factores de riesgo
para el cancer de mama, como los antecedentes familiares en primer grado de esta
enfermedad o la edad de menarquia. Tampoco para otras variables como el numero

de hijos, la lactancia materna o el indice de masa corporal.

Tabla lll. 1 Caracteristicas de casos y controles

. Casos Controles
Caracteristicas : = P
n Media+SE/% n Media + SE/ %
Edad (afios) 202 53.1+0.8 304 47.3£ 0.5 <0.001
Antecedentes CM familiares 1°grado 202 11.4 304 16.4 0.122
Edad de menarquia (afios) 202 12.7£ 0.1 304 12.6+ 0.1 0.770
Consumo de anticonceptivos orales 110 55.0 202 66.4 0.011
Tiempo consumo de anticonceptivos (afios) 110 6.6+06 202 6.1+ 0.4 0.502
Numero de hijos 202 2.3+ 0.1 304 2.4+ 0.1 0.291
Edad a la que tuvieron primer hijo(afios) 165 256+ 0.4 269 23.6+ 0.3 <0.001
Han amamantado a sus hijos 118 72.0 174 64.7 0.139
Tiempo de lactancia (meses) 165 8.8+1.0 269 6.5240.6 0.053
Fumadoras o exfumadoras 80 39.6 91 29.9 0.027
Tiempo de consumo tabaco(afios) 80 20.3+1.3 91 22.9+1.5 0.196

IMC(kg/m?) 202 274+ 04 304 27.8+0.3 0.468
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l11.4.2- Caracteristicas clinicas de los casos de cancer de mama

Los datos referentes a las caracteristicas clinicas e inmunohistoquimicas de los
casos de este estudio se encuentran recogidos en la tabla Ill.2. El porcentaje de
pacientes que presentan tumores con estadio temprano (T1,NO,MO0) es elevado. La
proporcion de tumores con expresién de receptores de estrogenos positivos con un
mejor pronéstico es del 64,3%, mientras que un 22% presentan sobreexpresion de
ErbB2. Estos datos concuerdan con los datos reales habituales en el servicio de

oncologia, por lo que podria tratarse de una muestra bastante representativa.

Tabla lll. 2 Caracteristicas clinicas de los casos de
cancer de mama

Caracteristicas n %

T(tamario del tumor)

T 63 49.2
T2 44 34.4
T3 15 11.7
T4 6 4.7
N (invasién ganglionar)
NO 42 32.8
N1 73 57.0
N2 10 7.8
N3 3 2.3
M (estadio metastasico)
Mo 124 96.9
M1 4 3.1
Grado del tumor
1 9 7.8
2 48 41.4
3 59 50.9
Estadio del tumor
1 16 12.4
n 79 61.2
/] 30 23.3
v 4 3.1
Receptor de estrogenos
Positivo 83 64.3
Negativo 46 35.7
Receptor de progesterona
Positivo 71 55
Negativo 58 45
ErbB2
Positivo 28 22.0
Negativo 99 48.0
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l.4.3- DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS ALELICAS DE LOS
MICROSATELITES (AGC),, (CA), Y (CTG), EN CASOS Y CONTROLES

La distribucién de frecuencias alélicas de los microsatélites (AGC), de E2F4,
(CA),de EGFRYy (CTG),de NOTCH4 fueron bastante similares en casos y controles.

Para el microsatélite (AGC), de E2F4 se obtuvieron los datos genotipicos de
503 participantes (202 casos y 301 controles), hallandose nueve alelos de longitudes
comprendidas entre las 7 y las 18 repeticiones. El alelo con mayor frecuencia, tanto en
casos como en controles fue el de 13 repeticiones, alcanzando en ambos grupos una
frecuencia superior al 90 % La frecuencia del resto de los alelos fue muy baja, no
llegando a superar para la mayoria de ellos el 2%. Con respecto a los alelos
minoritarios solo se encontré una mujer homocigota para el alelo de 11 repeticiones.
En el resto de las participantes estuvo siempre presente el alelo de 13 repeticiones

(Tabla 111.3 y figura 111.5 ). La heterocigosidad observada fue del 0,13.

Para el microsatélite (CA), de EGFR se obtuvieron los datos genotipicos de
489 participantes (206 casos y 283 controles) que mostraron ocho alelos diferentes,
con tamafos comprendidos entre las 14 y las 21 repeticiones. El alelo mas frecuente
fue el de 16 repeticiones, alcanzando una frecuencia de alrededor del 50% tanto en
casos como en controles (Tabla 111.3 y figura 111.6). La heterocigosidad observada fue del
0,73.

En el caso del microsatélite (CTG), de NOTCH4 se obtuvieron datos
genotipicos para 505 participantes (207 casos y 298 controles). Este microsatélite
mostro siete alelos con tamafos comprendidos entre las 5 y 13 repeticiones El alelo
mas frecuente, tanto en los casos como en los controles, fue el de 9 repeticiones,
seguido en frecuencia por los alelos de 10 y 6 repeticiones (Tabla I11.3 y figura 11.7). La

heterocigosidad observada fue del 0,72.

Las frecuencias alélicas no se desviaron del equilibrio Hardy- Weinberg para

ninguno de los tres microsatélites ni en casos ni en controles.
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Tabla Ill.3 Frecuencias alélicas para los microsatélites (AGC)n de E2F4, (CTG)n de

NOTCH4 y (CA)n de EGFR en casos y controles

Nimero de E2F4 (AGC)n NOTCH4 (CTG)n EGFR (CA)n
repeticiones
/Alelo Controles Casos Controles Casos Controles Casos
n % n % n % n % n % n %

5 - - - - 2 0.3 - - - - - -
6 - - - - 85 14.3 66 15.9 - - - -
7 5 0.8 - - 1 0.2 - - - - - -
9 5 0.8 2 0.5 234 393 160 386 - - - -
10 7 1.2 - - 137 230 111 26.8 - - - -
11 12 2.0 2 0.5 83 13.9 43 104 - - - -
12 - - - 46 7.7 31 7.5 - - - -
13 559 929 390 96.5 8 1.3 3 0.7 - - -

14 7 1.2 8 2.0 - - - - 2 0.5
15 - - - - - - - 20 3.5 10 2.4
16 2 0.3 - - - - - - 276 4838 217 52.6
17 1 0.2 - - - - - - 53 9.4 19 4,6
18 4 0.7 2 0.5 - - - - 65 115 56 13.6
19 22 3.9 13 3,2
20 - - - - - - - - 102 18,0 68 16,5
21 - - - - - - - - 20 3,5 20 4,9
22 8 1,4 7 1,7

Figura Il.5 Distribucion de frecuencias alélicas para el microsatélite (AGC)n de E2F4.

H Controles
. 0 O Casos

104



CAPITULO llI RESULTADOS

Figura I11.6 Distribucion de frecuencias alélicas para el microsatélite (CA), de EGFR.
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Figura I11.7 Distribucién de frecuencias alélicas para el microsatélite (CTG), de
NOTCHA4.
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ll.4.4- COMPARACION DE LA LONGITUD DE LOS MICROSATELITES
(AGC),, (CA), Y (CTG), EN CASOS Y CONTROLES

Al comparar la longitud media de los alelos cortos y largos para los
microsatélites (CTG), de NOTCH4 Y (CA), de E2F4 no se observaron diferencias
significativas entre casos y controles (en el caso de participantes heterocigotas se
considerd como alelo corto el de menor numero de repeticiones y como alelo largo el
de mayor numero de ellas). Tampoco se observaron diferencias para el alelo medio
(se considerd alelo medio al nimero medio de repeticiones calculado a partir de la
longitud los dos alelos (alelo corto+ alelo largo/2)) (Tabla 11.4). No se realizaron
comparaciones para el microsatélite (AGC), de E2F4, al mostrar los alelos minoritarios

muy baja frecuencia.

