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RESUMEN

Las enzimas que metabolizan xenobi6ticos son de gran interés en la investigacion de enfermedades
complejas, como el céancer, debido a su capacidad para desintoxicar al organismo de compuestos
carcinégenos, mutagenos y genotoxicos, como los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP’s), las
nitrosaminas, las dioxinas, entre otros. El CYP1ALl, la GSTM1 y la GSTT1 son enzimas que participan en la
desintoxicacion de dichos compuestos, elimindndolos del organismo. Estas enzimas presentan variantes
alélicas (polimorfismos) que inciden en la actividad de las proteinas, esto puede conducir a la eliminacion
deficiente de especies reactivas y conducir a un proceso de carcindgenesis. Se ha postulado que dichas
variantes polimdrficas podrian contribuir a la aparicion de aductos en el DNA que conducen a la generacion

de mutaciones asociadas al desarrollo de tumores.

Los estudios de asociacion entre los polimorfismos CYP1A1*2C, GSTM1*0 GSTT1*0 y la
susceptibilidad a padecer cancer frecuentemente son inconsistentes, lo cual puede deberse a la frecuencia de

los polimorfismos en la poblacion analizada y/o al tamafio de muestra.

En el presente estudio se analizaron los polimorfismos CYP1A1*2C, CYP1A1*4, GSTM1*0 y GSTT1*0
en la poblacién mexicana y se explor6 su posible asociacién con la susceptibilidad a padecer cancer
pulmonar. En la poblacion mexicana, la frecuencia del polimorfismo GSTM1*0 fue de 33.45%, la de
GSTT1*0 fue de 12.1% y la de GSTM1*0 + GSTT1*0, de 2.2%. En el caso de los polimorfismos de CYP1A1
se encontrd una frecuencia de 0.54 para el alelo que codifica el aminoacido valina (CYP1A1*2C) y de 0.06

para el alelo que codifica el aminoacido asparagina (CYP1A1*4).

Las frecuencias encontradas en la poblacion mexicana son muy distintas a las que se han reportado para
otras poblaciones, esto también se observd en el analisis de similitud que coloca a las poblaciones americanas
en un grupo comudn. La poblacion mexicana es mas parecida a la poblacion amerindia, de acuerdo a los

polimorfismos analizados en este estudio.



En cuanto a la posible asociacion de los polimorfismos con la susceptibilidad a padecer cancer
pulmonar, se encontré que en la poblacion sana el 35.92% presenta alguna combinacion de los genotipos de
riesgo y en el andlisis de 20 pacientes diagnosticados con cancer pulmonar primario, se observd que el 35%
presenta alguna combinacion de los genotipos de riesgo. Es prematuro determinar alguna asociacion entre los
polimorfismos CYP1A1*2C, CYP1A1*4, GSTM1*0, GSTT1*0 y la susceptibilidad a padecer cancer pulmonar

debido al tamafio de muestra de los pacientes.

El presente estudio abre la posibilidad y plantea la necesidad de realizar estudios de asociacién entre
los polimorfismos CYP1A1*2C, CYP1A1*4, GSTM1*0, GSTT1*0, y la susceptibilidad a padecer cancer

pulmonar o alguna otra enfermedad de alta incidencia en la poblacién mexicana.



ABSTRACT

Xenobiotic metabolizing enzymes are of a great interest in the study of complex diseases, like cancer,
due to its ability to detoxify the organism from carcinogens, mutagens, and xenotoxic compounds like
aromatic polycyclic hydrocarbons (HAP’s), nitrosamines, dioxins, etc. CYP1Al, GSTM1 and GSTT1 are
among the enzymes that participate in the metabolism of this type of compounds eliminating them from the
organism. These enzymes might have allelic variants (polymorphisms) with different activities that could
provoke a deficient elimination of reactive species and then lead to a carcinogenic process. It has been
suggested that these polymorphic variants could contribute to the formation of DNA adducts that generate
mutations associated to tumors. Studies that relate CYP1A1*2C, GSTM1*0, GSTT1*0 enzyme
polymorphisms and susceptibility to cancer are controversial, probably due to a low polymorphism frequency
and/or to a small number of analyzed individual.

In this study the CYP1A1*2C, CYP1Al1*4 GSTM1*0, GSTT1*0 polymorphisms were analyzed in

Mexican population and it was explored their relation to lung cancer susceptibility. In Mexican population the
following polymorphism frequencies were found: GSTM1*0 = 33.45%; GSTT1*0 = 12.1%; GSTT1*0 +
GSTM1*0 = 2.2 %. And the allelic frequency for CYP1A1*2C was 0.54 and for CYP1A1*4 was 0.06.
These frequencies found for the Mexican population were very different to the reported for other populations.
This was also confirmed by clustering analysis that set the American populations in a common group.
According to the polymorphisms analyzed in this work the Mexican population is similar to the Amerindian
population.

As for the polymorphisms association and the risk to lung cancer, we found that 35.92% of the healthy
individuals have some combination of risk genotype, and the analysis of 20 patients with lung cancer
diagnosis showed that 35% have risk genotypes. At present, with these results and this small number of
patients, is not possible to find such association, but our work shows the necessity to continue this kind of
research in the Mexican population, with larger number of individuals, healthy and patients, and also with
other polymorphisms, in order to determine the relation between polymorphisms and susceptibility to suffer

important diseases.



I. ANTECEDENTES

XENOBIOTICOS

Los xenobi6ticos son compuestos que no se encuentran naturalmente en los sistemas bioldgicos y son
introducidos al cuerpo por la ingesta de comida, bebidas, medicamentos o por la absorcion de contaminantes
presentes en el aire, el agua 6 el suelo. Las vias mas comunes de exposicion a estos agentes son la inhalatoria
y la oral. Muchos de los xenobidticos son hidrofébicos, lo cual dificulta que sean eliminados del organismo;
su excrecién requiere que se transformen en compuestos hidrofilicos para ser eliminados mediante el sudor o
la orina (Arinc et al, 1997).

Existen numerosos xenobidticos como los medicamentos, los compuestos quimicos y los contaminantes
ambientales que pueden ser tdxicos para las células y algunos de ellos son potentes mutagenos y/o
cancerigenos. Por ejemplo, los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP), las aminas arométicas (AA), las
N-nitrosaminas y las dioxinas son carcindgenos presentes en el humo del tabaco, y estan presentes en el aire
urbano como productos de la combustién incompleta de algunos energéticos, ademas pueden ser producto de

la pirdlisis de amino&cidos y proteinas (Dickinson, 1992).

CONTAMINANTES AMBIENTALES

Los hidrocarburos son moléculas que pueden contener un solo 4&tomo de carbono como el metano o
hasta decenas o centenas de atomos de carbono enlazados en cadenas lineales, ramificadas o formando
anillos. En este contexto, cualquier hidrocarburo que conste de una molécula compuesta de anillos de carbono
se denomina hidrocarburo ciclico y los que incluyen uno o varios ciclos no saturados, se denominan
hidrocarburos aromaticos (Dickinson, 1992).

El anillo bencénico es la unidad fundamental de los hidrocarburos aromaticos, éste tiene la caracteristica de
ser una molécula muy estable debido a sus dobles enlaces. Los HAP constan de anillos bencénicos fusionados
y entre los mas conocidos se encuentran el naftaleno, el antraceno, el fenantreno, el naftaceno, el

benzo[a]antraceno, el dibenzo [a,h] antraceno y el benzo [a] pireno (Figura 1.1).



Los HAP son generados a partir de diversas fuentes energéticas como carbon, gas, petréleo, madera,
etc, que son liberados al medio ambiente a través de su combustiéon incompleta, en forma de desechos
industriales o en derrames, éstos contaminan el aire, suelo y/o agua, constituyendo asi un serio problema de
salud publica que se ha visto reflejado en el incremento de la morbi-mortalidad causada por enfermedades
respiratorias y cardiovasculares asociadas a la contaminacion y el estilo de vida. Ademas, entre los HAP y sus
metabolitos se encuentran compuestos muy reactivos que pueden ser toxicos, mutagenos, o cancerigenos
capaces de interactuar con el DNA formando aductos covalentes, causando dafio permanente que puede

conducir al cancer (Alexandrov et al, 2002, Meléndez et al 1999).
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Fig. 1.1 Estructuras de algunos de los hidrocarburos aromaticos policiclicos mas conocidos.



Otros carcinégenos importantes son las nitrosaminas, las aminas aromaticas, las aminas heterociclicas y
las dioxinas (figuras1.2 y 1.3), que se encuentran presentes en el humo del tabaco y en compuestos quimicos
utilizados en algunas industrias fabricantes de plasticos, pesticidas, cosméticos, etc. (Scalan et al, 2006, Pfau

et al, 1999).
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Fig. 1.2 Estructuras de algunas aminas

Las dioxinas pertenecen al grupo genérico de los organoclorados que comprenden alrededor de 11.000
compuestos, €éstos son muy estables y presentan una elevada liposolubilidad, lo cual facilita su
bioacumulacion. Se originan de modo habitual en la incineracidn de los residuos urbanos y hospitalarios, en la
fabricacién de papel, en la industria del cemento, en la fabricacién de herbicidas y en la fabricacion del
cloruro de polivinilo (PVC), también se generan durante los procesos de combustion del caucho y de los

productos petroliferos. La dioxina mas conocida es la 2,3,7,8 - tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD).



Las dioxinas muestran una elevada tasa de absorcion, por lo que la exposicién por via oral,
nasofaringea, pulmonar y placentaria conduce a intoxicaciones en el ser humano. Las dioxinas son capaces de
transferirse a través de la leche materna durante la lactancia y también se ha reportado que la exposicion a
elevadas dosis se asocia con un incremento del 40% en el riesgo relativo de padecer algun tipo de cancer

(Costopoulou et al, 2006, Mandal et al, 2005).
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Fig. 1.3 Estructura de algunas dioxinas



CONTAMINACION DEL AIRE URBANO

En los ultimos afios se ha incrementado de manera importante la contaminacion ambiental y se han
descrito diversas fuentes de contaminacion en zonas urbanas, industriales y rurales. En la primera, el trafico
vehicular es la principal fuente de contaminacidén; en la segunda, los desechos generados por la actividad
industrial y en la tercera, la quema de materiales energéticos como madera, carbén y aceites. También se han
reportado variaciones en la cantidad y composicion de las emisiones contaminantes segin el estado

metereoldgico, principalmente en las estaciones de verano e invierno (Dagher et al, 2006).

El aire es una mezcla compleja dificil de caracterizar; sin embargo debido al impacto de la
contaminacion en la salud humana se han desarrollado numerosos trabajos dedicados al estudio de la
composicién y calidad del aire, en el cual se encuentran suspendidas particulas de naturaleza bioldgica como
virus y bacterias, compuestos organicos como HAP’s, dioxinas, N-nitrosaminas y AA, elementos inorganicos
como Fe, Al, Ca, Na, Mg, Mn, Zn, Ba, Li, Sr, Mo, Cd, Co, etc, algunos de los cuales son generados por

actividad antropogénica (Dagher et al, 2006).

