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Resumen

Objetivos: Los inhibidores de la aromatasa (AD) son terapias endocrinas adyuvantes eficaces para pacien-
tes con cancer de mama, aunque se han asociado a un mayor riesgo de fractura osteoporética. Previamente
se ha demostrado una pérdida en el Trabecular Bone Score (TBS) que puede variar entre las pacientes tra-
tadas con IA. El estudio pretendié identificar la base genética asociada al cambio en el TBS mediante el
estudio de genes de la via esteroidogénica.

Material y métodos: La cohorte B-ABLE estudia de forma prospectiva a mujeres postmenopausicas con
cancer de mama en tratamiento con IA. Se calcul6 el TBS a partir de los datos adquiridos en la densito-
metria mediante absorciometria radiolégica dual (DXA) realizada al inicio y al final del tratamiento con
IA. El cambio relativo del TBS se calculé como la variacion porcentual del valor de TBS al final de trata-
miento respecto al TBS basal. Para estudiar la posible asociacién genética se genotiparon los polimorfis-
mos de cambio de un nucledtido (SNPs) en los genes CYP11A1, CYP17A1, HDE3B2, HDE17B3,
CYP19A1, CYP2C19, CYP2C9, ESR1, GC, CYP27B1, VDR y CYP24A1. Se estudié mediante regresion line-
al multiple la posible relacion entre genes y cambios en TBS contemplando los modelos de herencia
genética dominante, recesivo y aditivo.

Resultados: Se incluyeron en el estudio un total de 212 mujeres no tratadas con bisfosfonatos en las que
pudo calcularse el TBS. La mitad de las pacientes habian recibido tratamiento previo con tamoxifeno. El
porcentaje de cambio intra-individual del TBS fue del -0,04% [IC del 95%: -0,05 a -0,03; p<0,001] al final
de tratamiento con IA. El SNP rs6013897 en el gen CYP24A1 mostré una asociacion significativa con la
reduccion del TBS [p=0,03565; coeficiente (IC del 95%) = -1,55 (-2,98 a -0,11)].

Conclusiones: El gen CYP24A1 podria estar implicado en la variabilidad fenotipica encontrada en el dete-
rioro de la microarquitectura 6sea durante el tratamiento con TA.

Palabras clave: inhibidores de la aromatasa, cancer de mama, TBS, estudio de asociacion genética.
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Study of the genetic basis of Trabecular Bone Score reduction related to
aromatase inhibitors

Summary

Objectives: Aromatase inhibitors (AD are effective adjuvant endocrine therapies for breast cancer patients,
although they have been associated with an increased risk of osteoporotic fracture. Trabecular Bone Score
(TBS) loss has been previously demonstrated, although it may vary among Al-treated patients. This study
aims to identify the genetic basis associated with TBS change by studying steroidogenic pathway genes.
Material and methods: The B-ABLE cohort studies prospectively postmenopausal women with breast can-
cer under treatment with AL TBS is calculated from the raw data acquired in dual-energy x-ray absorptio-
metry (DXA) scan at the outset of the study and at the end of Al-treatment. The relative TBS change was
calculated as the percentage variation of the TBS value at the end of treatment from baseline. To study the
possible genetic association, nucleotide polymorphisms (SNPs) were genotyped in genes CYPI1A1,
CYP17A1, HDE3B2, HDE17B3, CYP19A1, CYP2C19, CYP2C9, ESR1, GC, CYP27B1, VDR and CYP24A1. The
possible relationship between genes and TBS changes was studied by multiple linear regression, conside-
ring models of dominant, recessive and additive genetic inheritance.

Results: The study included 212 women that had not been treated with bisphosphonates and had availa-
ble TBS data. Half of the patients had been treated previously with tamoxifen. The percentage of intra-
individual TBS change was -0.04% [95% CI: -0.05 to -0.03; p<0.001] at the end of Al treatment. The SNP
rs6013897 in the gene CYP24A1 showed a significant association with TBS reduction [p=0.03565; coeffi-
cient B (95% CD = -1.55 (-2.98 to -0.1D)].

Conclusions: The CYP24A1 gene could be involved in the phenotypic variability found in bone microar-

chitecture deterioration during Al treatment.

Key words: aromatase inbibitors, breast cancer, TBS, genetic association study.

