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EFECTO DE LOS POLIMORFISMOS GSTT1,
GSTM1 Y CYP2E1 EN LA SUSCEPTIBILIDAD
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RESUMEN

Segun estadisticas reportadas por la Organizacion Mundial de la Salud, el cancer de pulmon es la principal causa de
muerte por cdncer en el mundo y su rata de sobrevivencia a 5 afios es tan solo del 10 al 15%. Estudios epidemiolégicos
han identificado la exposicion al humo de cigarrillo como el principal factor de riesgo para desarrollar esta patologia;
con un mayor riesgo en fumadores pesados (>15 afios de consumo). Sin embargo, las caracteristicas genéticas varian en
las poblaciones humanas, y en consecuencia, podrian jugar un papel crucial en la etiologia de la enfermedad. Con el
objetivo de identificar posibles factores de riesgo a nivel genético que pudieran incrementar la susceptibilidad a desa-
rrollar cancer pulmonar, se determiné la incidencia de los polimorfismos en los genes GSTMI1, GSTT1 y CYP2E]
involucrados en el metabolismo de varios carcindgenos del cigarrillo. Para esto se reclutaron 38 casos con cdncer de
pulmon y 92 controles sanos, durante el periodo comprendido entre Abril de 2002 a Octubre de 2004. A cada sujeto se le
tomo una muestra de sangre (20 cc) para extraer ADN y realizar la caracterizacion de los polimorfismos mediante la
prueba de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). En el andlisis de riesgo para cdncer segun el genotipo, solo el
polimorfismo GSTT! nulo estuvo asociado con un incremento significativo en el riesgo de cancer. El presente estudio
confirma la importancia de conducir estudios de epidemiologia molecular para establecer el papel de ciertos polimorfismos
genéticos en la etiologia del cancer de pulmon. Asi mismo, muestra por primera vez el papel de los genes GSTT1 como
factor de riesgo genético para el desarrollo del cancer de pulmon en Colombia.
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INTRODUCCION

El cancer de pulmon es uno de las patologias de mayor
mortalidad y morbilidad en el mundo, causando aproxi-
madamente 1 millén de muertes anuales. En Colombia,
las neoplasias malignas ocasionan alrededor del 14% del
total de muertes, y el cancer pulmonar ocupa el segundo
lugar en incidencia después del cancer géstrico.(1) El
consumo de cigarrillo es el principal factor de riesgo para
cancer de pulmén, causando aproximadamente del 80 al
90% de los nuevos casos.2 Sin embargo, tan solo un 10-
20% de los fumadores desarrollan esta patologia, sugi-
riendo que existen variaciones interindividuales en la sen-
sibilidad a carcinégenos ambientales dadas por diferen-
cias en el metabolismo, el sistema inmune, la reparaciéon
de dafios al ADN, entre otros. Lo anterior podria explicar
las discrepancias en estudios citogenéticos respecto a
la asociacion entre el consumo de cigarrillo y el incre-
mento en la frecuencia de aberraciones cromosémicas
en diferentes poblaciones.(3-6)

La biotransformacion es un proceso que facilita la
detoxificacion y eliminacién de sustancias potencialmente
téxicas generadas durante el metabolismo o que ingresan al
organismo en forma de drogas o quimicos. La gran mayoria
de estos compuestos son agentes indirectos, es decir que
requieren activacién metabolica de enzimas de la fase I, prin-
cipalmente de la familia citocromo P450, para su transforma-
cién a metabolitos electrofilicos, capaces de reaccionar con
el ADN y causar mutaciones. Las enzimas de la fase IT o de
detoxificacién, principalmente glutation-S-transferasas,
catalizan la conjugacion de metabolitos reactivos con molé-
culas hidrofilicas de carga negativa para su eliminacién por
procesos de excreci6n.(7) Por lo tanto, es razonable pensar
que la eficiencia en el funcionamiento de estas enzimas de-
terminara la concentracién de metabolitos reactivos que cir-
culan en el organismo. Estudios mecanisticos han encontra-
do que la expresion de algunas de estas enzimas esta sujeta
a variaciones en la poblacién humana debido a polimorfismos
en los genes que las codifican, y que pueden ser las respon-
sables de la susceptibilidad individual a desarrollar enferme-
dades ambientales como €l cancer.(8-10)

Las enzimas metabdlicas GSTM1 y GSTT1 se expresan
en el tejido pulmonar y estdn implicadas en la
detoxificacién de varios compuestos carcindgenos in-
cluyendo benzo[a]pireno diol-epéxido, aflatoxin-2,3-
epoxido y sulfatos reactivos.(11,12) Los genes que co-

difican estas enzimas presentan polimorfismos y sus
frecuencias varian ampliamente en la poblacién huma-
na dependiendo de su ubicacion geografica.(13,14) Se
ha determinado que los polimorfismos ausentes (o nu-
los) de los genes GSTM1 y GSTT1 estan presentes en
el 50% y 30% de la poblacién Caucasica, respectiva-
mente.(15-17) Varios estudios ban encontrado un papel
significativo de ambos polimorfismos en la susceptibi-
lidad a desarrollar cancer.(18,19).