Se han caracterizado particulas de diversos tamafios con didmetros de 0.49 a 10 um (PM10, PM2.5 y < 2.5),
siendo las particulas finas y ultrafinas las de mayor importancia biol6gica, ya que corresponden a compuestos
toxicos y/o carcindgenos (principalmente HAP) que son respirados continuamente, generando una expasicién
cronica. Se ha observado que la elevada contaminacion del aire urbano se encuentra directamente relacionada
con el aumento de enfermedades respiratorias, neurodegenerativas, cardiovasculares y de algunas neoplasias,
de tal forma que el cuerpo humano se encuentra expuesto continuamente a varios agentes xenobi6ticos que al

introducirse en el organismo son metabolizados en reacciones como las que se describen a continuacion.



METABOLISMO DE XENOBIOTICOS

En el metabolismo de xenobioticos participan reacciones enzimaticas que constan de dos fases:
Metabolismo de fase I. Este consiste en reacciones enzimaticas de oxidacion llevadas a cabo principalmente
por una gran familia de enzimas denominadas citocromos P450 (CYPs P450), que introducen en los
compuestos un grupo funcional polar generando moléculas méas hidrosolubles, que pueden ser eliminadas del
organismo con mayor facilidad. Sin embargo existen otros compuestos como los HAP que son transformados
en compuestos mas reactivos a través del metabolismo de fase I, estos intermediarios son los que interactian
con el DNA para formar aductos covalentes que interfieren con la replicacién y expresion del genoma. Los
compuestos que son bioactivados en el metabolismo primario requieren la conjugacién con otra molécula mas

hidrofilica, la cual es producida mediante el metabolismo de fase Il (Guengerich et al, 1987).

Metabolismo de fase Il: En este mecanismo participan enzimas que conducen a la desintoxicacion de
compuestos derivados del metabolismo de fase I, catalizando la conjugacion de estas moléculas con otras mas
hidrofilicas como el glutation, el acido glucurdnico, la glicina, sulfatos o mediante la transferencia de grupos
acetilos y metilos, facilitando asi su excrecion. Entre las enzimas del metabolismo secundario se encuentran
las glutation-transferasas, las N - acetil-transferasas, las glucuronosil- transferasas, las metil-transferasas,

entre otras (Mohr et al, 2003).

Mediante el metabolismo de fase Il de los xenobidticos, se forman moléculas inocuas para el organismo
gue son solubles en agua y pueden excretarse facilmente disminuyendo el dafio ocasionado por los mismos.
Sin embargo, la exposicién prolongada a carcinégenos permite la bioacumulacién de especies reactivas que
aunque sean eliminadas podrian generar mutaciones que eventualmente pueden conducir a la aparicién de

células transformadas.



Xenobidticos
(moléculas hidrofébicas)

Metabolismo de Citocromos P450
fase | (oxidaciones)

Moléculas hidrofilicas

Metabolismo de GST's, NAT's, UGT’s
fase Il (conjugaciones)

Moléculas hidrofilicas
faciles de excretar

Fig. 1.4 Esquema simplificado del metabolismo de xenobidticos.

CITOCROMOS P450 (CYPs P450)

Los citocromos P450 son una superfamilia de hemoproteinas que participan en el metabolismo oxidante
de esteroides, acidos grasos, prostaglandinas, etc, y en la transformacion de numerosos farmacos,
carcinégenos quimicos, mutagenos y otros contaminantes ambientales (Guengerich et al, 1987).

En las reacciones mediadas por los CYP,s éstos se reducen por la transferencia de electrones de alta energia
provenientes del NADPH o del NADH a través de la citocromo P450 reductasa y el citocromo bs, lo que da
como resultado la activacion del CYP a un estado de alto espin, la formacion del complejo oxigeno
molecular-sustrato y finalmente, la insercion del oxigeno, en forma de radical hidroxilo, en la molécula del

xenobidtico.



Este proceso se lleva a cabo en ciclos durante los cuales el CYP es reducido secuencialmente por la
transferencia de electrones del NADPH y del NADH. El fierro de la molécula del CYP debe encontrarse en

+++

estado ferroso (Fe™) para poder unirse al sustrato, debido a esta unidn se oxida a su estado férrica (Fe™") y
posteriormente regresa al estado ferroso por una nueva reduccion a través de los electrones provenientes del
NADPH y del NADH, en esta fase se integra el oxigeno atmosférico. Después de esta union, el fierro del

CYP queda en estado férrico y el sustrato oxidado es liberado, el CYP es reducido posteriormente hasta llegar

al estado ferroso y el ciclo se inicia nuevamente (Anzenbacher and Anzenbacherov4, 2001).
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Fig. 1.5 Ciclo catalitico de los citocromos P450 ( Anzenbacher and Anzenbacherova,2001)

Las reacciones enzimaticas mediadas por CYP’s P450 se encuentran altamente conservadas en todas las
especies conocidas, por lo cual se postula que la gran variedad de citocromos encontrados son producto de la
duplicacion, las conversiones génicas divergente y convergente que condujeron a su evolucion (Nebert and

Génzalez, 1987).

Debido a la gran cantidad de citocromos P450 encontrados en los organismos ha sido necesario clasificarlos
en familias y subfamilias de acuerdo con su similitud en la secuencia de aminoacidos. Entre distintas familias

existe una identidad del 40% aproximadamente y entre los miembros de la misma familia alrededor del 55%.



La nomenclatura utilizada actualmente para los CYPs estd publicada en el sitio

www.imm.ki.se/CYPalleles/, donde se encuentran organizados de la siguiente manera: el primer nimero

corresponde a la familia, seguido de una letra que corresponde a la subfamilia, finalmente el Gltimo nimero
corresponde al miembro de la subfamilia (por ejemplo CYP1A1, citocromo de la familia 1, subfamilia A,
polipéptido 1). Entre los citrocromos que metabolizan xenobidticos se encuentran los pertenecientes a las

familias CYP1, CYP2 y CYP3, principalmente. En el presente trabajo s6lo nos referimos a la familia CYP1A.

CITOCROMOS DE LA FAMILIA 1A

La familia de citocromos 1A consta de dos miembros el 1Al y el 1A2, los cuales metabolizan,
principalmente, HAP’s, dioxinas, AA, N-nitrosaminas y cafeina. Se expresan en érganos como el higado, el
pulmén, el cerebro, el corazén y los linfocitos (Anzenbacher and Anzenbacherova, 2001).

Se ha observado que la induccion de las enzimas CYP1A se lleva a cabo por el reconocimiento del ligando
con el receptor citoplasmatico AhR (el ligando es el xenobi6tico). Este complejo es transportado al nlcleo
donde se asocia con una proteina nuclear translocadora del receptor (ARNT), que lo transloca al nicleo y se
une a secuencias conocidas como “elementos de respuesta a xenobidticos” (XRE, Xenobiotic Response
Elements) presentes en varios genes como el CYP1Al, CYP1A2, UGT’'S, NAT'S, entre otros, induciendo asi
su transcripcion, lo cual resulta en un incremento del RNA mensajero y de los niveles de la proteina

respectiva (Qiang et al, 2003).
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Fig. 1.6 Mecanismo de induccion propuesto para la familia CYP1A. (Qiang et al, 2003)



POLIMORFISMOS EN LA FAMILIA CYP1A

El polimorfismo genético se refiere a la existencia de mas de un alelo para un gen en una poblacion.
Para que sea considerado como polimorfismo debe encontrarse al menos en el 1% de la poblacién. Los alelos
polimérficos frecuentemente se expresan con diferentes fenotipos.
En el CYP1Al se han descrito varios polimorfismos de un solo nucledtido (SNP, Single Nucleotid
Polymorphism). Entre los mas estudiados se encuentran el CYP1A1*2C (A4889G) que produce el
intercambio de aminoéacidos isoleucina por valina en el coddn 462 (lle462Val; Hayashi et al, 1991) y el
CYP1A1*4 (C4887A) que produce el intercambio de aminoacidos treonina por asparagina en el codén 461
(Thrd61Asn; Cascorbi et al, 1996); ambos polimorfismos se encuentran en el exén 7 del gen, que corresponde
al sitio catalitico de la proteina. En el polimorfismo CYP1A1*2A se produce un cambio T6235C, en la region
3’ no codificante (Kawajiri, 1999) y en el CYP1A1*3 se produce un cambio T5639C, también en la regién 3’
no codificante (Crofts et al 1993), ambos polimorfismos introducen un sitio de restriccién para la enzima

Mspl.

El analisis fenotipico de las enzimas polimérficas muestra que las variantes CYP1A1*2C y CYP1A1*4
presentan una alta afinidad por los sustratos, generando intermediarios reactivos con mayor eficiencia
(Schwarz et al, 2001). En el caso del polimorfismo CYP1A1*2A se ha sugerido que incide en la inducibilidad
de la enzima, ya que se encuentra vecino a los XRE que gobiernan la regulacién del CYP1A. y en el caso del
polimorfismo CYP1A1*3 no se ha asociado con alguna alteracion en la proteina, sin embargo se report6 que
es un polimorfismo raza-especifico, ya que se ha encontrado Gnicamente en poblacion africana (Crofts et al,

1993).



GLUTATION TRANSFERASAS

Las glutation transferasas (GST’s) son una superfamilia de isoenzimas que participan en la
desintoxicacion celular de un amplio rango de compuestos quimicos (agentes tdxicos y genotoxicos), a través
del metabolismo de fase Il. El proceso de desintoxicacion se lleva a cabo mediante la conjugacion de
compuestos hidrofdbicos electrofilicos con el glutation, lo que permite generar moléculas hidrofilicas faciles
de excretar (Mohr et al, 2003), aunque a través del metabolismo de la clase theta se pueden activar algunos
compuestos halogenados que son potencialmente dafiinos para las células y su estabilidad gendmica (Landi S,
2000). Por otro lado, Oakley et al, 2005 y Ouaissi et al, 2002 reportan la participacién de GST’s en la sintesis

de hormonas esteroides, prostaglandinas y en la modulacion de la respuesta inmune.

Las GST’s se encuentran altamente conservadas en todos los seres vivos aunque las clases y el nimero
de isoenzimas son variables en cada phyllum. La variabilidad observada en los organismos parece ser la regla
y no la excepcion ya que la duplicacion, divergencia y desarrollo de nuevas funciones permitiria a los
organismos metabolizar compuestos presentes en su medio ambiente, adaptandose asi a otros nichos
ecoldgicos (Sheehan et al, 2001).

Las GST’s son enzimas muy versatiles en cuanto a sus funciones y capacidades para desintoxicar a las células
de las especies reactivas, por lo que han sido de gran interés en la investigacion del cancer, especificamente
en la generacion de nuevos blancos terapéuticos, asi como en la modificacion estructural por mutagénesis
dirigida para el desarrollo de nuevas funciones (Hayes et al, 2005, Ivarsson et al, 2003, Griswold et al, 2005).