Tabla lll.4 Comparacion de la longitud media de alelos (CA)n de EGFR y (CTG)n

de NOTCH4 entre casos y controles.

Casos Controles
Alelo p
Media + SE Media + SE
(CA), EGFR
Alelo corto 16.39 £ 0.1 16.39+ 0.1 NS
Alelo largo 18.38 + 0.1 18.39 + 0.1 NS
Alelo medio 17.39 + 0.1 17.38 £ 0.1 NS
(CTG), NOTCH4
Alelo corto 8.48 + 0.1 8.49+0.1 NS
Alelo largo 10.02 + 0.1 10.21 £ 0.1 NS
Alelo medio 9.25+0.1 9.35+0.1 NS

Cuando se compararon las distribuciones de frecuencias de los alelos medios
de (CA), de EGFR Yy (CTG), de NOTCH4 en casos y controles (Figuras I11.8 y 1I.9), se
pudieron apreciar algunas diferencias entre los grupos, mas acusadas en el caso de
(CA).. A pesar de ello en la distribucidon no se observé la existencia de una tendencia

en los casos a poseer alelos medios mas largos o mas cortos que los controles.
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Figura I11.8 Distribucion de frecuencias del alelo medio para el microsatélite (CA),

EGFR.
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Figura 111.9 Distribucién de frecuencias del alelo medio para el microsatélite (CTG), de

NOTCHA4.
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También se procedié a categorizar la longitud de los microsatélite en tres
categorias. En la categoria corta (SS) se incluy6 a aquellas mujeres cuyos dos alelos
tenia una longitud igual o inferior a la media (17 repeticiones para EGFR y 9
repeticiones para NOTCH4), en la categoria media (SL) a las portadoras de un alelo
con una longitud igual o inferior a la media y un alelo mayor que la media. En la
categoria larga (LL) se incluyé a aquellas mujeres cuyos dos alelos mostraban

longitudes por encima de la media.

Tampoco en este caso la distribucion de frecuencias para las tres categorias

mostro diferencias entre casos y controles (Figuras I11.10 y 111.11).

Figura 111.10 Distribucién de frecuencias para las tres categorias de (CTG)n de
NOTCHA4.

m Controles
< @ Casos

108



CAPITULO llI RESULTADOS

Figura Ill.11 Distribucion de frecuencias para las tres categorias de (CA), EGFR.
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1ll.5- DISCUSION

Las distribuciones alélicas para los microsatélites (AGC), de E2F4, (CA), de
EGFR y (CTG), de NOTCH4 que hemos observado entre las participantes de este
estudio (casos y controles) se asemejan a las halladas en otras poblaciones

analizadaS.42’82’83’123’128

Para el microsatélite (AGC), de E2F4 hemos hallado nueve alelos diferentes,
con longitudes comprendidas entre entre las 7 y las 18 repeticiones. Zhong y cols.*?
habian descrito previamente la presencia de seis alelos de longitudes comprendidas
entre las 8 y las 17 repeticiones en tejido de colon sano y tumoral, llegando a la
conclusion de que podia tratarse de un polimorfismo. Los resultados de nuestro
estudio confirman este hecho e incorporan tres nuevos alelos de 7, 9 y 18 repeticiones

a los ya conocidos.

El alelo de 13 repeticiones, tal y como habian descrito previamente estos
autores resulté ser el mayoritario, alcanzando una alta frecuencia entre las
participantes del estudio (superior al 90%). El resto de los alelos mostraron una baja
frecuencia, hallandose tan soélo una participante homocigota para el alelo de 11
repeticiones. No se detectd en los casos ningun alelo que no presente que no

estuviera en los controles.

En cuanto al posible papel de este microsatélite en el cancer de mama. Ho y
cols. observaron una repeticién adicional en el 8% de las lineas de cancer de mamay
en el 27% de las muestras de tejido procedente de tumores de mama. La baja
frecuencia que presentaron la mayoria de los alelos de este microsatélite, no nos
permitié alcanzar la suficiente potencia estadistica para realizar las comparaciones

correspondientes entre casos y controles
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Con respecto a la distribucién alélica del microsatélite (CA), de EGFR hemos
hallado 8 alelos con longitudes comprendidas entre las 14 y las 21 repeticiones,
observaciones que coinciden con las realizadas previamente por Chi y cols.®? Un
estudio posterior, llevado a cabo por Brandt y cols.®* en poblacién alemana describe la
presencia de otros tres alelos de 8,13 y 22 repeticiones. Sin embargo no hemos

podido hallar ninguno de estos alelos entre las participantes de nuestro estudio.

Las distribuciones de frecuencias alélicas de los trabajos citados muestran
algunas diferencias con las observadas por nosotros, si bien los tres estudios

coinciden en sefialar como alelo mayoritario el de 16 repeticiones.

Aunque observamos pequefas diferencias en las frecuencias alélicas entre
casos Yy controles, no hemos hallado diferencias en la longitud de este microsatélite
entre ambos grupos. Por lo tanto, a pesar del importante papel de este gen el
desarrollo del cancer y del efecto que este microsatélite parece tener sobre la
expresion de EGFR, no parece existir una asociacion de la longitud del mismo con la
enfermedad. Brandt y cols.®® habian sefialado previamente que la longitud del
microsatélite (CA), de EGFR podria incrementar el riesgo de cancer de entre aquellas
mujeres con antecedentes familiares de la enfermedad. Debido al tamafo de la
muestra no hemos podido realizar este analisis en nuestro grupo de pacientes. Estos
autores tampoco observaron diferencias generales en la longitud del microsatélite

entre mujeres jovenes con cancer de mama y sus correspondientes controles.

En cuanto al microsatélite (CTG), de NOTCH4 hemos hallado ocho alelos de
tamafnos comprendidos entre las 5 y las 13 repeticiones. En un estudio para
comprobar si existia asociacién entre la longitud de este microsatélite y la
esquizofrenia Imai y cols.”® hallaron cinco alelos de tamafios entre las 6 y las 13
repeticiones. Rozanska y cols.'** en mujeres polacas sanas hallaron siete alelos con
longitudes también comprendidas entre las 5 y las 13 repeticiones. A diferencia de
ambos estudios, donde el alelo de 10 repeticiones resultd ser el mayoritario, entre las
participantes de nuestro estudio el alelo con mayor frecuencia fue el de 9 repeticiones,

mientras que el alelo de 10 repeticiones fue el siguiente en frecuencia.
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A pesar del importante papel que la ruta de sefializacion de los receptores
NOTCH tiene en la progresion del cancer de mama no conocemos estudios previos
que hayan analizado a longitud de este microsatélite en relacion con cancer mama.
Tampoco conocemos estudios que hayan analizado los posibles efectos funcionales
que puedan tener las variaciones en la longitud de este microsatélite.