Introduccién
Es bien sabido que los inhibidores de la aromatasa
(IA) son terapias endocrinas adyuvantes efectivas
para pacientes con ciancer de mama con receptores
hormonales positivos. En general, estas pacientes tie-
nen un buen pronéstico, con una tasa de superviven-
cia general superior al 80%'2 Sin embargo, estas tera-
pias se han asociado con efectos secundarios que
pueden afectar la calidad de vida, tales como la pér-
dida de masa 6sea y el aumento de la fractura oste-
opordtica’. Las guias clinicas para el tratamiento de la
pérdida 6sea relacionada con los TA (POrIA) reco-
miendan un control estricto de la densidad mineral
osea (DMO) y otros factores de riesgo para evaluar la
necesidad de tratamiento con terapias antirresortivas'.
Se ha propuesto al Trabecular Bone Score (TBS)
como una herramienta para la evaluacion esqueléti-
ca, complementaria a la DMO convencional, que ha
demostrado ser clinicamente Util para la prediccion
del riesgo de fractura’. El TBS es una medida no
invasiva de la microarquitectura 6sea extraida de la
densitometria 6sea mediante absorciometria radiol6-
gica dual (DXA) de columna lumbar. De manera
interesante la mayoria de los individuos con una
fractura por fragilidad tienen una DMO en el rango
osteopénico o incluso normal, lo que indica la
importancia de la calidad del hueso en el riesgo de
fractura®. Los valores altos de TBS indican una mejor
microarquitectura, mientras que los valores mas
bajos reflejan una calidad 6sea deficiente con una
mayor susceptibilidad a la fractura’. Respecto al tra-
tamiento del cancer de mama con IA, se ha demos-
trado que el TBS podria estar afectado con una
reduccion significativa de la microarquitectura, com-
parable a la pérdida de DMO?®.

La cohorte B-ABLE es una cohorte clinica pros-
pectiva de mujeres postmenopdusicas con cancer
de mama en etapa inicial que reciben IA® en la
que se ha comunicado una asociacion entre poli-
morfismos del gen CYP11A1 y la pérdida de masa
Osea después de 2 anos de tratamiento con IA", lo
que demuestra que la variabilidad en el POrIA
observada entre pacientes podria estar, en parte,
genéticamente determinada.

Como ocurre con la POrIA, también se ha obser-
vado una gran variabilidad en los cambios del TBS
entre las pacientes tratadas con IA® lo que hace
suponer que también podria existir una base genéti-
ca en la respuesta a los IA. Hasta la fecha, no se ha
realizado ninglin estudio genético sobre la pérdida
de TBS en pacientes tratadas con IA, por lo que atn
no se sabe si dicho parimetro también estd determi-
nado genéticamente. El objetivo de este estudio fue
determinar la base genética de esta variabilidad en la
cohorte B-ABLE mediante el genotipado de varian-
tes genéticas en genes de la via esteroidogénica.

Material y métodos

Participantes

Desde diciembre de 2005 hasta febrero de 2013 se
reclutaron consecutivamente mujeres postmeno-
pausicas caucasicas diagnosticadas con cancer de
mama temprano, positivo para receptores hormo-
nales y candidatas para el tratamiento con Al
(cohorte B-ABLE). El estado postmenopausico se
defini6 como pacientes de edad >55 afos con
amenorrea durante mas de 12 meses, o aquellas de
<55 anos con niveles de hormona luteinizante >30
mUI/ml o valores de la hormona foliculo estimu-
lante >40 mUI/ml. Se excluyeron aquellas mujeres



con un historial de enfermedad 6sea, artritis reu-
matoide, enfermedades metabdlicas o endocrinas,
diagnostico previo de osteomalacia o Paget, trata-
miento concurrente o previo con bisfosfonatos,
glucocorticoides orales, o cualquier otro farmaco
con actividad 6sea excepto el tamoxifeno.

Aprobacion ética

El protocolo de estudio fue aprobado por el Comité
de Ftica del Parque de Salud Mar (2013/5283/D), y
se obtuvo el consentimiento informado por escrito
de todos los participantes después de haber leido
la hoja de informacion del estudio y haber respon-
dido a todas las preguntas.