La enzima CYP2E!1 cataliza la oxidacion de varios
procarcindgenos de bajo peso molecular incluyendo
benceno y N-nitrosaminas, para causar dafio al material
genético.(20) Se han identificado diferentes polimor-
fismos en el gen CYP2E1.(10, 21 YUno de ellos incluye
dos sustituciones de bases en la region promotora del
gen, las cuales estan en desequilibrio genético.(21) Este
juego de alelos mutantes (sitios de restriccion Pstl y
Rsal) han sido asociados con una regulacion alterada
de la transcripcién y con un incremento en la expresion
del gen.(21) Se han reportado diferencias en la frecuen-
cia de estos alelos en diferentes poblaciones humanas
y en su asociacién con el riesgo a cancer. (22-24).

El objetivo de este estudio caso-control fue establecer
si los polimorfismos en los genes del metabolismo
GSTT1, GSTM1 y CYP2E1 son factores de riesgo para
el desarrollo de céncer de pulmoén en una poblacion del
departamento del Cauca, Colombia.

MATERIALES Y METODOS

Poblacién de estudio y muestreo

Los pacientes diagnosticados patolégicamente con céncer
pulmonar fueron reclutados secuencialmente en el Hospital
Susana Lopez de Valencia de la ciudad de Popayan, Colom-
bia. El protocolo del estudio, los criterios de inclusién y las
formas de consentimiento, fueron aprobados por el Comité
de Etica de la Universidad del Cauca. Los individuos que
aceptaron su participacion en el estudio fueron entrevista-
dos usando un cuestionario para evaluar su historia de expo-
sicién a carcinégenos ambientales y estado de salud. Se es-
tableci6 la variable cajetillas-afio como un indicador de la
dosis acumulativa de exposicion al cigarrillo, definida como
el nimero de cajetillas (o su fraccion) consumidas diariamen-
te multiplicado por el nimero de afios de consumo.(25) Nin-
guno de los pacientes recibi6 radio o quimioterapia en el
momento de su participacién en el estudio. Para los analisis
moleculares se colectaron 20 cc de sangre periférica en tubos
vacutainer y se aislo ADN de linfocitos usando un kit comer-
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cial (Qiagen, USA). Se recluté un total de 38 pacientes y 98
controles apareados por edad, sexo, procedencia y etnia.

Andlisis de polimorfismo en los genes GSTM1 y GSTT1

El analisis genotipico de estos genes se realizé usando el
método de PCR con modificaciones a las establecidas por
Abdel-Rahman y colaboradores.(26) 50 ng de ADN previa-
mente aislado se amplificé en una mezcla de 50 1 contenien-
do 30pmol de cada uno de los siguientes primers: para
GSTM1 5’GAACTC CCT GAAAAGCTAAAGCy5'GTT
GGG CTCAAATATACG GTG G; paraGSTT1 5-GAACTC
CCT GAAAAGCTAAAGC, yG2-5-GTT GGG CTCAAA
TAT ACG GTG G Como control interno se amplificé el exén
7 del gen CYP1A1 conlos primers 5' GAA CTG CCA CTT
CAGCTGTCT y5' CAGCTGCAT TTG GAAGTGCTC. La
solucién mezcla de PCR incluy6 ademas 200 mol dNTPs, 51
de 10X PCR bufer y 2.5 U de ampliTaq DNA polimerasa
(Perkin Elmer, Branchburg, NJ). El producto de amplifica-
cidén se observé en un gel de agarosa al 2% por
electroforesis. La delecion de los genes GSTT1 y GSTM1
fue detectada por la ausencia de las bandas a 480 y 215
pares de bases (pb) respectivamente.