En este estudio no hemos hallado diferencias en la longitud del microsatélite
(CTG)n de NOTCH4 entre casos y controles, por lo que la longitud de este
microsatélite no parece estar asociada con esta enfermedad. Sin embargo permanece
la duda sobre la posible relacion entre la longitud de este microsatélite y la
esquizofrenia. Los resultados de los trabajos publicados muestras resultados
discordantes, y mientras unos autores encuentran una asociacion entre la longitud del

microsatélite y la enfermedad,'*"?” otros descartan dicha relacion.'*'*
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CAPITULO IV
MICROSATELITES POLIMORFICOS DEL RECEPTOR DE ANDROGENOS

Y LA ENZIMA AROMATASA: RELACION CON LA RESISTENCIA A LA
INSULINA




IV.1 - INTRODUCCION

IV.1.1- HORMONAS SEXUALES ESTEROIDEAS Y METABOLISMO DE LA
GLUCOSA

Al margen del importante papel que las hormonas sexuales esteroideas
desempefian en la reproduccién, existen evidencias de su implicacion en el
metabolismo de la glucosa. Datos clinicos y epidemioldgicos han relacionado las
concentraciones de andrégenos y estrégenos con la resistencia a insulina (RI) y la
diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Numerosos estudios sefialan que bajos niveles de
testosterona en los varones se asocian con una mayor Rl, y que aquellos hombres
con menores niveles de esta hormona tienen alto riesgo de desarrollar DM2.""!
Algunos trabajos indican, ademas, que la concentracion de testosterona puede

predecir la aparicion de esta enfermedad en los varones.>*

Diversos ensayos clinicos han mostrado que la privacion de androégenos
incrementa la adiposidad y la Rl en los hombres."™"* Por el contrario, la administracién
de andrégenos a varones con hipogonadismo parece mejorar su sensibilidad a la
misma."*"'® Estudios llevados a cabo en ratas también han mostrado la capacidad de la
testosterona para modular la tolerancia a la glucosa y la sensibilidad a la insulina.
Aunque aun no esta claro el mecanismo que se encuentra tras esta relacion, la
testosterona parece tener efecto sobre la secrecién de insulina en islotes pancreaticos

aislados de ratas.'®

La testosterona también podria modular la sensibilidad a la insulina a través de
cambios relacionados con la adiposidad y en el metabolismo de las grasas. Los
resultados de estudios in vitro han sefialado que la testosterona es capaz de regular la

via de diferenciacion de células madres en adipocitos y en células musculares.?
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En las mujeres la relacién entre Rl y los androgenos parece ser la contraria a la
observada en los varones, y condiciones hiperandrogénicas como el sindrome del

ovario poliquistico han sido fuertemente asociadas con intolerancia a la glucosa y la
RI 4,21-25,27,29

En cuanto al estradiol varios trabajos han mostrado una asociacién entre altas
concentraciones de esta hormona y la Rl en las mujeres.**?%% Esta asociacion, sin

embargo, no se ha observado en los varones.*?33%-32

IV.1.2- CITOQUINAS, RESISTENCIA A LA INSULINA Y HORMONAS
SEXUALES

Las citoquinas son proteinas o glucoproteinas solubles de bajo peso molecular
esenciales para la comunicacion intercelular. Son producidas por varios tipos
celulares, pero sobre todo por células pertenecientes al sistema inmunitario, como
macrofagos y linfocitos T. Las citoquinas actian como mediadores celulares
controlando muchas funciones fisiolégicas, como la diferenciacion y maduracion
celular, la inflamacion y la respuesta inmune, la reparacion tisular, la hematopoyesis, la

apoptosis, y otros muchos procesos biolégicos.*

Por lo general las citoquinas ejercen su accion de forma local mediante un
mecanismo autocrino (cuando se unen a receptores presentes en la propia célula
productora) o paracrino (sobre células vecinas). En algunos casos las citoquinas
pueden ejercer también una accion endocrina, liberandose a la circulacion sanguinea
o linfatica, y ejerciendo su efecto en otros 6rganos y tejidos de forma parecida a como

lo hacen las hormonas.

Ciertas citoquinas como la leptina, la adiponectina, TNF-q, IL-6, y la resistina
han sido asociadas con la resistencia a insulina. Trabajos recientes han identificado
varias sefiales de transduccién activadas por citoquinas, que podrian impedir la
senalizacién del receptor en el musculo esquelético, en el higado y en las células

adiposas.**
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IV.1.2.1- Resistina y resistencia a la insulina

La resistina es una citoquina perteneciente a la familia de las pequefas
proteinas ricas en cisteina, que es producida principalmente por los adipocitos en
ratones, y por macrofagos y monocitos en humanos. Actualmente existe una gran
controversia con respecto al papel fisiolégico de la resistina, que ha sido relacionada

con la obesidad, la RI, la DM2 y la inflamacién.*

Los primeros estudios llevados a cabo sobre la resistina sefialaron que esta
citoquina podia ejercer un efecto antagénico a la accién de la insulina.***” En estos
primeros estudios se observdé que los niveles de esta citoquina se encontraban
elevados en ratones obesos y diabéticos, y que sus niveles podrian disminuir por el
uso de rosiglitazona y otras tiazolidinas que incrementan la sensitividad a la insulina.
También se observé que la administracion de resistina recombinante a animales
normales producia RI, mientras que la neutralizacion inmune de la resistina mejoraba

la sensibilidad a la insulina.

Estas observaciones hicieron pensar que la resistina podria ser el nexo entre la
obesidad y RI. Sin embargo, estudios posteriores realizados tanto en ratas como en
humanos han mostrado resultados diversos. Mientras que muchos trabajos apuntan a

una relacién directa de la resistina con la RI, la obesidad y la DM2,*** en otros no se

44,45 46-48

encuentra ninguna relacion 0 es inversa a la observada por otros estudios.
Tampoco se ha podido identificar hasta el momento un receptor para la resistina que
ayude a aclarar la funcién de esta citoquina y despejar las dudas sobre su papel en la

RI.

IV.1.2.2- Resistina y hormonas sexuales

Aunque se desconocen los factores implicados en la regulacion de la resistina,
algunos estudios indican que las hormonas sexuales podrian modular de alguna

manera su expresion.***'

Estudios in vivo llevados a cabo en roedores sugieren que los andrégenos son

capaces de aumentar la expresion de la resistina en el tejido adiposo.***? En humanos
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también se ha observado una relacion directa entre las concentraciones séricas de la

testosterona y la resistina en mujeres con el sindrome del ovario poliquistico.?*>*

Otras hormonas sexuales, como la dehidroepiandrosterona y el estradiol,
también podrian tener influencia en los niveles de resistina. Asi, mientras la
dehidroepiandrosterona parece ser capaz de aumentar la expresion génica de la
resistina en tejido adiposo,® el tratamiento de adipocitos de rata con estradiol podria
disminuir los niveles de ARN,, de la resistina y el contenido intracelular de la proteina

tanto in vivo como in vitro.”’

IV.1.2.3- Leptina y resistencia a insulina

La leptina es una citoquina secretada principalmente por los adipocitos, que
interviene en la regulacién del metabolismo de la glucosa y de las grasas.”® Esta
implicada en la homeostasis del peso corporal y actia disminuyendo la ingesta de
alimentos y aumentando el gasto energético. Sus niveles en suero muestran una

relacién directa con el indice de masa corporal y la cantidad de tejido adiposo.>®

Las interacciones entre la leptina y la insulina han sido exploradas
extensamente, y todo parece indicar que la leptina puede jugar un papel destacado en
la fisiopatologia de la RI relacionada con la obesidad. Se ha observado que existe una
fuerte correlacién positiva entre las concentraciones de leptina y las de insulina,””®' y
que los niveles de leptina se asocian con la RI.°*®® Existen indicios de que la leptina y
la insulina son capaces de regularse mutuamente. Se ha sugerido que la leptina
disminuye la sintesis de insulina y su secrecion por las células B pancreaticas.’®®*" Al
mismo tiempo la insulina parece estimular la producciéon de leptina en el adipocito,
aunque solo a largo plazo, por lo que permanece la duda de si este efecto es mediado

por un incremento del tejido adiposo.