Las GST’s de humanos son codificadas por una superfamilia de genes organizados en tdndem. Las proteinas
se han clasificado de acuerdo con la similitud en su secuencia de aminodacidos en las clases: mu, theta, pi,
omega, alfa, zeta y sigma (Mannervik et al, 2005). Cada clase tiene un nimero variable de isoenzimas y se ha
descrito que pueden compartir algunos sustratos aunque con distinta afinidad, de tal forma que la falta de
actividad de alguna isoenzima puede ser parcialmente suplida por otra. La expresion de GST’s es diferencial y
puede ser regulada por la presencia de algunos polimorfismos que han sido estudiados principalmente en las

clases mu, pi y theta.



GLUTATION TRANSFERASAS MU

Las glutation transferasas mu constan de 5 miembros que se localizan en el cromosoma 1pl3, se
expresan principalmente en higado, estomago, cerebro, pulmon, nasofaringe, entre otros (Mohr et al, 2003).
La GSTM1 conjuga compuestos derivados del metabolismo primario de HAP’s, como epdxidos y especies
reactivas de oxigeno (ROS) generadas durante el estrés oxidante. La falta de esta enzima favorece que los
compuestos bioactivados por el metabolismo de fase | genere aductos en el DNA (Hayes et al, 2005).

Los polimorfismos de esta familia consisten en deleciones (GSTM1 y GSTM3) y SNP’s (GSTM1, GSTM3 y
GSTM4 ) (Vineis et al, 1999). El polimorfismo GSTM1*0 es causado por una delecién de longitud
desconocida en el gen que impide la expresion de la proteina funcional. Los individuos que poseen el
polimorfismo en condicion homécigota se les denomina “genotipos nulos”. Los SNP’s en la GSTM1 y

GSTM3 no se han correlacionado con algun fenotipo alterado (Patskovsky et al 1999).
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Fig. 1.7 Mapa del cluster de las glutation transferasas mu de humano. (Patskovsky et al 1999)

GLUTATION TRANSFERASAS THETA

Las glutation transferasas theta se encuentran localizadas en el cromosoma 22q11.2 en el cual se han
identificado 2 miembros: GSTT1, GSTT2, y un pseudogen. Estudios filogenéticos acerca de su evolucion
sugieren que la clase theta es la mas antigua y que las demas clases se generaron por duplicacién y
divergencia de la GST procarionta ancestral (Sheehan et al, 2001).

Se expresan altos niveles de GSTT en higado y una menor expresion en eritrocitos, pulmon, rifién, cerebro,
musculo esquelético, intestino delgado y corazén. La actividad de GSTT no ha sido detectada en linfocitos

(Landi et al, 2000).



Los sustratos mas conocidos de GST theta son el diclorometano (DCM), los compuestos halogenados
como el clorhidrato de p-nitrobencilo (PNBC), el dibromuro de etileno (DBE), el bromuro de p-nitrofenilo
(PNPB), el cloruro de metilo (MeCl), el yoduro de metilo (Mel), ademas de varios metanos y etanos
halogenados. La GSTT1 transforma estas moléculas en mutagenos electrofilicos, potencialmente dafiinos

para las células (Landi S, 2000).

Existen pocos reportes acerca de los polimorfismos en la clase theta, Pemble et al, 1994, reporta un
polimorfismo nulo similar al de GSTM1*0 donde una delecién también impide la expresién funcional de la
enzima.En la GSTT2 se describié un polimorfismo poco frecuente que produce el intercambio de aminoacidos
Metionina 139 Isoleucina. Este se encuentra presente en australianos y europeos. Se desconoce el efecto que

pueda tener en la actividad de la proteina (Coggan et al, 1998).
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Fig. 1.8 Organizacion de las GST theta de humano. Los sitios DDCT son duplicaciones con direccidn invertida, el
GSTT2P se trascribe a mRNA pero no se traduce. (Landi S, 2000)



CANCER

El cancer es una enfermedad multifactorial en la que el estilo de vida y la susceptibilidad genética
individual son factores que pueden conducir a la transformacion celular y al subsecuente desarrollo del
cancer. EI modelo propuesto para el proceso carcinogénico incluye cuatro fases: la iniciacién, la promocién,

la conversion y la progresion (Wang et al, 1997).

La iniciacion se refiere a los efectos directos y cambios irreversibles en el DNA ocasionados por
agentes mutagenos y carcindgenos, en esta etapa es posible detectar biomarcadores tempranos como

microndcleos, intercambio de cromatidas hermanas y aductos en el DNA y proteinas (Diaz R, et al, 1998).

La promocidn se refiere a un proceso gradual que requiere la exposicion prolongada de las células con
agentes promotores, en este periodo ocurre un proceso de proliferacion, donde las células iniciadas se

expanden clonalmente y dan lugar a un tumor benigno (Diaz R, et al, 1998).

La progresién implica la conversion de células pre-malignas a células malignas. La progresion de
clones iniciados puede ocurrir espontdneamente debido a la inestabilidad genética propia de la célula, o puede
ser acelerado por la exposicion de elementos genotoxicos. En esta etapa ocurre la vascularizacion del tumor y

ocurren una serie de cambios que permitiran la migracién del tumor (Diaz R, et al, 1998).

Finalmente en la metastasis, las células tumorales migran del tumor de origen a otros tejidos. En esta
etapa el tumor es clinicamente detectable debido a los sintomas causados por las alteraciones especificas en

cada tipo de cancer (Diaz R, et al, 1998).



CANCER PULMONAR

El cancer pulmonar ocupa la primera causa de muerte por cancer en hombres y la quinta en mujeres, a
nivel mundial. (IARC, WHO, 2002) Se trata de uno de los canceres mas agresivos y dificiles de tratar ya que
no existe un método de diagndstico eficaz que lo detecte en su fase temprana, por lo que los pacientes suelen
acudir al médico en estadios muy avanzados, en los cuales ya s6lo se les puede ofrecer quimio y/o
radioterapia. Una vez iniciado el tratamiento terapéutico, solo un pequefio porcentaje de los pacientes
responde al mismo, el resto es expuesto a varios ciclos y diversas combinaciones de farmacos, que intentan
combatir la progresidn tumoral; sin embargo su eficacia es limitada y trae consecuencias devastadoras en la

calidad de vida del paciente.

En México, seguin datos de la Secretaria de Salud (SSA) y del Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias (INER), el cancer pulmonar se ubica entre las cinco primeras causas de mortalidad. En 2005 se
atendieron 252 casos en el INER, con una tasa de mortalidad del 20%. Aunque se estima que el cancer se
presenta frecuentemente en la sexta década de la vida se observa una distribucion normal desde los 25 - 95
afios con un mayor nimero de casos entre los 60-70 afios. La incidencia de cancer pulmonar en individuos
jovenes (30-50 afios) se ha correlacionado con los antecedentes familiares de cancer (susceptibilidad), el
estilo de vida (tabaquismo, alcoholismo y estado nutricional), y la exposicion crénica a diversos
contaminantes. EI 90% de los casos de cancer pulmonar se atribuye al tabaquismo, aunque también
contribuyen otros contaminantes ambientales. El 10% restante se presenta en individuos en los cuales se cree
gue los antecedentes genéticos pueden ser mas importantes. En los Gltimos afios se ha incrementado el
namero de casos debido principalmente, al aumento de fumadores que se inician a edades tempranas (Medina

et al, 2000)

En cuanto al tipo histologico, el adenocarcinoma es el mas comdn de todos los tipos de cancer de
pulmon, corresponde al 40-50% de los casos. Se ha diagnosticado tanto en fumadores como en no fumadores
y aunque se habia sugerido que era el tipo histoldgico menos relacionado con el consumo de tabaco, ha

incrementado su frecuencia tanto mujeres como en hombres fumadores.



El segundo tipo histolégico mas frecuente es el cancer epidermoide, corresponde al 20-30% de los
casos, anteriormente se habia sugerido que dicho tipo era el mas relacionado con el consumo de tabaco, sin
embargo en los ultimos afios la tendencia ha cambiado. El carcinoma de células pequefias comprende el 10-
20% de los casos, es el tercer tipo histolégico mas frecuente, también se ha relacionado con fumadores y es el
mas agresivo de todos los tipos de cancer de pulmon. Finalmente, el cuarto tipo histolégico es el carcinoma de
células grandes, corresponde al 10% de los casos, es el tipo menos frecuente debido a que en esta categoria se

incluyen los casos que no pueden ser clasificados (Medina et al, 2000).

BIOMARCADORES

Los biomarcadores son unidades moleculares, genéticas, bioquimicas o celulares, capaces de responder
a la exposicion de un agente de interés. Han sido de gran utilidad en la investigacién toxicoldgica, para
detectar alteraciones iniciales y la predisposicidén genética a ciertas enfermedades, causadas por exposicion a
compuestos toxicos. Entre los biomarcadores mas utilizados se encuentran los de dosis interna, los de
susceptibilidad genética, los de efecto bioldgico primario y los de estructura-funcion alterada (Wang et al,
1997).
Los marcadores de dosis interna miden las concentraciones de compuestos toxicos absorbidos y distribuidos
en el cuerpo a través de sus metabolitos. La cotinina resulta ser un buen marcador de dosis interna ya que
tiene una vida media larga y refleja la exposicion crénica al tabaco, incluso puede detectarse en fumadores
pasivos (Wang et al, 1997).
Los marcadores de susceptibilidad genética incluyen el andlisis de genes importantes en el desarrollo de la
enfermedad, por ejemplo RB, TP53, RAS, XP, EGFR, ATM, BCR1, CYP1Al, GSTM1, BCL, etc. (Brockméller
et al, 2000, Gil and Adonis et al, 2004).
Los marcadores de efecto bioldgico primario incluyen aberraciones cromosdémicas como intercambio de
cromatidas hermanas, micronucleos, aductos en el DNA y proteinas (Lodovici et al, 2004).
Finalmente, los marcadores de estructura-funcion incluyen las alteraciones mas frecuentes, como la
inestabilidad gendmica general a través de la ganancia y pérdida de grandes regiones cromosémicas, aunque

estos ya son considerados como marcadores tumorales (Huber et al, 2004).



TABAQUISMO

El cancer pulmonar es atribuido principalmente al tabaquismo por lo que se han realizado numerosos
estudios en torno al tabaco y sus derivados metabdlicos. La hoja del tabaco contiene, entre otros compuestos,
carbohidratos, proteinas, aminodacidos, lipidos, fenoles, acidos organicos, ceras y alcaloides (Valdés et al,
2004), entre estos Ultimos se encuentra la nicotina que es la que causa la adiccion al tabaco. Durante el
proceso de combustion se llevan a cabo reacciones quimicas que producen cerca de 4000 sustancias que
incluyen agentes volatiles como mondxido de carbono, amoniaco, 4cido cianhidrico y nitrégeno; entre los
compuestos semivolatiles y no volatiles se encuentran la nicotina y el alquitran que contiene benzo[a]pireno,
nitrosaminas y aminas aromaticas que componen la materia particulada del tabaco.