Analisis de polimorfismo en el gen CYP2E1

La frecuencia del polimorfismo en este gen se realizé combi-
nando los métodos de PCR y RFLP establecidos por Kato y
colaboradores.(22) La mezcla de PCR (50 1volumen total)
incluy6 100 ng de ADN, 35 pmol de los primers para amplifi-
car la regién polimérfica de CYP2E1 cuyas secuencias son: 5'
CCAGTCGAGTCTACATTGTCAySTTCATTCIGTCT
TCT AAC TGG; 200 mol dNTPs, 5 1de 10X bufer, 1.5 mM
MgCl2 y 2.5 U de ampliTaq DNA polimerasa (Perkin Elmer,
Branchburg, NJ). Después de la amplificacién el producto de
PCR (banda a 410 pb) se sometid a digestion por 6 horas a 37
C con 10 U de la enzima de restriccion Pst11a cual reconoce
y corta el sitio polimérfico para producir 2 bandas adiciona-
les 2 290 y 210 pb en individuos heterocigotos o una banda
a 210 en individuos homocigotos para la mutacién.(21)

Analisis Estadistico

Para el analisis estadistico se utiliz6 el programa SPSS para
Windows, version 10 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA). Las
diferencias entre las medias de las variables de los casos y
los controles se evaluaron mediante la prueba de la t de
Student y la distribucién de variables, mediante la prueba
de 2. Para determinar la asociacidn entre cada variable y
riesgo a cancer pulmonar, el valor dicotémico de estado del
sujeto (caso vs. control) fue comparado con cada variable
para estimar el riesgo (OR ) y los intervalos de confianza al

95%, utilizando un modelo de regresion logistico miltiple.
Los OR fueron ajustados por factor de exposicion (cigarri-
Hlo, humo de lefia y plaguicidas), edad (variable continua) y
sexo. Las pruebas de 2 generadas por el modelo evaluaron
la hipotesis nula de no asociacion entre el estado de cada
sujeto y cada variable. Un nivel de probabilidad menor de
0.05 (p < 0.05) fue utilizado como criterio de significancia
estadistica. Los valores de probabilidad reportados corres-
ponden a pruebas de dos colas.

RESULTADOS

Caracteristicas de la poblaci6n de estudio

La Tabla 1 muestra las caracteristicas demograficas de la
poblacion. Se incluyeron en el estudio un total de 38 pa-
cientes recién diagnosticados con cancer de pulmoén, no
tratados y 92 controles sanos. En cuanto a los pardmetros
edad, sexo, procedencia y grupo étnico, se observé que el
63% de los individuos con céncer fueron mayores de 60
afios, el 66 % fueron hombres, el 68% de procedencia urba-
na y 82% fueron mestizos. Como se muestra en la Tabla no
se encontrd diferencia significativa en las variables edad,
sexo, procedencia y grupo étnico entre los casos y los con-
troles, indicando éxito en el apareamiento entre casos y
controles. Por otro lado, aunque se traté de colectar fuma-
dores pesados en el grupo control, el anélisis estadistico
muestra que el grupo de casos tuvo un mayor porcentaje
de fumadores pesados comparado con el grupo control
(63,65 55,75vs.34,37 20,38 cajetillas-afio, respectivamen-
te, p = 0.001). El mismo fendmeno ha sido observado en
otros estudios de este tipo.(25, 27)

Caracterizacién de los polimorfismos GSTT1, GSTM1 y
CYP2E1

La Tabla 2 muestra la distribucién de los polimorfismos y su
asociacién con el riesgo a desarrollar cancer pulmonar en la
poblacién de estudio. De los polimorfismos analizados solo
la delecion del gen GSTT1 presenté un efecto
estadisticamente significativo en el riesgo a cancer de pul-
mén conun OR ajustado de 2.6, 95% IC=1,04-6,33. El ajus-
te se realizd teniendo en cuenta las variables edad, sexo,
consumo de cigarrillo, exposicién a humo de lefia y exposi-
ci6n a plaguicidas. La incidencia del polimorfismo GSTM1
fue similar en casos y controles y por lo tanto no estuvo
asociado con un riesgo significativo de cancer. Respecto al
efecto del polimorfismo en el gen CYP2EL, el genotipo
homocigoto mutante c2/c2 estuvo asociado con un
incrementé de 7.1 veces mayor al cancer de pulmon pero
este no fue significativo.
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Tabla 1. Caracteristicas demograficas de la poblacion de estudio.
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2 Prueba de ¢ para la comparacion de medias.

> Prueba de c? para la comparacion de proporciones.

¢ Estimado en cajetillas-afio = niimero de cajetillas/dia x mimero de afios fumando.
Abreviaturas: P = probabilidad; N.A. = no aplica; DS = desviacion estandar.

Tabla 2. Distribucién de genotipo y riesgo asociado (OR) a cancer de pulmoén.