La fuerte asociacion entre la leptina y la obesidad, asi como el efecto de la
obesidad sobre la sensibilidad a la insulina, hace dificil discernir si la relacién entre la
leptina y RI es independiente de la adiposidad. Asi, mientras algunos estudios afirman
que la relacién entre ambas es independiente,®*%®

por la obesidad.®7%72#

otros apuntan a que estd mediada
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IV.1.2.4- Relacién entre la leptina y las hormonas sexuales

Los primeros indicios sobre la posible relacién entre la leptina y las hormonas
sexuales surgieron cuando se comprobo que los niveles séricos de leptina eran de dos
a tres veces mas elevados en las mujeres que en los hombres. Se pensd entonces
que estas diferencias podian deberse a efectos directos de las hormonas sexuales
sobre la produccién de leptina (inductores en el caso de los gestagenos o estrogenos
y/o supresores para los andrégenos), pero estudios posteriores apuntan a que
probablemente estas diferencias en los niveles de leptina se deban a efectos

indirectos de estas hormonas.”>"*

No obstante los resultados de varios trabajos indican que tanto los andréogenos
como los estrégenos son capaces de modular la expresion de la leptina. Asi, mientras
los estrégenos parecen incrementan la expresion del ARN,, de la leptina,”® la
testosterona podria inhibir su expresion (tanto in vitro como in vivo) y su secrecién por
el tejido adiposo.”®”® En este sentido diversos estudios han sefialado la existencia de
una asociacion negativa entre la testosterona y la leptina sérica independiente de la
grasa corporal.”®® También se ha comprobado que las concentraciones de leptina

83-85

aumentan en varones con hipogonadismo, y que estos niveles pueden

restablecerse a valores normales al administrar testosterona.®

Al mismo tiempo, niveles elevados de leptina podrian ejercer efectos negativos
sobre la produccién de andrégenos y estrogenos. Se ha comprobado que la leptina es

capaz de inhibir la secrecion de testosterona en cultivos de células de Leyding de

87,88

rata y la produccion de testosterona en los varones.* La leptina también parece

disminuir la produccién de estradiol en cultivos de células de la granulosa humana.””*
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IV.1.3- MICROSATELITES POLIMORFICOS DEL RECEPTOR DE ANDROGENOS Y
LA ENZIMA AROMATASA: SU RELACION CON EL METABOLISMO DE LA
GLUCOSA

Como vimos en el capitulo |, tanto el receptor de andrégenos como la enzima
aromatasa tienen un papel fundamental en el metabolismo de las hormonas sexuales

esteroideas.

El primer exdn del gen AR contiene dos microsatélites polimérficos, (CAG), y
(GGC),, que codifican para un tracto repetitivo de residuos de glutaminas y glicinas
respectivamente. Diversos estudios han mostrado que el nimero de repeticiones de
estos microsatélites, situados en el dominio de transactivacion del gen AR, se
relacionan con la actividad transactivadora del receptor y el nivel de expresion del
mismo.?'?* Asimismo son varios los estudios que han relacionado la longitud de estos

microsatélites con la concentracién de andrégenos en suero.?*

El gen que codifica para la enzima aromatasa (CYP19) posee en el intrén 4 el
microsatélite polimérfico (TTTA),. Al igual que ocurre con los microsatélites del AR, la
longitud de este polimorfismo ha sido relacionada con la actividad de esta enzima y las

concentraciones de hormonas esteroideas.’’%

Algunos estudios han analizado el efecto de las variaciones en la longitud del
microsatélite (CAG), sobre algunas variables relacionadas con la resistencia a insulina.

% observaron una

En un estudio realizado en varones sanos, Zitzmann y cols.
correlacion directa entre el numero de repeticiones (CAG), y las concentraciones de
insulina y leptina en suero. También Stanworth y cols.'® hallaron una asociacién
positiva de la longitud del microsatélite (CAG), con los niveles de leptina y la obesidad
en varones con diabetes tipo 2. Mohlig y cols. observaron que la longitud de este
microsatélite era capaz de ejercer un efecto modificador de la RI en mujeres con
sindrome del ovario poliquistico.”®" Rodriguez y cols.' observaron, en poblaciéon
canaria, una relacién inversa entre la longitud del microsatélite (GGN), y las

concentraciones de insulina e indice HOMAZ2IR en varones.

No conocemos estudios que hayan analizado la posible influencia del
microsatélites (TTTA),.
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Dadas las evidencias que relacionan las hormonas sexuales esteroideas con
la RI, y papel que los microsatélites (CAG), (GGC), y (TTTA), podrian tener en la
actividad del AR y la enzima aromatasa, nos propusimos conocer si la longitud de
estos microsatélites mostraba alguna relacion con variables fuertemente ligadas con la

RI como el péptido C, la glucosa o el indice HOMAZ2IR.

También pretendiamos comprobar si la longitud de estos microsatélites
guardaba alguna relacién con otros factores asociados a la Rl, como algunas medidas
antropomeétricas (cintura abdominal, indice de masa corporal y el cociente entre la
cintura abdominal y la pélvica) y las concentraciones de ciertas citoquinas (leptina y

resistina).

Por ultimo nos propusimos averiguar si existia alguna relacion entre la longitud

de estos microsatélites y las concentraciones en suero de testosterona y 173-estradiol.
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IV.3.1- DISENO DEL ESTUDIO

IV.3.1.1- Participantes

Los participantes de este estudio fueron los primeros 1580 participantes
reclutados por el estudio CDC de Canarias (los detalles sobre el estudio CDC de

Canarias se encuentran recogidos en capitulo Il el apartado 3.1.1 b).

IV.3.1.2- Recogida de los datos antropométricos

Los datos antropométricos empleados en este estudio fueron tomados durante
la exploracion fisica realizada a los participantes de la cohorte, procediendo de la

siguiente manera:

o Peso: fue medido en posicion erecta y sin calzado.

¢ Talla: fue medida en posicion erecta y sin calzado.

e Cintura pélvica: circunferencia medida en posicion erecta, a la altura de las
caderas sobre las prominencias de los trocanteres mayores de ambos fémures

y haciendo uso de una cinta métrica inextensible.

e Cintura abdominal: circunferencia trazada a nivel umbilical tomando como
referencia la mitad de la distancia entre el margen costal inferior y las crestas
iliacas.

El indice de masa corporal fue calculado a partir del peso del participante y la altura.
El cociente entre la cintura abdominal y la pélvica fue usado como indicador de

obesidad abdominal.
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IV.3.1.3- Mediciones bioquimicas

Las concentraciones de glucosa en suero fueron medidas dentro de las
veinticuatro horas después de la extraccién de sangre utilizando el test enzimatico
Gluco-quant Glucose/HK de Roche y el equipo Hitachi 917 autoanalyzer (coeficiente

de variacion intraensayo 1%, coeficiente de variacion interensayo 1.8%).

Para determinar las concentraciones de pétido C, resistina y leptina se us6 una
alicuota de suero conservada a —-80°C. Estas concentraciones fueron medidas
mediante la técnica de ELISA basada en el principio de uniéon competitiva, usando

para ello el autoanalizador Zenit de MENARINI y los siguientes kits comerciales:

o Péptido C: C-peptide-EASIA de Biosource (coeficiente de variacion intraensayo

6.3%, coeficiente de variacién interensayo 4.7%)

o Resistina: Resistin Human ELISA de BioVendor (coeficiente de variacion

intraensayo 7.0%, coeficiente de variacion intersensayo 7.2%)

e Leptina: Leptin Serum-EASIA de Biosource (coeficiente de variacion

intraensayo 3.6%, coeficiente de variacion intersensayo 6.8%).