Entre los compuestos derivados de la combustion del tabaco se encuentra la 4- metil - nitrosamina -1- [3-
piridil] -1- butanona (NNK) que es una nitrosamina especifica del tabaco. Courtney et al, 2005, comprob6 el
poder carcinogénico de dicho compuesto al cultivar linfocitos humanos con varias dosis de NNK, y se

observé dafio genético en las células con un incremento dosis-dependiente.

Actualmente existen varias enfermedades que han sido relacionadas con el consumo del tabaco, entre
ellas se encuentran principalmente, los canceres de pulmoén, cavidad oral, faringe, laringe, es6fago, pancreas,
vejiga y rifién, también otras enfermedades no neoplasicas como: enfermedades cardiovasculares, asma,
bronquitis crdnica y la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC). (Wang et al 1997, IARC 2002)

En los fumadores pasivos se ha observado que la inhalacion del humo del tabaco es suficiente para que
desarrollen alguna de las enfermedades mencionadas, esto debido a que se encuentran expuestos a los mismos
carcinogenos que el fumador activo (IARC 2002). Thaqui et al, 2005, y Woods et al, 2005 reportan el
impacto del humo del tabaco en nifios que conviven con parientes fumadores, los cuales refirieron una
experiencia negativa hacia el humo del tabaco. Se midieron los niveles de cotinina en la orina de los nifios y
encontraron un rango de concentracién de 1.4ug/l a 8.1ug/l, detectdndose las concentraciones mas altas los
dias lunes, lo cual podria deberse a una exposicién mas intensa y prolongada en los fines de semana que en
los dias de escuela. Ademas se observo una correlacion entre la exposicion al humo del tabaco y

enfermedades respiratorias como el asma y la bronquitis crénica.



EXPOSICION A CARCINOGENOS AMBIENTALES

La exposicion a carcinégenos ambientales es de gran importancia en el desarrollo del cancer. Los
individuos que se encuentran expuestos laboralmente o los que viven cerca de zonas industriales pueden ser
susceptibles al desarrollo del cancer. Las principales fuentes productoras de HAP’s son las emisiones debidas
al trafico vehicular, la combustion de energéticos a nivel industrial y los desechos quimicos. En las Gltimas
décadas han cobrado interés otras fuentes de HAP’s, como la combustion casera de lefia, carbén y aceite para
cocinar, que se han detectado principalmente en zonas rurales. Ademas se han detectado HAP's en algunos
alimentos preparados (Rehwagen et al, 2005).

Es muy comun que en zonas rurales se utilice lefia para cocinar en lugar de una estufa de gas, lo cual
constituye una fuente importante de contaminantes carcinogénicos, que ademas de ser respirados se
impregnan en los alimentos en forma de particulas finas y ultrafinas que son absorbidas en el estdmago. La
exposicion crénica resulta muy importante ya que la mayoria de las familias que viven en zonas rurales
utilizan de por vida la lefia para cocinar, ademas de la exposicién al polvo debido a la ausencia de calles
pavimentadas; dichos factores pueden ser importantes en el desarrollo de enfermedades respiratorias, entre

ellas el cancer pulmonar (Pisani et al, 2006).

Por otro lado, Daohui and Zhu, 2004, Garcia et al, 2005, y Purcaro et al, 2006 reportan la presencia de
HAP, principalmente benzo[a]pireno, en bebidas alcohdlicas, té negro, carnes asadas, alimentos preparados al
carbon y bocadillos fritos. Los HAP’s se generan durante el proceso de fabricacion de los productos, en el
caso de las bebidas alcohdlicas se han encontrado diversos niveles de HAP en las barricas de almacenamiento
y la proporcién depende de la intensidad de reposo, ya sea ligero, medio o prolongado.
En el caso de los alimentos preparados al carbon, los HAP’s provienen de la combustién del mismo y son
incorporados a los alimentos en forma de particulas ultrafinas. Finalmente en los bocadillos fritos los HAP’s
son emitidos al calentar a altas temperaturas (160-185°C) el aceite en el cual se frien los alimentos, aunque en
este caso las concentraciones de benzo[a]pireno se encuentran por debajo del limite propuesto por la

Comunidad Europea (Purcaro et al, 2006).



SUSCEPTIBILIDAD GENETICA INDIVIDUAL

La susceptibilidad genética individual juega un papel muy importante en el desarrollo del cancer, esto
se pone de manifiesto en los individuos no fumadores que desarrollan cancer pulmonar, o en los casos en que
varios miembros de una familia sufren el mismo tipo de cancer y en los casos en que esta involucrado un solo
gen con alta penetrancia como el RB en retinoblastoma o el XP en xeroderma pigmentosa (Brockmdller et al,
2000). Dentro de este contexto se han identificado genes que pueden conferir una susceptibilidad moderada a
desarrollar cancer, entre ellos se encuentran genes de baja penetrancia que participan en el metabolismo
primario y secundario de xenobiéticos, algunos genes de enzimas que reparan el DNA, algunos genes de
proteinas que participan en el ciclo celular, genes de metaloproteinasas de matriz, genes que codifican
transportadores de xenobioticos, entre otros, (Brockmdller et al, 2000).

Los genes estudiados hasta el momento presentan un alto grado de polimorfismo, lo que podria explicar la
respuesta de cada individuo ante la iniciacion, promocion, conversion y progresion que conducen al cancer.
También se ha observado una respuesta farmacologica diferencial de los pacientes hacia los tratamientos
contra el cancer, lo cual puede deberse a polimorfismos presentes en las enzimas que metabolizan dichos

farmacos.

EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DEL CANCER PULMONAR

La epidemiologia molecular se dedica al analisis de genotipos especificos, en poblaciones de interés y
permite conocer si existe asociacion entre los genotipos de riesgo y el desarrollo de enfermedades en dichas
poblaciones.

En la epidemiologia molecular del cancer pulmonar, se han analizado varios polimorfismos en enzimas que
participan en el metabolismo de xenobidticos, en proteinas que participan en la reparacion del DNA y en
algunos casos también se han analizado polimorfismos en proteinas que participan en el ciclo celular, como

P53 (Gil and Adonis et al, 2004).



Por otro lado, también se ha estudiado el impacto pueden tener dichos polimorfismos en la proteinas.
Los andlisis consisten en la identificacion de variaciones génicas que inciden en la estructura, la funcién o en
la actividad de las proteinas codificadas (Gil and Adonis et al, 2004).
Las proteinas CYP1A1, GSTT1 y GSTML1 tienen una importante participacién en la desintoxicacion del
organismo, de los carcindgenos provenientes del humo del tabaco, debido a esto se han realizado numerosos
estudios de asociacion entre los polimorfismos de estos genes y la susceptibilidad a desarrollar cancer
pulmonar. Los resultados han sido inconsistentes, en algunas ocasiones debido al tamafio de la muestra y en
otras a la frecuencia del polimorfismo en una poblacién determinada, 0 ambas razones.
En los estudios publicados se observa una gran variabilidad de resultados entre las distintas poblaciones
étnicas analizadas, dicha variabilidad podria modular el impacto de los polimorfismos en cada poblacién

especifica.

VARIABILIDAD ETNICA DE LOS POLIMORFISMOS EN LAS POBLACIONES ANALIZADAS

Los estudios se han realizado principalmente en tres grupos étnicos: asiaticos, caucasicos y africanos,
aunque existe una mejor caracterizacion de los dos primeros. En la poblacién caucésica se han reportado
distintas frecuencias para los polimorfismos de GSTM1*0 y GSTT1*0, dependiendo del lugar de origen de los
individuos estudiados (europeos y estadounidenses). Esta poblacion presenta una alta prevalencia del
polimorfismo GSTM1*0 (50-63%) y una baja frecuencia del polimorfismo GSTT1*0 (15-25%) (Garte et al,
2001).

En la poblacion asiatica, la frecuencia del polimorfismo GSTM1*0 y la del GSTT1*0 es muy alta, 52% y 47%
respectivamente, por lo que la frecuencia de ambos polimorfismos nulos (GSTM1*0 + GSTT1*0) en esta

poblacion es de 24%, la més alta reportada hasta el momento (Garte et al, 2001).



Tabla 1.1 Frecuencias de los polimorfismos GSTM1*0 y GSTT1*0 en poblaciones asiatica, caucasica y

africana.
Genotipo Poblacion N Frecuencia Referencia

GSTM1*0 caucésica* 10514 53% Garte et al, 2001
asiatica* 1511 52% Garte et al, 2001
africana 479 30% Déndara et al, 2002

GSTT1*0 caucasica* 5577 19% Garte et al, 2001
asiatica* 575 47% Garte et al, 2001
africanos 119 21% Nelson et al, 1995
caucasica* 5532 10% Garte et al, 2001

GSTM1*0 + GSTT1*0 asiatica* 407 24% Garte et al, 2001
africana N/D N/D

* Meta-andlisis que involucra varias poblaciones de un mismo grupo étnico, (ver detalle en anexo)

En la poblacion africana las frecuencias de GSTM1*0 y GSTT1*0 son 25% y 30% respectivamente (Déandara

et al, 2002).

Existen pocos reportes acerca de los polimorfismos GSTM1*0 y GSTT1*0 en las poblaciones
americanas, aunque el ndmero de individuos analizados es reducido, los datos muestran resultados muy
diferentes a los reportados para otras poblaciones. Se han reportado las frecuencias de GSTM1*0 y GSTT1*0
en poblaciones brasilefia, chilena, puertorriquefia, mexicana, y en algunas tribus amerindias, (Gattas et al
2004, Quinones et al, 1999, Xie et al, 2004, Montero et al, 2004, Arreola et al, 2004, Gaspar et al, 2002)

encontrando grandes diferencias entre estas poblaciones y las poblaciones caucésica, africana y asiatica.



Tabla 1.2 Frecuencias de los polimorfismos GSTM1*0y GSTT1*0 en poblaciones americanas.

Genotipo Pablacién n Frecuencia  Referencia
GSTM1*0 chilena 96 21% Quinones et al, 1999
brasilefia 594 43%* Gattés et al, 2004
puertorriquefia 143 45% Xie et al, 2004
amerindia 257 3%-35%**  Gaspar et al, 2002
mexicana 37 38% Montero et al, 2004
GSTT1*0 chilena N/D N/D Quinones et al, 1999
brasilefia 594 23%* Gattés et al, 2004
puertorriquefia 143 29% Xie et al, 2004
amerindia 257 6%-30%**  Gaspar et al, 2002
mexicana 178 5% Aurreola et al, 2004
GSTM1*0 + GSTT1*0 chilena N/D N/D
brasilefia 594 9%* Gattés et al, 2004
puertorriquefia N/D N/D
amerindia N/D N/D
mexicana N/D N/D

*Se realizaron promedios de las tres subpoblaciones brasilefias analizadas (ver anexo)
**Se analizaron 7 tribus amerindias (Xavante, Guarani, Aché, Wai Wai, Zor6, Surui, Gaviao) nativas de Brasil y
Paraguay, las frecuencias encontradas estan dentro del rango mencionado segln la tribu analizada (ver anexo).