Disefio del estudio e intervenciones
B-ABLE es un estudio de cohorte clinico prospecti-
vo, no seleccionado, llevado a cabo en la Unidad de
Cancer de Mama y la Unidad de Metabolismo Oseo
del Hospital del Mar (Barcelona, Espana). Los parti-
cipantes fueron tratados con IA (letrozol, exemesta-
no o anastrozol) segin las recomendaciones de la
Sociedad Americana de Oncologia Clinica': 5 anos
de IA comenzando dentro de las 6 semanas poste-
riores a la cirugia 6 1 mes después del ultimo ciclo
de quimioterapia o alternativamente, cambiando a
un IA después de tomar tamoxifeno durante 2 a 3
anos, para completar 5 anos de terapia hormonal.
Todas las participantes fueron suplementadas
con tabletas de calcio y 25(OH) vitamina D3 (1.000
mg y 800 Ul por dia, respectivamente), y aquellos
con deficiencia de vitamina D (<30 ng/ml recibie-
ron una dosis adicional de 16.000 UI de calcifediol
(HIDROFEROL® FAES FARMA) cada 2 semanas.

Variables y medidas

Trabecular Bone Score

Las mediciones de TBS en la columna vertebral se
realizaron utilizando el programa TBS instalado en el
densitometro (TBS iNsight® v2.1, Med-Imaps, Pessac,
Francia). El TBS se calcula sobre la base de los datos
brutos adquiridos mediante DXA, evaluando las mis-
mas regiones utilizadas para el estudio de la DMO de
columna lumbar y sin administracion adicional de
radiacion ionizante al paciente. Los datos de TBS se
obtuvieron al inicio y al final de tratamiento con IA.
Otras medidas

Se registr6 informacién de variables clinicas en el
momento de la inclusion, incluida la edad de
reclutamiento, la edad de la menarquia y la meno-
pausia, el nimero de hijos, la lactancia, quimiote-
rapia y radioterapia previas, los tratamientos adyu-
vantes, el peso, la talla y los niveles plasmaticos
de 25(OH) vitamina D.

Seleccion de genes candidatos

Para el estudio de asociacion genética se selecciona-
ron genes que codifican los factores clave en la sin-
tesis y respuesta de los estrogenos y de la vitamina D
(Figura 1). Se seleccionaron ocho genes candidatos
en el caso del estr6geno: CYP11A1, CYP17A1,
HDE3B2, HDE17B3, CYP1941, CYP2C19, CYP2C9'y
ESR1 y cuatro genes de la vitamina D: GC, CYP27B1,
VDR 'y CYP24A1.
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Seleccion de polirmorfismos de cambio de un
nucleétido (SNPs)

Los SNPs se seleccionaron sobre la base de los
siguientes criterios: 1) frecuencia del alelo mino-
ritario (MAF) >0,05; 2) tag-SNPs segln el proyec-
to HapMap en la poblaciéon de CEU (Residentes
de Utah con ascendencia europea del norte y
occidental, provenientes de la coleccion CEPH);
3) polimorfismos funcionales putativos; y 4) aso-
ciacion previa con otros fenotipos musculoesque-
léticos: concentraciones plasmaticas de 25(OH)
vitamina D", DMO"“* y artralgia relacionada con
los TAY.

Extraccion de ADN genémico y genotipado de
los polimorfismos

La extraccion de ADN de sangre periférica se reali-
z6 en las instalaciones de genémica LGC. El geno-
tipado de los polimorfismos se llevé a cabo utili-
zando los sistemas de genotipado KASPar v4.0 en
las instalaciones genémicas de LGC. Para garantizar
la calidad del genotipado, también se genotip6 una
muestra aleatoria (5% del nimero total de mues-
tras) en una placa de control separada. Hubo una
concordancia del 100% entre estos resultados.

Analisis estadistico

El cambio relativo del TBS se calculé6 como el
cambio porcentual del valor de TBS al final de tra-
tamiento respecto al valor del TBS basal. Los cam-
bios de TBS intra-individual se evaluaron usando
la prueba t de Student para muestras pareadas.

Para evaluar la asociacion entre los SNPs estu-
diados y el cambio de TBS, se utilizaron regresio-
nes multivariables lineales (modelos log-aditivos,
dominantes y recesivos). Los modelos se ajustaron
por edad, indice de masa corporal (IMC) y trata-
miento previo con tamoxifeno. Se comprobé la
colinealidad, la interaccién y la tendencia lineal de
las covariables. También se evalué el posible fac-
tor de confusion para las concentraciones basales
y finales de 25(OH) vitamina D. Para minimizar el
error debido a multiples pruebas, se usé la correc-
cion de False Discovery Rate (FDR)™, aceptando
todas las predicciones con p<0,05 como significa-
tivo.

Todos los analisis fueron de dos colas. Los andlisis
estadisticos se realizaron utilizando R para Windows
version 3.3.3 (paquetes: foreign, car, compareGroups,
SNPassoc, y multtest).