La resistencia a la insulina fue estimada a partir de las concentraciones séricas
de glucosa y péptido C. Para ello se usdé el programa HOMA2 Calculator,
proporcionado por el Oxford Centre for Diabetes Endocrinology and Metabolism
(Universidad de Oxford) que se encuentra disponible en la pagina web (http://www.
dtu.ox.ac.uk/homa). Este modelo esta basado en el modelo matematico de

homeostasis para la resistencia a insulina HOMA 2.

Las concentraciones de hormonas sexuales (17beta-estradiol estradiol vy
testosterona) fueron medidas a partir de alicuota de suero almacenada -80°C
mediante la técnica de ELISA basada en el principio de unién competitiva. Para ello se

empled el autoanalizador “Zenit” de MENARINI y los siguientes kits comerciales:
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e Testosterona:Testosterone ELISA IBL (CV: intra ensayo: 3,6 %; inter ensayo:
6,1 %)

e 17beta-estradiol:17B—Estradiol ELISA IBL (CV: intra ensayo: 3,7%; inter
ensayo: 7,8 %)

IV.3.1.4- Medicién de la longitud de los microsatélites

El ADN empleado para la medicion de la longitud de los microsatélites se
extrajo a partir de 200 ul de sangre usando el kit comercial PCR Template preparation
(Roche). Mediante PCR se amplificaron, los fragmentos de los genes ARy CYP19

donde se encuentran localizados los microsatélites (CAG),, (GGC), y (TTTA),.

Para esta amplificacion se usaron parejas de primers que habian sido
empleadas con anterioridad en otros estudios.'*'* La reaccién de amplificacion se
llevé a cabo en un volumen final de 25 L, conteniendo aproximadamente 60 ng de
ADN, 200 uM de cada dNTP, 1X Fast Start Taqg DNA polymerase buffer (Roche
Applied Science), 1X GC-rich buffer solution (esta solucion no fue usada para la
amplificacion del microsatélite TTTA,), 0.25 unidades de Fast Start Tag DNA
polymerase, 2.5 mM MgCl,, y 1.2 uM de cada primer (un primer de cada pareja
marcado con un fluorocromo). Las condiciones bajo las que se llevd a cabo la

amplificacion fueron las siguientes:

(CAG),y (TTTA).: 95°C 5, (95 °C 45”, 56 °C 30”, 72 °C 30”) 30 ciclos, 72 °C 7.
(GGC): 95°C 5, (95°C 1’, 55°C 2,” 72 °C 30”) 30 ciclos, 72 °C 7.’

A continuacion el producto de PCR fue diluido 1:50-1:100 en agua destilada.
Un microlitro de esta dilucion se mezclé con 10 uL de formamida y 0.3 uL de
GeneScan 500 LIZ Size Standard (Applied Biosystems). La mezcla se desnaturalizé a
95 °C durante 3’ y se dejo enfriar en hielo. Los Fragmentos fueron separados
mediante electroforesis capilar usando el analizador ABI Prism 3100 (Applied
Biosystems). El tamafio de los fragmentos fue estimado con ayuda del software Gene

Scan Analysis V 3.7 (Applied Biosystems).
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Posteriormente se procedid a la amplificacion y secuenciacién de estos
microsatélites en diversas muestras para las que los fragmentos amplificados
mostraron tamafos diferentes. Las condiciones de amplificacion fueron idénticas a las
descritas anteriormente, a excepcién de que los primers utilizados no estaban
marcados con fluorocromos. Para la reaccion de secuenciacion se empled el kit
comercial Big Dye Terminator Sequencing V3.1 (Applied Biosystems). La electroforesis
capilar se llevo a cabo en un secuenciador automatico ABI Prism 3100. Los resultados

fueron analizados con el programa sequencing analisis 3.7(Applied Biosystems).

A partir de los resultados obtenidos se establecid la correspondiente relacion
entre el tamano de los fragmentos amplificados y el numero de repeticiones para cada

microsatélite.

Teniendo en cuenta esta relacidon se estimd en las muestras restantes el

numero de repeticiones de los microsatélites, asignandoseles el alelo correspondiente.

IV.3.2- ANALISIS ESTADISTICO

Las caracteristicas generales de la poblacion estudiada se reflejaron como la
media t la desviacion estandar. Las comparaciones de media entre grupos fueron
realizadas mediante el test de la t de Student. Las correlaciones fueron estimadas
mediante el coeficiente de correlaciéon de Spearman (r,). Las asociaciones bivariadas
encontradas fueron corroboradas mediante analisis de regresion lineal multiple. La
significacion estadistica se acepté en todos los test al nivel del 5% bidireccional. Todos
los analisis fueron hechos con el paquete estadistico para ciencias sociales (SPSS) (v.
13.0 para Windows).
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IV.4.1- CARACTERISTICAS DE LA PARTICIPANTES

Las caracteristicas generales de los participantes de este estudio se
encuentran recogidas en la tabla IV.1. Todas las variables analizadas mostraron
diferencias significativas entre hombres y mujeres, excepto la concentracion de
resistina sérica, que resultd semejante en ambos sexos. Las mujeres, con una edad
media mayor que la de los hombres, presentaron mayor indice de masa corporal,
péptido C, leptina, indice HOMA2-IR y estradiol. Los varones presentaron mayor

cintura abdominal, mayor cociente abdomen-pelvis, mayores concentraciones de

glucosa y testosterona.

Tabla IV. 1 Caracteristicas generales de los participantes

Hombres Mujeres
o]
n Media + SD n Media + SD
Edad (anos) 680 49.8 +0.4 900 52.8+0.3 <0.001
Cintura (cm) 679 96.5+0.5 896 91.0+0.4 <0.001
Cintura/Cadera 679 1.0+0.0 896 0.9+0.0 <0.001
IMC (kg/mz) 676 28.0+0.2 893 29.1.40.2 <0.001
Glucosa (mmol/L) 670 5.85+0.06 895 5.57+0.05 <0.001
Peptido C (mg/dL) 366 1.6+0.1 311 1.7+0.1 0.026
HOMA2-IR 355 3.620.1 303 4.1+0.2 0.035
Leptina (ng/mL) 406 2.5+0.2 348 11.840.5 <0.001
Resistina (ng/mL) 302 3.1+0.1 281 3.3£0.2 0.579
Testosterona(ng/mL) 283 4.62+0.1 364 0.36+0.02 <0.001
17B-estradiol (pg/mL) 283 23.62+1.1 364 40.89+4 .1 <0.001
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IV.4.2- DISTRIBUCION ALELICA PARA LOS MICROSATELITES (CAG),,
(GGC) Y (TTTA),

Con respecto al microsatélite (CAG), la poblacion estudiada mostré 23 alelos
diferentes, con tamafos comprendidos entre las 10 y las 36 repeticiones. La
distribucion alélica se aproximé a la normal. Los alelos mas frecuentes fueron aquellos
con 21 (18%), 19 (13%) y 24 repeticiones (13%). Para el microsatélite (GGC), se
hallaron 19 alelos de tamafios comprendidos entre 6 y 23 repeticiones. Los alelos mas
frecuentes fueron los de 16 repeticiones (54%) y 17 repeticiones (26%). Para la
aromatasa se observaron 8 alelos de tamanos comprendidos entre 5 y 13 repeticiones.

Los alelos mas frecuentes fueron aquellos con 7 (56%) y 11 repeticiones (32%).