En cuanto a los polimorfismos del CYP1AL, éstos se han caracterizado principalmente en las poblaciones
asidtica y caucésica. Este polimorfismo se ha analizado debido a su capacidad para generar compuestos

genotoxicos y por su posible asociacién con la susceptibilidad a padecer ciertos tipos de cancer.



Garte et al, 2001 reporta una baja frecuencia del polimorfismo CYP1A1*2C en poblaciones caucésica (0.01),
africana (0.006) y japonesa (0.23). En cambio en las poblaciones americanas otros autores (Quinones et al,
1999, Mufioz S. et al 1998, Xie et al, 2004, Paz y Mifio et al, 2005 y Fragoso et al, 2005) reportan altas
frecuencias del polimorfismo CYP1A1*2C en chilenos mestizos (0.32), chilenos mapuches (0.91),

ecuatorianos (0.50) y amerindios (0.41).

Tabla 1.3 Frecuencia del polimorfismo CYP1A1*2C en distintas poblaciones.

Pablacién n Frecuencia Referencia

caucasica 3814 0.01 Garte et al, 2001
japonesa 626 0.23 Kawajiri et al, 1999
africana 445 0.006 Garte et al, 2001
chilena 96 0.32 Quinones et al,1999
chilena (Mapuche) 84 0.91 Mufioz et, al 1998
puertorriquefia 143 0.2 Xie et al, 2004
ecuatoriana 174 0.5 Paz y Mifio et al, 2005
amerindia* 106 0.41 Fragoso et al, 2005

*Los amerindios corresponden a la tribu Teenek de la Huasteca Potosina Mexicana
y a la tribu de los Mayos del norte de México (ver anexo).

El polimorfismo CYP1A1*4 se describi6 en poblacion caucasica alemana, con una frecuencia de 0.02
(Cascorbi et al, 1996), poco se ha explorado acerca de su frecuencia en otras poblaciones, aunque se ha
reportado que dicho polimorfismo también incide en la afinidad de la enzima por sus sustratos (Schwarz et al,

2001).



ESTUDIOS DE ASOCIACION (CASOS Y CONTROLES)

Como se menciond anteriormente, los polimorfismos en genes como el CYP1A1l, GSTM1 y GSTT1 se
han utilizado como posibles biomarcadores, con la finalidad de detectar individuos de alto riesgo a padecer
algln tipo de cancer, en estudios de asociacién (casos vs controles).

Los estudios que analizan el polimorfismo CYP1A1*2C encuentran una asociacion entre este polimorfismo y
el cancer pulmonar en poblaciones japonesa, china y chilena. (Kawajiri et al, 1991, Yang et al, 2004,
Quinones et al, 1999). Sin embargo, en la poblacién caucasica los resultados son inconsistentes, lo cual podria
deberse a la baja frecuencia de este polimorfismo (0 - 9 %) en dicha poblacion, lo que conduce
frecuentemente a estudios de meta-analisis que pueden generar resultados equivocados, debido a la

heterogeneidad de metodologias utilizadas en cada estudio.

El polimorfismo GSTM1*0 es muy frecuente en todos los grupos étnicos en los que se ha analizado.
Mohr et al, 2003 reporta en poblacidn caucasica y asiatica una asociacion entre este polimorfismo y todos los
tipos de cancer pulmonar, principalmente en individuos fumadores. Por otro lado, Gallegos et al, 2004,
reporta asociacién entre el polimorfismo GSTT1*0 y cancer pulmonar en poblacién mexicana del estado de

Jalisco.

En las poblaciones caucésica y africana, donde polimorfismo CYP1A1*2C es poco frecuente, es
necesario analizar cientos, o miles de individuos para encontrar el polimorfismo y aun asi la asociacion resulta
limitada. Al analizar los polimorfismos CYP1A1*2C y GSTM1*0 simultdneamente, la asociacion resulta

significativa (Hung et al, 2003).



Tabla 1.4 Estudios de casos vs controles que presentan una asociacion entre los polimorfismos y cancer

pulmonar.
Polimorfismo Tipo de Cancer Poblacion Referencia
japonesa Kawaijiri et al, 1999
CYP1A1*2C Adenocarcinoma china Yang et al, 2004
chilena Quinones et al, 2001
GSTM1*0 Adenocarcinoma  caucasica Mohr et al, 2003
Células pequefias japonesa Mohr et al, 2003
GSTT1*0 N/D mexicana Gallegos et al, 2004
CYP1A1*2C + GSTM1*0 Adenocarcinoma caucasica Hung et al, 2003

Adicionalmente, los polimorfismos de CYP1A1*2C, GSTT1*0 y GSTM1*0 se han correlacionado con otros
tipos de cancer como el de colon, de mama, de estdmago, de cavidad oral, de prostata, leucemia, entre otros
(Bell et al, 1993, Dialyna et al, 2003, Gronau et al, 2003, Acevedo et al, 2003, Gallegos et al, 2004, Suzuki et

al, 2004, Joseph et al, 2004).



HIPOTESIS

+ Dada la composicién étnica de la poblacion mexicana los polimorfismos CYP1A1*2C, CYP1A1*4,

GSTT1*0 y GSTM1*0 se presentaran con una frecuencia intermedia entre las reportadas para

poblaciones asiatica y caucasica.

< En los pacientes con cancer pulmonar sera mas frecuentes la combinacion de polimorfismos

CYP1A1*2C y GSTM1*0.

OBJETIVOS

+ Determinar la frecuencia de los polimorfismos CYP1A1*2C, CYP1A1*4, GSTM1*0 y GSTT1*0 en

poblacién abierta mexicana.

7
*

Determinar la frecuencia de los polimorfismos mencionados en pacientes mexicanos diagnosticados

con cancer pulmonar primario.

% Determinar si existe una posible asociacion entre los polimorfismos mencionados y el riesgo a

padecer cancer pulmonar.



JUSTIFICACION

Es indispensable caracterizar genéticamente la poblacion mexicana y determinar la frecuencia de los
polimorfismos que nos interesa estudiar, ya que los estudios existentes que conducen al entendimiento de la
susceptibilidad genética a enfermedades, a la respuesta terapéutica, asi como a la generacién de nuevos
farmacos, frecuentemente se han realizado en otras poblaciones que tienen una estructura genética distinta a la
nuestra. Si a esto agregamos que en los Gltimos afios ha incrementado de manera importante la incidencia de
enfermedades multifactoriales como las cardiovasculares, las respiratorias, las neurodegenerativas, las
neoplasias, entre otras, es evidente que la interaccion entre genotipo-fenotipo-medio ambiente es muy

importante para el desarrollo y tratamiento de dichas enfermedades.



Il. MATERIALES Y METODOS

OBTENCION DE MUESTRAS SANGUINEAS

SUJETOS SANOS

Las muestras sanguineas corresponden a individuos mexicanos que no estan relacionados y que
acudieron al banco de sangre del Hospital 20 de Noviembre del ISSSTE de la Ciudad de México, en el
periodo de Octubre del 2001 a Noviembre del 2004. Los donadores respondieron un cuestionario que
contenia preguntas acerca de su lugar de nacimiento, asi como el de sus padres y abuelos, edad, género,
factores de exposicion, etc.

En el estudio consideramos como mexicanos a los individuos nacidos en México, con padres y abuelos

también nacidos en México.

PACIENTES CON CANCER PULMONAR PRIMARIO

Para realizar el proyecto se establecio una colaboracion con la Clinica de Cancer del Instituto Nacional
de Enfermedades Respiratorias (INER), las muestras sanguineas se obtuvieron de pacientes con cancer
pulmonar primario, bajo la supervision del Dr. Jorge Morales Fuentes, Jefe del Servicio Clinico N. 3 de
Oncologia Neumologica.

Los donadores aceptaron participar voluntariamente en el estudio y firmaron una carta de consentimiento
informado, también, respondieron el cuestionario aplicado a los donadores sanos. Adicionalmente se tomaron
datos acerca del tipo histologico del cancer pulmonar, asi como los factores etioldgicos de importancia.

En el caso de los pacientes también se tomo en cuenta que hubieran nacido en México y que tuvieran padres y

abuelos nacidos en México.

El proyecto de investigacion se realizo bajo los siguientes criterios:
¢ Criterios de inclusion.
Individuos mexicanos

Los controles deben ser sanos y los pacientes deben estar diagnosticados con cancer pulmonar primario.



KD

%+ Criterios de exclusion.
Individuos extranjeros

Pacientes con cancer pulmonar secundario.

ESTIMACION DEL TAMANO DE LA MUESTRA

Se realizé una estimacion estadistica para determinar el tamafio de la muestra. Se tomaron en cuenta las

frecuencias reportadas para la poblacion caucasica y asiatica, utilizando la siguiente formula:

n = Z%q/2 (pqg)
BZ
Donde:
Za/2=1.96 (95% confianza)

B=0.05 error estandar

p vy q= dependen del gen y de la variabilidad en la poblacion analizada.

Estimacion del nimero de individuos necesarios para obtener la frecuencia de los polimorfismos GSTM1*0,

GSTT1*0y CYP1A1*2C, en poblacion mexicana con un nivel de confianza del 95%.

GSTMI1= (1.96)* (0.6)(0.4) / (0.05)* = 369 individuos
GSTTI=(1.96)* (0.9)(0.1) / (0.05)* = 138 individuos

CYPI1A1=(1.96)* (0.8)(0.2) / (0.05)* = 246 individuos

PURIFICACION DEL DNA

El DNA se purifico a partir de leucocitos por el método estdndar de precipitacion con fenol/cloroformo
(Sambrook 1987). En el caso de los pacientes con cancer pulmonar se utilizd la técnica reportada por D. K.

Lahiri 1991 para el analisis de RFLP’s.



ANALISIS GENOTIPICO DE CYP1A1l

Para determinar los polimorfismos del CYP1A1*2C y CYP1Al1*4 se realizd una amplificacion con los
oligonucleétidos RIV1 5 CTG TCT CCC TCT GGT TAC AGG AAG C 3’y RIV2 5° TTC CAC CCG TTG
CAG CAG GAT AGC C 3’, ya que ambos polimorfismos se encuentran en el mismo amplicon. Para la
reaccion de PCR se utilizaron 50 ng de DNA gendmico, 0.2mM de dntp’s, 20pM de cada primer, 1ul de
buffer 10X sin MgCl, (Fermentas), 1.5 mM de MgCl,, 1U de Taq Polimerasa recombinante (Fermentas) y
H,0 MQ para completar un volumen de 10pl.