Resultados
Caracteristicas basales de las pacientes y eva-
luacion del TBS
Se incluyeron un total de 212 mujeres en la cohor-
te B-ABLE con valores de TBS y que no habian
seguido tratamiento con bisfosfonatos. La mitad
de las pacientes habian recibido tratamiento pre-
vio con tamoxifeno. Las caracteristicas clinicas ini-
ciales de las participantes del estudio se muestran
en la tabla 1.

El porcentaje del cambio acumulado intra-indi-
vidual del TBS fue del -0,04% [IC del 95%: -0,05 a
-0,03; p<0,001] al final del tratamiento con IA.
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Figura 1. Diagrama de los metabolitos y enzimas de la via esteroidogénica. Los genes seleccionados para el
analisis de asociacion estan marcados en negrita dentro de una caja gris
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Tabla 1. Caracteristicas de las pacientes de la cohorte B-ABLE
Variables N=212
Edad (media + DE) 59,7+8,39
IMC (media + DE) 2924519

Tratamiento previo con TAM (n (%)) 118 (55,7%)

Valor absoluto del TBS basal (media + DE) 1,22+0,13
Valor absoluto del TBS al final del tratamiento (media + DE) 1,18+0,12
Porcentaje de cambio relativo de TBS desde el inicio al final -2.95+5.93

del tratamiento (media + DE)

IMC: indice de masa corporal; DE: desviacion estindar; TAM: tamoxifeno; TBS: Trabecular Bone Score.

Asociacion genética con el cambio de TBS

En la tabla 2 se exponen la frecuencia del alelo
minoritario (MAF) y el valor p del equilibrio de
Hardy-Weinberg (HWE) para cada SNP genotipa-
do en la cohorte B-ABLE. El SNP rs6013897 mos-
tré una asociacion nominalmente significativa con

la reduccién del TBS debida a los IA (Tabla 3). El
genotipo AA de este SNP estd asociado a mayor
pérdida de TBS (media: -5,32; DE: +6,15) respecto
el genotipo TT (media: -2,20; DE: +6,27). Estos
resultados no varian tras ajustar por los niveles de
vitamina D tanto basales como finales.
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Tabla 2. Caracteristicas de los SNPs genotipados

* » Eficiencia del
Locus ID SNP Alelos (R/A) MAF (*) HWE Valor p (*) genotipado (%)

rs1062033 C/G 0,45 (&) 0,67 96,70

CYP19A41
154775936 C/T 0,48 (D 1,00 95,28
rs4919687 G/A 0,28 A) 0,06 96,23

CYP17A1
1s6163 C/A 044 | A 0,16 97,17
1rs4077581 T/C 0,38 © 0,07 96,23
CYP11A1 r$900798 G/T 0,41 @y) 0,06 96,23
1511632698 G/A 0,49 A 0,32 94,81
152854904 A/T 0,37 (D 0,65 96,70

HDE3B2
13765948 T/C 0,15 © 0,43 97,64
rs408876 G/A 0,15 ) 0,18 96,70
HDE17B3 152066474 A/G 0,19 (©)] 0,37 97,17
152183009 A/G 0,36 (&) 0,36 97,17
rs12248560 C/T 0,22 (D 1,00 97,17
CYP2C19 153758581 G/A 0,06 ) 0,00 94,81
rs4244285 G/A 0,13 A 0,76 96,23
CYP2C9 1528371674 C/T 0,16 (D 0,60 96,23
ESR1 rs2504063 G/A 0,44 A) 0,48 95,28
rs10877012 G/T 0,24 @)) 0,83 78,30

CYP27Bl1
rs4646536 A/G 0,26 (©)] 0,69 79,25
GC 13755967 C/T 0,33 (D 1,00 94,81
6013897 T/A 0,21 A 0,68 95,28
CYP24A1 rs11907350 G/A 0,04 ) 0,05 97,17
154809957 A/G 0,25 (&) 1,00 96,23
1s2544037 A/G 0,43 (&) 0,32 96,7
rs11568820 c/T 0,25 (@y) 0,57 94,81

VDR

151544410 G/A 0,33 A 0,34 96,23
117879735 C/A 0,44 A) 1,00 95,75

R: alelo de referencia; A: alelo alternativo; MAF: frecuencia del alelo minoritario; HWE: equilibrio de Hardy-
Weinberg, *(en la cohorte B-ABLE).