IV.4.3- RELACION ENTRE LA LONGITUD DE LOS MICROSATELITES
(CAG), Y (GGC), Y (TTTA), Y VARIABLES RELACIONADAS CON LARI

Para conocer si existia alguna relacion entre la longitud de estos microsatélites
y distintas variables relacionadas con la Rl se llevaron a cabo analisis bivariados de
correlacion entre la longitud de los distintos microsatélites y las concentraciones en
suero de glucosa, péptido C, leptina, resistina, indice HOMA2-IR y distintos indices

antropomeétricos (Tablas IV.2 y IV.3).

En los varones la longitud del microsatélite (TTTA), fue tomada como la media
entre el numero de repeticiones de los dos alelos. En el caso de las mujeres la longitud

de los tres microsatélites fue tomada de dicha manera.

En estos analisis, tanto la longitud del microsatélite (CAG), del AR como la del
microsatélite (TTTA), de CYP19, mostraron para los varones una correlacion inversa
con los valores del péptido C (ro= -0.13; r,=-0.21) y el indice HOMA2-IR ( r;= - 0.12;
ro= -0.19). En los varones la longitud de los microsatélites (CAG), y (TTTA), también
se correlacioné de manera directa con las concentraciones de resistina sérica (r;=
0.13; ry=0.15), mientras que la longitud del microsatélite (GGC), lo hizo de manera
inversa (ro=-0.15).

En las mujeres la longitud del microsatélite (CAG), se correlacion6 débilmente y

de manera inversa con la glucosa sérica (ro= -0,09), mientras que el niumero de
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repeticiones (GGC), mostré una correlacion inversa con la concentracion de resistina

proxima a la significacion estadistica (r,= -0,12).

Entre todas las medidas e indices antropométricos estudiados, solo el cociente
entre la cintura abdominal y la pélvica se correlacion6 débilmente con el nimero medio
de repeticiones (TTTA), en las mujeres (r,= -0.08) aproximandose a la significacion
estadistica en varones (r,= -0.08). El resto de las variables analizadas no mostraron

ninguna correlacion con la longitud de estos microsatélites.

Tabla IV.2 Andlisis de correlacion entre el numero de repeticiones de los microsatélites

(CAG), (GGC), y (TTTA), y distintas variables bioquimicas y antropométricas

(varones)

Cintura Cintura/ IMC Glucosa PeptidoC HomAZ- Resistina Leptina
Cadera
Repeticiones 1, NS NS NS NS -0.137 -0.12" 0.13" NS
(CAG), n 653 653 653 646 360 348 299 397
Repeticiones 1, NS NS NS NS NS NS -0.157 NS
(GGC), n 580 580 580 575 291 280 218 318
Re‘?ﬁ;’;}\‘;"es rr NS 008 NS NS 0215 0195 0.5 NS
(Me dia}r n 566 566 566 560 289 278 220 315

Los superindices (*,T,i, §) indican p valores por debajo de 0.07, 0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente.

NS=no significativo
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Tabla IV. 3 Andlisis de correlacion entre el numero de repeticiones de los microsatélites

(CAG), (GGC), y (TTTA), y distintas variables bioquimicas y antropométricas

(mujeres)

HOMAZ2-

Cintura Cintura/ IMC Glucosa PeptidoC IR Resistina Leptina
Cadera
Re’(’gzg)":es ro NS NS NS  -0.09" NS NS NS NS
(Vedia) n 829 829 829 831 297 289 273 333
Re‘;’gg%;’:es o NS NS NS NS NS NS -0.12" NS
(Media) n 855 855 855 855 296 288 270 333
Re‘("f;'TcA‘)’ges o NS 0080 NS NS NS NS NS NS
(Media) n 850 850 850 850 301 296 277 338

Los superindices (*,T,i, §) indican p valores por debajo de 0.07, 0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente.

NS=no significativo

Para los varones también se realizaron diferentes analisis de regresion lineal
multivariados, tomando como variables dependientes las concentraciones de pétido C,
resistina e indice HOMAZ2IR, y como variables independientes la longitud de cada uno
de estos microsatélites, asi como otras variables relacionadas con la Rl como la edad

y el cociente abdomen-pelvis (Tablas IV.4-VI1.6).

En los distintos modelos multivariados elaborados para la resistina, las
longitudes de los microsatélites (CAG), y (GGC), mostraron nuevamente una
asociacion con las concentraciones de esta citoquina, tanto cuando se incluyd el
péptido C como variable explicatoria (f=0.128; p=0.030) (B= -0.149; p=0.032), como
cuando se empled en su lugar el indice HOMA2IR (p=0.127; p=0.036) (B= -0.148,
p=0.038). La longitud del microsatélite (TTTA), se asoci6 con los niveles de resistina
cuando incluyd en el modelo el indice HOMAZ2IR como variable explicatorio (f=0.148,
p=0.039), permaneciendo proxima a la significacion estadistica cuando en su lugar se
incluyé el péptido C (f=0.128, p=0.07) (Tabla IV.4).
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Tabla IV.4 Modelos multivariados de regresion lineal con la resistina como variable

dependiente (varones)

Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3
Variables explicatorias

B p B p B p
PeptidoC -0.243 0.001 -0.204 0.005 -0.182 0.012
Cintura/Cadera -0.186 0.004 -0.169 0.020 -0.172 0.019
Edad 0.043 0.496 0.043 0.540 0.063 0.372
Repeticiones (CAG)n 0.128 0.030 NI NI NI NI
Repeticiones (GGC)n NI NI -0.149 0.032 NI NI
e ecloneSl(CHEV R NI NI NI NI 0.128 0.070
(media)

Modelo 4 Modelo 5 Modelo 6

Variables explicatorias

B p B p B p
HOMAZ2IR -0.202 0.002 -0.198 0.007 -0.177 0.017
Cintura/Cadera -0.184 0.005 -0.167 0.026 -0.169 0.025
Edad 0.052 0.432 0.050 0.493 0.070 0.333
Repeticiones (CAG)n 0.127 0.036 NI NI NI NI
Repeticiones (GGC)n NI NI -0.148 0.038 NI NI
e ecloneSl(CHEV R NI NI NI NI 0.148 0.039
(media)

Los modelos (1-3) incluyen al péptido C como variable explicatoria
Los modelos (4-6) incluyen al indice HOMA2 como variable explicatoria
NI = no incluido

En los modelos multivariados no se observé asociacién entre la longitud de los
microsatélites (CAG), y (GGC), y los niveles de péptido C e indice HOMAZ2IR, aunque
el numero de repeticiones (TTTA), mostré una asociacion con el péptido C préxima a

la significacion estadistica (Tablas IV.5y IV.6).

Estos modelos también mostraron una relacion inversa entre la resistina y el
péptido C, asi como entre la resistina y la Rl estimada mediante el indice HOMA2IR.
De igual forma queddé patente la relacion directa de la obesidad (cociente
cintura/cadera) con el péptido C y la RI (indice HOMAZ2IR).
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Tabla IV. 5 modelos multivariados de regresion lineal con el Péptido C como variable

dependiente (varones)

Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3

Variables explicatorias 5

p B p B p
Resistina -0.202 0.001 -0.205 0.005 -0.179 0.012
Cintura/Cadera 0.106 0.100 0.168 0.021 0.181 0.012
Edad 0.170 0.007 0.108 0.126 0.070 0.317
Repeticiones (CAG)n -0.034 0.566 NI NI NI NI
Repeticiones (GGC)n NI NI 0.026 0.715 NI NI
Repeticiones (TTTA)n (media) NI NI NI NI -0.130 0.062

NI = no incluido

Tabla IV.6 Modelos multivariados de regresiéon lineal con el indice HOMA2IR como

variable dependiente (varones)

Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3
Variables explicatorias

B p B p B p
Resistina -0.188 0.002 -0.187 0.010 -0.165 0.020
Cintura/Cadera 0.112 0.079 0.174 0.017 0.191 0.008
Edad 0.202 0.001 0.131 0.064 0.094 0.177
Repeticiones (CAG)n -0.037 0.533 NI NI NI NI
Repeticiones (GGC)n NI NI 0.037 0.599 NI NI
Repeticiones (TTTA), (media) NI NI NI NI -0.110 0.114

NI = no incluido

IV.4.4- LONGITUD DE LOS MICROSATELITES (CAG),, (GGC), Y (TTTA), Y
HORMONAS SEXUALES

Para comprobar si existia alguna relacion entre la concentracion de hormonas
sexuales (testosterona y 17 B-estradiol) y la longitud de los microsatélites (CAG),, y
(GGC)ndel AR y (TTTA), de la enzima aromatasa se realizaron analisis de correlacion
(ajustados por edad) entre las concentraciones de estas hormonas y la longitud de los

distintos microsatélites (Tablas I11.6 y I11.7).