Los ciclos del PCR se llevaron acabo en un termociclador Rapid Cycler de Idaho Technology, en el cual se

aplicaron las siguientes condiciones de reaccion:

Tabla 2.1 Condiciones de reaccidn para la amplificacion del CYP1Al

N. ciclos Etapa Tiempo Temperatura
1 Desnaturalizacion 2 min 94°C
Desnaturalizacion 30 seg 94°C
40 Alineamiento 30 seg 59°C
Extension 30 seg 72°C
1 Extension final 5 min 72°C

El producto de PCR corresponde a un fragmento de 204 pb, el cual es digerido con enzimas de restriccion

para identificar los polimorfismos del gen CYP1A1.

ANALISIS DE RFLP’s EN EL GEN CYP1A1

Para identificar el polimorfismo *2C se utiliz6 la enzima de restriccion BsrDI (New England Biolabs), esta
enzima reconoce el sitio 5 GCAATG 3’ que se pierde en el gen CYP1ALl por la transicion A—» G en la

posicion 4889 del exdon 7.



Las condiciones de restriccion utilizadas fueron las siguientes: 2 ul de producto de PCR, 0.8 pl de buffer 2
(10X), 0.08 pul de BSA, 0.2 U de enzima BsrDI y 4.92 de H,O MQ. La reaccidon se mantuvo en incubacion a
65°C durante 3 horas.

Para identificar el polimorfismo *4 se utilizo la enzima de restriccion Bsal (New England Biolabs), la enzima
reconoce el sitio 5> GGTCTC 3’ que se pierde en el gen CYP1Al debido a una transversion C—»A en la
posicion 4887 del ex6n 7. Las condiciones de restriccion utilizadas fueron las siguientes: 2 pl de producto de
PCR, 0.8 ul de buffer 2 (10X), 0.1 U de enzima Bsal y 5.1 de H,O MQ. La reacciéon se mantuvo en

incubacién a 50°C durante 3 horas.

ANALISIS GENOTIPICO DE GSTM1 Y GSTT1

Para el andlisis de los polimorfismos GSTM1*0 y GSTT1*0 se realizO un PCR multiple con los
oligonucledtidos RGM1 5 GAA CTC CCT GAA AAG CTA AAG C 3°, RGM2 5° GTT GGG CTC AAA
TAT ACG GTG G 3°, RGT1 5° TTC CTT ACT GGT CCT CAC ATC TC 3°, RGT2 5 TCA CCG GAT CAT
GGC CAG CA 3’, RB1 5 GAA CTG CCA CTT CAG CTG TCT 3* y RB2 5 CAG CTG CAT TTG GAA
GTG CTC 3’, los cuales tienen puntos de fusion similares para permitir la amplificacion simultanea de los
genes en la misma reaccion.

Los oligonucledtidos estan disefiados en la region polimorfica de los genes GSTM1 y GSTT1, donde ocurre la
delecion. Los individuos que tienen el polimorfismo en condicion homociga resultan negativos para la
reaccion de PCR, sin embargo los heterocigos y los homocigos silvestres amplifican el mismo fragmento, de

tal forma que la metodologia no permite identificar ambas clases genotipicas por separado.

Para la reaccion de PCR se utilizaron 50 ng de DNA gendmico, 0.2mM de dntp’s, 20pM de cada primer, 1pl
de buffer 10X, 2 mM de MgCl, 0.1U de Taq Polimerasa (Promega), 0.1 pl de anticuerpo Anti Taq ( BD
Biosciences), 0.8 pl de buffer EDB y H,O para alcanzar un volumen de 10 pl.

Los ciclos del PCR se llevaron acabo en un termociclador Rapid Cycler de Idaho Technology, en el cual se

aplicaron las siguientes condiciones de reaccion:



Tabla 2.2 Condiciones de reaccion para la amplificacion de GSTM1y GSTT1

N. ciclos Etapa Tiempo Temperatura
1 Desnaturalizacion 2 min 94°C
Desnaturalizacion 30 seg 94°C
40 Alineamiento 30 seg 63°C
Extension 30 seg 72°C
1 Extension final 5 min 72°C

En el caso del gen GSTM1 se amplifica un fragmento de 215 pb, y para el gen GSTT1 un fragmento de 480
pb. Se utilizé el gen del CYP1A1 como un control interno de la reaccion, el cual genera un fragmento de 312

pb, lo anterior para determinar ambos genotipos nulos de los genes GSTM1 y GSTT1.

Todos los productos de PCR y las digestiones se visualizaron en geles de agarosa al 3%, por tincion con

bromuro de etidio 10mg/ml en buffer TBE 0.5X.

SECUENCIACION DE LOS FRAGMENTOS OBTENIDOS POR PCR.

Los fragmentos de 480 pb, 215 pb y 204 pb correspondientes a los genes GSTT1, GSTM1 y CYP1Al
respectivamente, fueron reamplificados y purificados utilizando el Kit “Purification Product of PCR”
(Qiagen) para su secuenciacion, la cual se llevd a cabo en la unidad de secuenciacion del Instituto de

Investigaciones Biomédicas.



ANALISIS ESTADISTICO

Se realizo el andlisis estadistico para obtener las frecuencias genotipicas y alélicas de los genes GSTM1,

GSTT1y CYP1Al, utilizando las siguientes formulas.

Frecuencias genotipicas
P:NAA * 100 / N total
H=N 5, *100 /N total

Q=N ,, *100 /N total

Frecuencias alélicas

Alelo A=2P + 5 H/ total alelos

Alelo a=1-P

Se evaluaron 1058 alelos

Se utilizo la formula p*+ 2pq+ q° para determinar si el gen CYP1A1 se encuentra en equilibrio de Hardy -
Weinberg y se aplicé una prueba de X’= £, (O-E)*/E, con la correccién de Yates, 1 grado de libertad y
p=0.05.

En el analisis de ligamiento teorico se utilizo la siguiente formula:

A=h-p1p2

Para realizar el analisis unicamente se tomaron en cuenta los homocigotos Ile o los homocigotos Val, con las

tres clases genotipicas del polimorfismo CYP1A1*4, como se muestra en la tabla.

Analisis de haplotipos N

Ile/Tle Thr/Thr 111
Ile/Tle Thr/Asn 11
Ile/Tle Asn/Asn 0
Val/Val Thr/Thr 154
Val/Val Thr/Asn 14
Val/Val Asn/Asn 1

291

A partir de estos datos se obtuvieron las frecuencias de los haplotipos como se menciono anteriormente.



MAPAS

Se realiz6 una busqueda bibliografica para obtener las frecuencias de los polimorfismos CYP1A1*2C,
GSTM1*0 y GSTT1*0 en distintas poblaciones y se utilizoé el software ArcView.GIS. Version 3.1 para

representar la variabilidad étnica en la frecuencia de los polimorfismos.

ANALISIS DE SIMILITUD

La similitud entre la poblacion mexicana analizada y las poblaciones reportadas, se determino utilizando el
software NTSYSpc 2.11T, (C) 2000-2004, Applied Biostatistics Inc. La matriz de datos se construyo6 con las
frecuencias de los polimorfismos CYP1A1*2C, GSTM1*0 y GSTT1*0, reportadas para otras poblaciones y las
obtenidas en este trabajo, para la poblacion mexicana (ver matriz en anexo).

La estandarizacion de los datos se realiz6 mediante la ecuacion de la recta y=mx+b (ver anexo)

A partir de la matriz de datos estandarizados se corrid el analisis de similitud utilizando la distancia

Manhattan (matriz de datos en anexo) y el agrupamiento se realizé utilizando el algoritmo UPGMA.



I11. RESULTADOS Y DISCUSION

CARACTERISTICAS DE LA POBLACION ANALIZADA

Se obtuvieron algunos datos de la poblacion bajo estudio como: edad, género, tabaquismo, lugar de
nacimiento y tipo sanguineo con la finalidad de caracterizar la muestra.
En la poblacion analizada se encuentran individuos en un rango de edad entre los 19 a 69 afios, aunque la
mayoria se distribuye entre los 40 a 60 afios. En cuanto al género, 79% corresponde a hombres y 21% a
mujeres.
Debido a que el cancer pulmonar se atribuye principalmente al tabaquismo es importante tomar en cuenta este
factor en la poblacion control. El 55% corresponde a no fumadores y el 45% a fumadores, sin embargo es
importante mencionar que entre los no fumadores la mayoria son fumadores pasivos, ya que se encuentran

expuestos al humo del tabaco en el lugar de trabajo o en su casa.

Tabla 3.1 Algunas caracteristicas de la poblacién sana analizada

Rango edad n Percentil Género n Percentil Fumadores n Percentil
18-29 126 24 Masculino 413 78 si 291 55
30-39 130 25 Femenino 116 22 no 238 45
40-49 195 37
50-59 66 12
60-69 12 2

529 529 529

Por otro lado, es necesario considerar el linaje del grupo étnico al que pertenece la muestra, ya que el
impacto ambiental y la susceptibilidad genética es distinta en cada poblacion, esto debido a los antecedentes

propios de cada poblacion especifica.



ORIGEN GEOGRAFICO DE LOS INDIVIDUOS INCLUIDOS EN EL ESTUDIO

Existen fluctuaciones en las frecuencias de los polimorfismos en una misma poblacion, dependiendo
del lugar de origen de los individuos, esto puede deberse a las mezclas entre nativos americanos con europeos,
asidticos, africanos, etc. Buentello et al, 2003 reportan que en los estados del norte del pais como Jalisco y
Nuevo Leon, la mezcla se llevo a cabo entre indigenas mexicanas con europeos principalmente, mientras que
en estados como Veracruz y Guerrero la mezcla predominante fue con esclavos africanos. Esta puede ser
alguna de las causas por las que existen fluctuaciones en las frecuencias de los polimorfismos, segun el lugar
de origen de los individuos estudiados.

Debido a lo anterior realizamos un analisis del origen de los individuos incluidos en el estudio y encontramos
una mayor representacion de la zona centro-sur del pais, principalmente del Distrito Federal y de los estados
de México, Michoacan, Guerrero, Querétaro, Tlaxcala, Hidalgo, Veracruz, Morelos, Oaxaca y Puebla. Las
fluctuaciones en las frecuencias de los polimorfismos CYP1A1*2C, GSTM1*0 y GSTT1*, obtenidas para

algunos estados de la Republica Mexicana, se discutiran mas adelante.
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Fig. 3.2 Origen de los individuos incluidos en el estudio.
El nimero indica los sujetos provenientes de cada estado



GRUPOS SANGUINEOS EN LA POBLACION MESTIZA MEXICANA ANALIZADA

La poblacion mexicana es producto de la mezcla entre distintas poblaciones, por lo que ha sido
particularmente dificil definir parametros propios que puedan caracterizarla; entre los trabajos publicados
acerca de la estructura de la poblacion mexicana se encuentran los analisis de marcadores satélite, marcadores
mitocondriales, el gen de la G6PD (glucosa 6 fosfato), genes del MCH (complejo mayor de
histocompatibilidad), los grupos sanguineos (sistema ABO, MN, Rh, y algunos antigenos del suero), etc.
(Garza-Chapa et al, 1978, Lisker 1981, y Buentello et al, 2003).