Genotnpo . -~ ";;1 Casos (%}“...[ Controles (%) ~~OR’ (95% 10y YN:‘OR"’. (95%’ IC) ;
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22 38 . 1 (1) 85(084-856)  7,1(0,50-100)

2 Riesgo crudo.
bRiesgo ajustado en el modelo de regresion logistica muiltiple agregando las covariables edad, sexo,

consumo de cigarrillo, exposicién a humo de lefia y exposicién a plaguicidas.
¢ Categoria de referencia.

d
p<0.05.
Abreviaturas: IC = intervalo de confianza; c1/c1 =tipo silvestre; ¢1/c2 = heterocigoto; ¢2/c2 = homocigoto

mutante.
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DISCUSION

Caracteristicas de la poblacién

La poblacién de los casos estuvo representada en su ma-
yoria (63%) por individuos mayores de 60 afios. Esta pro-
porcion es consistente con lo establecido en la etiologia
del céncer esporadico, el cual se presenta en edades avan-
zadas producto de la exposicion prolongada a los factores
de riesgo tardando alrededor de 20 afios en desarrollarse.28

En cuanto a la exposicidon al cigarrillo, se observé que el
grupo de casos presentaron un mayor nimero de cajetillas-
afio, lo que coincide con otros estudios epidemiologicos
indicando que el riesgo al cancer de pulmon incrementa
proporcionalmente al nimero de cigarrillos y los afios de
exposicion.(29) En cuanto a la distribucion de los grupos
étnicos, se observd que el mayor nimero de casos estuvo
representado por individuos mestizos (82%) y se presenta-
ron muy pocos casos de los grupos indigena y negro. Se
podria pensar que estos grupos étnicos se encuentran en
menor nivel de exposicion a los factores de riesgo ambien-
tales 0 que no recurren oportunamente al diagnostico y
tratamiento clinico de la enfermedad como lo podrian hacer
los individuos del grupo mestizo, debido posiblemente a
factores socioculturales, econémicos o de accesibilidad a
los servicios de salud. Sin embargo, el tamafio muestral del
presente estudio no permite concluir que efectivamente esta
es la situacion en realidad y por lo tanto es necesario am-
pliar el estudio para responder a esta hipétesis.

Efecto de los polimorfismos en el riesgo a cancer pulmonar

Ha sido claramente establecido que el desarrollo de cancer
es producto de la interaccion entre factores genéticos y
ambientales.(29) Mas importante ain, estudios en la etiolo-
gia del cancer han encontrado que al igual que los factores
de exposicién, muchos determinantes genéticos del cancer
también pueden variar entre los individuos. Un claro ejem-
plo de cancer ambiental es el carcinoma de pulmén el cual
es producido en un 90% por el consumo de cigarrillo. Sin
embargo, estudios epidemioldgicos muestran que tan solo
un 10-20% de fumadores eventualmente desarrollan cancer
de pulmén(30), indicando que procesos biolégicos en los
individuos expuestos contribuyen de manera significativa
en la modulacidn de la respuesta toxica. El metabolismo es
un proceso importante en la determinacién del potencial
carcinogénico de xenobisticos.(31)

En el presente estudio, se observd que el polimorfismo en
el gen GSTT1 consistente en la delecién completa del gen
es un factor de riesgo genético importante para cancer de

pulmdn. La presencia de esta variacién aumentd 2.6 veces
€l riesgo a desarrollar cancer pulmonar (Tabla 2). El grupo
de enzimas glutatién-s-transferasas esta involucrado en la
detoxificacién de epdxidos de hidrocarburos aromaticos
policiclicos los cuales son potentes carcindgenos
pulmonares.(11) Estas enzimas catalizan la conjugacion de
estos metabolitos electrofilicos con la molécula nucleofilica
glutation (GSH) para inhibir su reaccion con moléculas como
ADN.(33) Por lo tanto, la delecion de este gene puede con-
tribuir a aumentar el riesgo al cancer de pulmén por la acu-
mulacién de metabolitos reactivos. Por otro lado, los genes
GSTM1 y CYP2EI no estuvieron asociados significa-
tivamente al riesgo de cancer en el presente estudio. Esto
pudo deberse al reducido tamafio de la muestra que no
permitié establecer la incidencia real de estos polimorfismos
en la poblacion.

En conclusion, nuestro estudio brinda evidencia sobre la
importancia de la variabilidad genética de cada individuo
en la susceptibilidad al desarrollo del cancer de origen am-
biental. La evaluacién de susceptibilidad al cancer basada
en el analisis de una sola enzima puede no ser suficiente
dada la complejidad del proceso metabdlico y de la mezcla
de quimicos a las que un individuo esta expuesto. Por lo
tanto, se evaluo el efecto de tres enzimas diferentes, todas
implicadas en el metabolismo de carcindgenos del cigarri-
llo. A pesar de la limitacién en el tamaiio de la muestra,
nuestros resultados indican que el genotipo nulo para
GSTT1 esta asociado con un aumento significativo en el
riesgo a desarrollar cancer pulmonar en el Cauca.
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