En estos analisis se observé una correlacién positiva, proxima a la significacion

estadistica entre la concentracion de testosterona y la longitud del microsatélite (CAG),

148



CAPITULO IV RESULTADOS

en los varones (r=0.11; p=0.06). La longitudes de los microsatélites (GGC), y (TTTA),
no mostraron asociacion con las concentracion de testosterona ni de estradiol en
ninguno de los dos sexos. Tampoco aparecieron diferencias cuando los analisis se

hicieron de manera independiente en el grupo de mujeres pre- y post-menopadusicas.

Se realizaron, ademas, diferentes analisis de regresion lineal, tomando la
concentracién de hormonas (testosterona o estradiol) como variables dependientes y
como variables explicatorias la edad, el indice masa corporal y la longitud de los
distintos microsatélites categorizada en terciles. En estos analisis se observo
nuevamente una asociacion directa entre la concentracion de testosterona y la longitud
del microsatélite (CAG), en varones (coeficiente de correlacion estandarizado
B=0.134;.p=0.025). No se observé ninguna asociacion entre la longitud de los
microsatélites (GGC), y (TTTA), y la concentracion de testosterona o estradiol en

ninguno de los dos sexos.

TABLA IV. 7 Correlaciones parciales entre los microsatélites (CAG), (GGC), y

(TTTA), y hormonas sexuales en los varones.

Testosterona Estradiol
Microsatélites n
r p r p
Repeticiones (CAG), 268 0.1 0.06 - -
Repeticiones (GGC) 197 -0.26 0.26 — -
Repeticiones (TTTA), 198 0.03 0.65 0.03 0.67

(Media)

Correlaciones ajustadas por edad.
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TABLA IV. 8 Correlaciones parciales entre los microsatélites (CAG), (GGC), y

(TTTA), y hormonas sexuales en las mujeres

Testosterona Estradiol
Microsatélites n

r p r p
Repeticiones (CAG), 243 -0.73 0.26 — —
(media)
Repeticiones (GGC)n 241 -0.95 0,14 — —
(media)
Repeticiones (TTTA), 246 0.03 0.65 -0,24 0.71
(media)

Correlaciones ajustadas por edad.
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IV.5- DISCUSION

Como hemos visto con anterioridad, diversos estudios y evidencias clinicas
confirman la existencia de una relacion entre las hormonas sexuales esteroideas y la
RI. A pesar de ello, pocos trabajos han examinado la posible influencia de variaciones
en genes implicados en el metabolismo de las hormonas sexuales sobre la misma. En
este estudio hemos analizado las relaciones entre la longitud de los microsatélites
polimorficos (CAG),, (GGC), del gen del receptor de andrégenos y (TTTA), de la
enzima aromatasa con el indice HOMAZ2IR y otras variables bioquimicas y

antropomeétricas que han sido relacionadas con la RI.

Estos analisis mostraron la existencia de correlaciones entre el numero de
repeticiones de estos microsatélites y las concentraciones de péptido C, resistina e
indice HOMA2-IR. En los analisis multivariados se pudo observar que la longitud de
los microsatélites (CAG), (GGC), y (TTTA), se asociaba con las concentraciones de
resistina en los varones. Sin embargo no se pudieron confirmar las asociaciones entre
la longitud de los microsatélites (CAG), y (TTTA), con el péptido C e indice HOMA2-IR.

En las mujeres, al contrario que en los varones, no se observo una relacion
clara entre la longitud de estos microsatélites y las distintas variables relacionadas con
la RI. Ello podria deberse a las diferencias entre sexos en las concentraciones, funcion
y metabolismo de hormonas sexuales esteroideas (particularmente de los
androgenos). Otra posible explicacion podria ser la desviaciéon de los resultados hacia
la nulidad en las mujeres, debida al empleo en el analisis del valor medio de los dos
alelos (al estar situado el gen AR en el cromosoma X los varones poseen un unico

alelo para (CAG), y (GGC), mientras que las mujeres poseen dos).

Los resultados de este estudio difieren de los hallados por Zitzmann y cols.*
quienes observaron una correlacion directa entre la longitud de las repeticiones (CAG),

y las concentraciones de insulina en varones.”® Aunque también nosotros hallamos
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una correlacion entre la longitud de los microsatélites (CAG), y (TTTA), y el péptido C

en varones, esta resulté ser inversa, y no directa.

En cuanto al microsatélite (GGC), Rodriguez y cols."? en un trabajo realizado
en poblacién canaria, observaron una correlacion inversa entre la longitud de este
microsatélite y la concentracion de insulina e indice HOMA en varones. En este
estudio no pudimos observar una correlacion equivalente para el microsatélite (GGC),,
no obstante los microsatélites (CAG), y (TTTA), si mostraron una correlacion negativa
con la concentracién de péptido C y el indice HOMAZ2IR en los varones. La longitud del
microsatélite (GGC), se correlaciond negativamente con la concentracion de resistina

en varones, aproximandose a la significacion estadistica en las mujeres.

Contrariamente a lo observado en sus trabajos por Zitzman y cols.”® y

Stanworth y cols.'®

no hemos hallado ninguna relacién entre el numero de
repeticiones (CAG), y las concentraciones de leptina. Las discrepancias entre los
resultados de estos estudios podrian deberse a diferencias en las caracteristicas de la

poblacion estudiada, sexo, etc.

Con respecto a la relacion observada entre la longitud de los microsatélites y la
concentracion de resistina, cabe sefialar que los resultados de algunos estudios
llevados a cabo en roedores indican que los andrégenos podrian ser capaces de
regular la expresion de resistina en el tejido adiposo. Ling y cols.’® hallaron un
incremento de la expresién de la resistina en ratones con elevadas concentraciones de
andrégenos. También Nogueiras y cols.** observaron un descenso en los niveles de

ARNmM de la resistina en ratones orquidectomizados.

A su vez Munir y cols.* encontraron que la resistina es capaz de aumentarla
produccién de andrégenos por el ovario humano, mientras que Nogueiras y cols.'®
observaron que esta citoquina puede incrementar la secrecién de testosterona en el
testiculo de rata. En mujeres con el sindrome de ovario poliquistico también se ha
hallado una correlacién directa entre la concentracion de testosterona y la de resistina

sérica. >
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Todo ello ha llevado a Nogueiras y cols.'® a sugerir que andrégenos y resistina
podrian regularse mutuamente, y que la resistina podria ser el nexo entre la Rl y los

androgenos.

El hecho de que la asociacion entre los microsatélites (CAG), y (TTTA), con el
péptido C e indice HOMA2-IR desaparezca al introducir en los modelos de regresion la
concentracién de resistina como variable explicatoria, podria indicar que dicha

asociacion esta mediada por esta citoquina.