Tabla 3. SNP asociado con el cambio de TBS en un anilisis de regresion lineal ajustado

Locus SNP ID Genotipos n B coeficiente (95% CD)* P valor
T/T 121 ref.
CYP24A1 156013897 T/A 63 0,03565

-1,55 (-2,98 a -0,11)

A/A 8

* ajustado por edad, indice de masa corporal y tratamiento previo con tamoxifeno; n: nimero de pacientes;
ref: valor de referencia.
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Discusion

Los resultados de este estudio en el que se geno-
tiparon variantes genéticas en genes que partici-
pan en las vias de respuesta hormonal de estroge-
nos y vitamina D demuestran que un SNP ubica-
do downstream del gen CYP24A1 se asocia signi-
ficativamente con el cambio del TBS al final de
tratamiento con IA. Este mismo SNP se ha asocia-
do recientemente con la DMO de cadera total
donde el alelo A estaba asociado a menores nive-
les de DMOY.

El gen CYP24A1 codifica la proteina mitocon-
drial que inicia la degradacién de la 1,25-dihidro-
xivitamina D3, la forma fisiol6gicamente activa de
la vitamina D3. Cataliza la 24-hidroxilacion depen-
diente de NADPH del calcidiol (25-hidroxivitami-
na D3) y del calcitriol (1-alfa, 25-dihidroxivitamina
D3). La enzima puede realizar hasta 6 rondas de
hidroxilacién del calcitriol que conduce al acido
calcitroico. También muestra actividad de 23-
hidroxilacion que produce 1-alfa, 25-dihidroxivita-
mina D3-26,23-lactona como producto final. En la
regulacion del nivel de vitamina D3, esta enzima
juega un papel en la homeostasis del calcio y en
el sistema endocrino de la vitamina D. Esta enzi-
ma se expresa en varios tejidos principalmente en
la corteza suprarrenal y la vejiga segin el portal
GTEX.

El SNP 156013897 esta asociado con los niveles
séricos de 25(OH) vitamina D por lo que un
posible mecanismo para el efecto del rs6013897
en el TBS podria ser a través de los cambios de
25(OH) vitamina D séricos; por lo tanto, los nive-
les de 25(OH) vitamina D se incluyeron posterior-
mente como covariables en la regresion lineal.
Tras el ajuste por vitamina D no vari6 la asocia-
cion del SNP, lo que demuestra que el efecto del
SNP sobre el cambio de TBS es independiente de
los niveles séricos de vitamina D. Esto puede
implicar que la accion del CYP24A1 puede ser
mas a nivel local del tejido 6seo.

Este es el primer estudio que encuentra una
asociacion entre el CYP24A1 y la reduccion del
TBS debida al tratamiento con IA, lo que pone de
manifiesto el papel importante que juega la vitami-
na D en la prevencion del deterioro 6seo. De
manera interesante cabe destacar que en el caso de
la POrIA se encontré una asociacion significativa
con el gen CYP11A1"°, mientras que en el caso de
la pérdida de TBS el gen asociado es el CYP24A1.
Estos datos sugieren que tanto la pérdida de masa
Osea como la pérdida de TBS relacionadas con los
IA estin determinadas genéticamente, aunque los
genes implicados en los dos fenotipos 6seos son
diferentes. De todas maneras, estos dos genes per-
tenecen a la misma via metabodlica, lo que resalta la
importancia de la vitamina D en la modulacion de
los efectos adversos de los 1A en el tejido 6seo. Esto
da mas peso al hecho de suplementar a las pacien-
tes con vitamina D, tal y como se esta llevando a
cabo en la cohorte B-ABLE.

Una limitaciéon del presente estudio es el
nimero de pacientes finalmente incluidos en este
analisis especifico de nuestra cohorte, que no per-

mitié la deteccion de efectos alélicos sutiles. Sin
embargo, hasta donde sabemos, esta es la cohor-
te mas grande disponible hasta la fecha para los
estudios genéticos de TBS en mujeres tratadas con
IA. Ademas, el ser un estudio poblacional con
datos obtenidos de la practica clinica habitual le da
fortaleza a los resultados observados. Finalmente,
el hecho de trabajar con genes candidatos que pre-
viamente han sido asociados con fenotipos Gseos
o niveles hormonales facilita el encuentro de aso-
ciaciones fiables y reduce el nimero de SNPs del
estudio.

En conclusion, se encontrd una asociacion entre
el SNP 1s6013897 cerca del gen CYP24A1, previa-
mente asociado a los niveles 25(OH) vitamina D
séricos, y el deterioro de la microarquitectura 6sea
relacionada con el tratamiento con IA, medido a
través del TBS.
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