En el presente trabajo analizamos la frecuencia del sistema sanguineo (ABO) en nuestra muestra de poblacion
sana, con la finalidad de tener un parametro comparable con lo que se ha publicado en poblacion mestiza
mexicana, lo cual podria apoyar la representatividad de nuestra poblacion estudiada.

Encontramos que el tipo sanguineo predominante es el tipo O, seguido por el tipo A, B, y AB, lo cual
concuerda con los datos obtenidos por Lisker y Garza-Chapa en distintas poblaciones de la Republica

Mexicana.
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Fig. 3.1 Grupos sanguineos encontrados en la poblacién analizada.

Es importante mencionar que en algunas poblaciones indigenas de México la frecuencia del alelo O alcanza el
100%, mientras que en poblaciones europeas y asiaticas predominan los alelos A y el B. Algunos autores han
utilizado las variaciones en las frecuencias de los tipos sanguineos ABO como un indicador de poblaciones

mezcladas (Lisker 1981).



Tabla 3.2 Comparacion de los grupos sanguineos en dos poblaciones mestizas mexicanas

Alelo Lisker 1981 Este estudio  Diferencia Diferencia2 X2

A 0.178 0.2329 0.054 0.003  0.0169
B 0.055 0.1 0.045 0.002  0.0368
o 0.767 0.666 -0.101 0.0102  0.0112

0.0649

En la prueba de X? con dos grado de libertad y una p=0.95, el valor es de 0.103.

De acuerdo al analisis anterior y tomando en cuenta que los individuos incluidos en el estudio son mexicanos,
al menos por tres generaciones, es muy probable que la muestra analizada en este estudio corresponda a la

poblacion mestiza mexicana reportada por Lisker, 1981.



ANALISIS GENOTIPICO DE LOS POLIMORFISMOS

GSTM1*0y GSTT1*0

Con los oligonucledtidos mencionados en materiales y métodos se obtuvo un fragmento de 480 pb que
corresponde al gen GSTT1, un fragmento de 312 pb que corresponde al gen CYP1A1 (control interno de la

reaccion) y un fragmento de 215 pb que corresponde al gen GSTM1.

GSTT1
480 pb
312 pb CYP1Al
GSTM1

215 pb

1-.Control, 2.- marcador 50pb, 3. GST1*0,
4. GSTM1*0 ,5.-GSTM1*0 + GSTT1*0

Fig 3.3 Genotipificacion de GSTM1y GSTT1

CYP1A1*2C Y CYP1A1*4

Utilizando los oligonucledtidos RIV1 y RIV2 (ver Materiales y Métodos) se amplifica un fragmento de 204
pb, que al ser digerido con la enzima de restriccion BsrDI se detecta el polimorfismo *2C, y con la enzima de

restriccion Bsal se detecta el polimorfismo *4. El patron de restriccion para los polimorfismos es el siguiente:



=p 204 pb
= 149 pb

= 55 pb

Fig. 3.4 Analisis de RFLP’s para CYP1A1*2C

En el caso del polimorfismo CYP1A1*2C el sitio de restriccion BsrDI se pierde por la transicion A—G. El
homocigoto del alelo valina presenta un solo fragmento de 204 pb, el heterdcigoto isoleucina/valina presenta
tres fragmentos; 204pb, 149 pb y 55 pb, el homdcigoto isoleucina presenta dos fragmentos uno de 149 pb y
otro de 55 pb.

Para el polimorfismo CYP1A1*4 el sitio de restriccion Bsal se pierde con la transversion C—»A. En este
caso el homocigoto para alelo treonina presenta dos fragmentos uno de 139 pb y otro de 65 pb, el heterdcigoto
treonina/asparagina presenta tres fragmentos; 204pb, 139 pb y 65 pb, finalmente, el homdcigoto asparagina
solamente presenta el fragmento de 204 pb.

Los fragmentos de 480 pb, 215 pb y 204 pb que corresponden a los genes GSTT1, GSTM1 y CYP1Al
respectivamente, fueron purificados y reamplificados para su secuenciacion. Esta confirmé la identidad de los
genes en el NCBI (The National Center for Biotechnology Information) por medio de un alineamiento

BLASTn.
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>|_ gi 13430063 | gb|AF253322.1]|AF253322 E Homo sapiens cytochrome P450
(CYP1A1l) and cytochrome P450 (CYP1A2)

genes, complete cds

Length=43064

Score = 404 bits (204), Expect = 4e-110
Identities = 2047204 (100%), Gaps = 0/204 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 1 TTCCACCCGTTGCAGCAGGATAGCCAGGAAGAGAAAGACCTCCCAGCGGGCAATGGTCTC 60

PR e e e e e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 5785 TTCCACCCGTTGCAGCAGGATAGCCAGGAAGAGAAAGACCTCCCAGCGGGCAATGGTCTC 5844

Query 61 ACCGATACACTTCCGCTTGCCCATGCCAAAGATAATCACCTTCTCACTTAACACCTTGTC 120

LR e e e e e e e e e e e el
Sbjct 5845 ACCGATACACTTCCGCTTGCCCATGCCAAAGATAATCACCTTCTCACTTAACACCTTGTC 5904

Query 121  GATAGCACCATCAGGGGTGAGAAACCGTTCAGGTAGGAACTCAGATGGGTTGACCCATAG 180
EEEEREEEE e e e e e e e e el
Sbjct 5905 GATAGCACCATCAGGGGTGAGAAACCGTTCAGGTAGGAACTCAGATGGGTTGACCCATAG 5964

Query 181  CTTCCTGTAACCAGAGGGAGACAG 204




gi1]386429]gbh]S62935.1]S62935 GSTM1 (GSTM1lb)=class-mu glutathione
transferase {exon 6-intron 6-exon 7} [human,

Genomic, 272 nt] Length = 272 Score = 44.1 bits (22),

Expect = 0.002 ldentities = 22/22 (100%) Strand = Plus / Minus

gi]13383328|dbj JABO57594.1] @ Homo sapiens GSTT1 gene for glutathione
S-transferase TT1l, complete cds
Genomic, 392 nt] Length = 392 Score = 46.1 bits (23), Expect = 8e-04

Identities = 23/23 (100%) Strand = Plus 7/ Plus

Fig. 3.5 Secuenciacion y BLASTn de los fragmentos obtenidos por PCR.

FRECUENCIAS DE LOS POLIMORFISMOS EN LA POBLACION MESTIZA MEXICANA.

GSTM1*0 Y GSTT1*0

El porcentaje obtenido para los homoécigotos GSTM1*0 fue del 33.45 %, para GSTT1*0 del 12.1% y
para los homoécigotos GSTM1*0 + GSTT1*0, del 2.2%. Estos resultados concuerdan con los esperados, ya
que se ha reportado que los polimorfismos se encuentran ampliamente representados en todas las poblaciones
estudiadas. No obstante ambos polimorfismos son menos frecuentes en poblaciones latinoamericanas que en

las otras poblaciones analizadas.

En el caso del polimorfismo GSTM1*0 se reportaron bajas frecuencias en las poblaciones chilena, amerindia
y africana (20-35%), sin embargo en las poblaciones caucasica y asidtica dichas frecuencias son muy altas

(50-70%).

Para el polimorfismo GSTT1*0 la frecuencia en la poblacion mexicana es la mas baja que se ha encontrado
hasta el momento (12%) en poblaciones mestizas, comparable Unicamente con las bajas frecuencias
encontradas en amerindios (0-18%); en brasilefios mulatos (17%) y en algunos caucasicos (18%), mientras

que en africanos y asiaticos las frecuencias del polimorfismo GSTT1*0 rebasan el 20%.




CYP1A1*2Cy CYP1A1*4

La frecuencia obtenida para el alelo valina (polimorfismo *2C) en la poblacion mexicana (0.54) es similar a la
reportada en poblacion ecuatoriana (0.5). En las tribus brasilefias las frecuencias oscilan desde 0.54 en la tribu
Surui hasta 1 en la tribu Aché, y en la tribu chilena Mapuche la frecuencia de este alelo es de 0.91, mientras
que en otros grupos €tnicos como los asiaticos (0.23), caucasicos (0.01) y africanos (0.06) las frecuencias del
polimorfismo son mas bajas.

Con respecto al polimorfismo CYP1A1*4 existen pocos datos acerca de su frecuencia en las distintas
poblaciones, no obstante consideramos importante incluirlo en nuestro estudio ya que esta variante también es

capaz de formar intermediarios reactivos con mayor eficiencia que la enzima silvestre.

Tabla 3.3 Frecuencias de los polimorfismos CYP1A1*2C, GSTT1*0 y GSTM1*0 en poblacion mestiza

mexicana.
Frecuencia Frecuencia
CYP1Al Genotipo n genotipica (%) Alelo alélica
ile/ile 122 23
CYP1AL*2C ile/val 238 45 ile 0.46
val/val 169 32 val 0.54
thr/thr 474 89.6
CYP1A1*4 thr/asn 51 9.6 thr 0.94
asn/asn 4 0.75 asn 0.06
GST’S %
GSTM1*0 33.45
GSTT1*0 12.1
GSTM1*0 + GSTT1*0 2.2

El andlisis genotipico se llevd a cabo en 529 individuos (1058 alelos).

En nuestro estudio, la frecuencia alélica del polimorfismo CYP1A1*4 es de 0.06, esto contrasta con la alta
frecuencia obtenida para el polimorfismo CYP1A1*2C (0.54), ya que se ha postulado que ambos se

encuentran ligados al encontrarse a s6lo dos bases de distancia.



En la poblacion caucésica la frecuencia de los polimorfismos CYP1A1*2C y CYP1A1*4 es muy baja, lo cual
concuerda con la hipdtesis del ligamiento, sin embargo los datos obtenidos en nuestro estudio para la
poblacién mexicana no concuerda con dicha hipoétesis.

Debido a lo anterior se realizd un analisis tedrico de ligamiento para los polimorfismos CYP1A1*2C y

CYP1A1*4, el cual se discute a continuacion.

ANALISIS TEORICO DE LIGAMIENTO PARA LOS POLIMORFISMOS CYP1A1*2C y CYP1A1*4

Los analisis de ligamiento se realizan para determinar si la segregacion de un locus se lleva cabo de
manera independiente, o si se encuentra ligado con otros genes. En el caso de los polimorfismos se han
observado algunos casos, en los cuales determinados haplotipos se encuentran en desequilibrio de ligamiento.
En nuestro estudio esperariamos que los polimorfismos CYP1A1*2Cy CYP1A1*4 se encontraran ligados, sin
embargo los resultados sugieren que no ocurre asi.