Nuestros resultados, por tanto, apoyan las observaciones de otros estudios
que indican que los andrégenos son capaces de regular las concentraciones de
resistina. Asimismo respaldan la hipétesis de Nogueiras y cols.'® de que la resistina

podria ser el nexo entre andrégenos y resistencia a insulina.

Un aspecto muy importante a tener en cuenta sobre la resistina es su elevada
heredabilidad. Un estudio realizado en baduinos'® y otros dos estudios en
humanos'”'®® han sefialado que el background genético tiene una gran influencia en
los niveles de esta citoquina. Se ha estimado que la contribucion de los factores
hereditarios a la variacion de los niveles de resistina podria estar en torno al 70% en

humanos.

Segun los estudios realizados por Menzaghi y cols.'” los niveles de resistina
podrian estar regulados no solo por genes relacionados con las vias de resistencia a la
insulina, sino otros genes ajenos a la misma. Dada la aparente relacion existente entre
andrégenos y resistina, es posible que variaciones en genes directamente
relacionados con la actividad y el metabolismo de las hormonas sexuales, como es el
caso de estos microsatélites polimorficos, pudieran tener influencia sobre las

concentraciones de la misma.

Estudios previos indican que la longitud del microsatélite (CAG), tiene
influencia sobre la actividad transactivadora del AR 2% disminuyendo a medida que

aumenta el numero de repeticiones del mismo.
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La longitud del microsatélite (GGC), también podria mostrar una correlacion
inversa con la concentraciéon de proteina AR.'® Ademas se ha encontrado una
asociacion directa entre la longitud de este microsatélite y el riesgo de desarrollar

criptorquidismo, condicién que ha sido relacionada con una baja androgenicidad."

Con respecto al microsatélite (TTTA), se ha observado una mayor actividad de
la aromatasa en fibroblastos de individuos portadores de alelos con alto nimero de

repeticiones.”’

La asociacion de estos polimorfismos con la resistina es compleja de
interpretar, pues mientras los microsatélites (CAG), y (TTTA), se asocian a ella de
manera directa, (GGC), lo hace de forma inversa. El hecho de que varones menores
concentraciones del receptor AR (debida a repeticiones cortas del microsatélite
(GGC),) o una menor actividad de la enzima aromatasa (debida a repeticiones largas
del microsatélite (TTTA),) presenten mayores concentraciones de resistina, parece
estar en consonancia las observaciones de estudios previos que relacionan altas

concentraciones de andrégenos con elevados niveles de resistina.*****

Sin embargo la observacién de que los varones con una reducida actividad del
receptor de andrégenos (dada por un alto numero de repeticiones en el microsatélite
(CAG), ) presenten mayores niveles de resistina parece contradecir las observaciones
de estos mismos estudios. No obstante, cabe la posibilidad de en un mismo individuo

coexistan altas concentraciones de andrégenos con un AR de actividad reducida.

Dos estudios realizados por Crabbe y cols. % y Walsh y cols."" hallaron que la
longitud de (CAG), estaba positivamente asociada con la testosterona libre en
varones. También nosotros hemos observado una asociacion positiva entre la longitud
del microsatélite (CAG), y la concentracién de testosterona total en los varones. En

otros estudios, sin embargo no se ha hallado dicha asociacién,"'*'"?

e incluso trabajos
como los de Westberg y cols."* y Brum y cols.” describen una relacion inversa entre
el niumero de repeticiones del microsatélite (CAG), y la concentracién sérica de

andrégenos en mujeres.
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Por analogia con otros procesos fisiologicos cabria la posibilidad de que una
menor actividad del AR pudiera generar cierto estado de resistencia a los andrégenos,
lo cual explicaria la mayor concentracion de los mismos. En este sentido se ha
observado una marcada elevacién de los niveles de testosterona al administrar
antagonistas del AR,""® y una reduccién de la produccién de andrégenos endégenos

después de la administracién de andrégenos exégenos.''®

Aunque nuestros resultados parecen indicar la existencia de una relacion entre
la longitud de estos microsatélites y la Rl en los varones mediada por la resistina, las
asociaciones aqui encontradas resultan dificiles de interpretar, dado que todavia no se
han establecido firmemente las relaciones entre andrégenos, resistina y resistencia a
la insulina, ni tampoco entre la longitud de estos microsatélites y las concentraciones

séricas de androgenos.

En resumen: en este estudio hemos observado que el nimero de repeticiones
de los microsatélites (CAG), del gen receptor de andrégenos y (TTTA), de la enzima
aromatasa, se asocia directamente con la concentracién de resistina sérica en
varones, mientras que la del microsatélite (GGC), lo hace de manera inversa. A su
vez hemos hallado que la longitud del microsatélite (CAG), se asocia positivamente

con los niveles de testosterona en los varones.

Estos resultados apoyan los resultados de otros trabajos que indican la
existencia de una relacion entre la resistina y los andrégenos, vy refuerzan la hipotesis

de que la resistina podria ser un nexo entre andrégenos y resistencia a insulina.
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V. CONCLUSIONES

Los estudios llevados a cabo sobre los microsatélites polimérficos situados en los
genes AR, CYP19, E2F4, EGFR y NOTCH4 descritos en esta memoria nos permite

concluir:

1. Las distribuciones de frecuencias alélicas observadas entre las participantes de
este estudio para los microsatélites (CAG), y (GGC), del gen receptor de
androgenos y (TTTA), de la enzima aromatasa fueron similares a las halladas en

otras poblaciones caucasicas.

2. Las mujeres portadoras de alelos con una longitud media superior a las 22
repeticiones para el microsatélite (CAG), del receptor de andrégenos presentan
mayor riesgo de padecer cancer de mama que aquellas con una longitud igual o

inferior a este numero de repeticiones.

3. La longitud de los microsatélites (GGC), del receptor de andrégenos y (TTTA), de
la enzima aromatasa, no se asocio con el cancer de mama cuando la longitud de

ambos microsatélites fue considerada de manera independiente.

4. Las mujeres que presentan una combinacion larga para la longitud media de los tres
microsatélites (CAG >22 repeticiones, GGC >=17 repeticiones y TTTA > 7
repeticiones) presentan mayor riesgo de padecer cancer de mama que aquellas
con la combinacion mas corta (CAG<=22, GGC<17 y TTTA<=7 repeticiones).
Estas observaciones apoyan la hipotesis del papel protector que los andrégenos

juegan en el desarrollo del cancer de mama.

5. Hemos hallado nuevos alelos para el microsatélite (AGC), situado en el gen E2F4.
Confirmamos por tanto que se trata de un microsatélite polimérfico, aunque la

mayoria de sus alelos presentan una baja frecuencia en la poblacion.
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6. La distribucion de frecuencias alélicas observadas para los microsatélites (CA), de

EGFR Yy (CTG)n de NOTCH4 son similares a la observadas en otras poblaciones.

7. No encontramos asociacion entre la longitud de los microsatélites (CA), de EGFR y
(CTG), de NOTCH4 y el cancer de mama.

8. La longitud de los microsatélites (CAG),, y (TTTA), del receptor de andrégenos y la
enzima aromatasa se asocia de manera directa con la concentracion de resistina
sérica en varones, mientras que el microsatélite (GGC)n del receptor de
androgenos lo hace de manera inversa. Estos resultados apoyan la existencia de
una relacién entre la resistina y los androégenos, y refuerzan la hipétesis de que la

resistina podria ser un nexo entre los andrégenos y la resistencia a insulina.

9. La longitud del microsatélite (CAG), se asocia de manera directa a la concentracion

de testosterona sérica en los varones.
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