Debido a lo anterior realizamos un analisis teérico de ligamiento.

Tabla 3.4 Analisis de ligamiento para los polimorfismos CYP1A1*2C y CYP1A1*4

Haplotipos Frecuencia

ile;thr 0.4392
ile;asn 0.0207
val;thr 0.5144
val;asn 0.0255
A=h-p1p2 0

De acuerdo al anélisis anterior, los polimorfismos CYP1A1*2C y CYP1A1*4 no se encuentran ligados. Esto
podria explicarse por la antigiiedad de los polimorfismos, podria ser que el polimorfismo CYP1A1*2C sea
mas antiguo en las poblaciones latinoamericanas y que el polimorfismo CYP1A1*4 se haya adquirido

recientemente, por lo cual se encontraria poco representado en nuestra poblacion.



Sin embargo es necesario realizar estudios de ligamiento mas detallados que permitan determinar con
exactitud la frecuencia de los haplotipos. Ademas la falta de datos acerca de la frecuencia del polimorfismo

CYP1A1*4, no permite conocer si esta condicion ocurre en otras poblaciones.

ANALISIS DEL POLIMORFISMO CYP1A1*2C EN DISTINTAS POBLACIONES

Se realiz6 un analisis de “cluster”, en el cual se puede observar que las poblaciones nativas de América
se separan del resto de las poblaciones. A excepcion de la brasilefia, las demas poblaciones americanas se
encuentran después de la asiatica y en esta poblacion la frecuencia del polimorfismo CYP1A1*2C es del 24%,
mientras que en los grupos de arriba las frecuencias son mas bajas.

La distribucion del alelo en las poblaciones americanas concuerda con la teoria de la migracion de asiticos
por el estrecho de Behring en la tltima glaciacion, lo cual podria sugerir que polimorfismo CYP1A1*2C

provino de los asiaticos y que ocurri6 una fijacion del alelo en las poblaciones nativas de América, que se ha
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Fig. 3.6 Cluster realizado para el polimorfismo CYP1A1*2C en distintas poblaciones.



VARIANZA EN LAS FRECUENCIAS DE LOS POLIMORFISMOS

Una de las limitantes para realizar estudios significativos de asociacion entre polimorfismos y
enfermedades ha sido la frecuencia de los polimorfismos a estudiar, en la poblacion abierta.
Se han observado fluctuaciones en las frecuencias de los polimorfismos segtn el origen de los individuos
incluidos en el estudio, aunque pertenezcan al mismo grupo étnico. Debido a esto, realizamos un analisis de
las frecuencias de los polimorfismos CYP1A1*2C, CYP1A1*4, GSTM1*0 y GSTT1*0, por estado de la
Republica del que provienen los individuos analizados, con la finalidad de observar la varianza de los datos y

determinar si nuestra estimacion de la frecuencia es confiable.

Tabla 3.5 Frecuencia y analisis de la varianza obtenida para algunos estados de la Republica Mexicana.

Frecuencias GST Frecuencias CYP1A1

Estado M1*0 T1*0 ILE VAL THR ASN  TOTAL

DF 0.33 0.15 0.39 0.61 0.94 0.06 317
Edo. Méx 0.46 0.12 0.42 0.58 0.95 0.05 32
Hidalgo 0.53 0.13 0.57 0.43 0.97 0.03 15
Oaxaca 0.43 0.06 0.38 0.62 1 0 16
Puebla 0.5 0.05 0.5 0.5 0.95 0.05 20
Veracruz 0.3 0.04 0.41 0.59 0.96 0.04 23
Suma 2.55 0.55 2.67 3.33 5.77 0.23 423
Promedio 0.425 0.09167 0.445 0.555 0.96167 0.03833 70.5
Desv.STD 0.09225 0.04708 0.0745 0.0745 0.02137 0.02137 120.914433
Varianza 0.00851  0.00222 0.00555 0.0056  0.00046 0.00046 14620.3

*En el analisis solo se incluyeron los estados en los que teniamos al menos 15 individuos.



En el analisis anterior se observa que la varianza obtenida para los polimorfismos es pequeiia, aunque
en algunos estados tenemos pocos individuos la variacion en las frecuencias no son significativas y cabe
recordar que entre menor sea la varianza, menor sera el numero de individuos necesarios para obtener una
estimacion confiable de las frecuencias.

Para los polimorfismos de las GST’s, la varianza es un orden de magnitud mas alta que para los de CYP1AL,
esto puede deberse a que la informacion acerca de la distribucion de las frecuencias alélicas para GST’S es
incorrecta, ya que no se ha descrito hasta el momento una metodologia que pueda distinguir los heterocigotos
de los homocigotos nativos, lo cual limita considerablemente el analisis genotipico. En el caso del CYP1A1l, la
metodologia permite identificar las tres clases genotipicas y analizar si se encuentran bajo el equilibrio de

Hardy-Weinberg, el cual se discute a continuacion.

EQULIBRIO DE HARDY-WEINBERG PARA LOS POLIMORFISMOS CYP1A1*2CY CYP1A1*4.

El equilibrio de Hardy-Weinberg enuncia que en una poblacion ideal (diploide, de grandes
proporciones, con reproduccion sexual y de apareamiento aleatorio), las frecuencias alélicas no cambian en el

tiempo y se comportan de acuerdo con la siguiente regla matematica:

q°+2pa+q’

En las poblaciones humanas frecuentemente se cumplen los supuestos, sin embargo hay algunas excepciones
que se dan cuando las poblaciones son aisladas (endogamia), cuando los alelos estan sujetos a seleccion o
cuando existen errores en las estimaciones estadisticas de la muestra.

En el CYP1A1 se ha observado una gran variabilidad en las frecuencias de sus polimorfismos, seglin las
poblaciones analizadas. Es posible que en algin momento (historico) el alelo valina se haya fijado en las
poblaciones americanas, por lo cual es importante determinar si las frecuencias de los alelos se ajustan a la

regla matematica de Hardy-Weinberg.



Tabla 3.6 Prueba de X° para los polimorfismos CYP1A1*2C y CYP1A1*4

Genotipo Esperados Observados Diferencia  D/E

p° ile 112 122 10 0.89
2pq ile/val 263 238 -25 2.38
q° val 154 169 15  1.46
X2 4.73
p° thr 467 474 7 0.1
2pq thr/asn 60 51 -9 1.35
o’ asn 2 4 2 2
X? 3.45

En la prueba de X2 con dos grado de libertad y una p=0.05, el valor es de 5.99.

Los valores obtenidos para los polimorfismos CYP1A1*2C y CYP1Al1*4 fueron de 4.73 y 3.45,
respectivamente. Esta diferencia no es significativa, por lo tanto ambos polimorfismos se encuentran bajo el
equilibrio de Hardy-Weinberg.

Debido a lo anterior se puede considerar que las frecuencias no han cambiado por alglin tiempo y es probable

que las diferencias entre los grupos étnicos se deban a la mezcla entre ellos.

VARIABILIDAD ETNICA DE LOS MARCADORES GSTM1*0, GSTT1*0 Y CYP1A1*2C EN
DISTINTAS POBLACIONES.

En el presente estudio postulamos la siguiente hipdtesis: “La poblacion mexicana presentara una
frecuencia intermedia de los polimorfismos GSTT1*0, GSTM1*0 y CYP1A1*2C, entre las frecuencias
reportadas para las poblaciones asidtica y caucasica”, lo anterior de acuerdo con las migraciones historicas
que se han documentado en el continente americano; en primer lugar la migracion asiatica por el estrecho de

Behring y posteriormente a la migracion europea debida a la conquista del continente americano en el siglo

XVL



En la figura 3.6 se observa la variabilidad de datos reportados para los polimorfismos GSTT1*0, GSTM1*0 y
CYP1A1*2C en las distintas poblaciones analizadas (ver detalle en anexo). A partir de lo anterior se llevé a
cabo un analisis de similitud entre la poblacion mexicana y las demas poblaciones en las que se analizaron

dichos polimorfismos.

VARIACION ETNICA EN LA FRECUENCIA DEL POLIMORFISMO CYP1A1*2C
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Fig. 3.7 Distribucion de las frecuencias de los polimorfismos de GSTM1*0,
GSTT1*0 y CYP1A1*2C en diferentes poblaciones.

SIMILITUD DE LA POBLACION MEXICANA CON RESPECTO A OTRAS POBLACIONES.

A partir de las frecuencias de los polimorfismos GSTM1*0, GSTT1*0y CYP1A1*2C en las distintas
poblaciones, se llevo a cabo un analisis de similitud entre la poblacion mexicana y las demas poblaciones en
las que se han reportado dichos polimorfismos (ver anexo y materiales y métodos para mayor detalle).

En el analisis de similitud se observan dos grupos: el primero se encuentra conformado por caucésicos,
brasilefios blancos, arabes, espafioles, brasilefios mulatos, africanos y asiaticos. En el segundo grupo se
encuentran las poblaciones americanas, como chilenos, amerindios, mexicanos (datos de este estudio),
brasilefios obscuros y puertorriquefios.

Los mexicanos se encuentran agrupados en una rama intermedia entre amerindios y brasilefios obscuros, lo
que sugiere que los mexicanos conservan una mayor similitud con dichos grupos, segin los polimorfismos

analizados.
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Fig. 3.8 Similitud entre las diferentes poblaciones analizadas, segun los
polimorfismos GSTM1*0,GSTT1*0 y CYP1A1*2C.

De acuerdo al analisis anterior, podriamos esperar que la asociacion entre los polimorfismos GSTM1*0,
GSTT1*0 y CYP1A1*2C y el cancer pulmonar sea positiva en la poblacion mestiza mexicana, ya que dicha
poblaciéon es mas parecida a las poblaciones chilena y asiatica en las cuales se ha encontrado asociacion
significativa entre los polimorfismos mencionados y el cancer pulmonar.

Por otro lado, conocer la similitud entre las poblaciones segiin sus polimorfismos, puede ayudar al
entendimiento del efecto de los mismos en las distintas poblaciones. Debido a esto es de gran importancia
caracterizar la poblacion en que se realizan los estudios epidemioldgicos, en este caso la poblacion mestiza
mexicana, y contextualizar sus antecedentes genéticos, asi como su relacion con los demas grupos étnicos.
Esto es importante ya que cada poblacion responde diferente ante la promocion, desarrollo y tratamiento de
enfermedades, no obstante este tipo de analisis podria predecir la respuesta en poblaciones que no han sido

estudiadas.



POSIBLES GENOTIPOS DE RIESGO EN LA POBLACION SANA.

Como mencionamos anteriormente los polimorfismos GSTM1*0, GSTT1*0 y CYP1A1*2C tienen
relevancia en el estudio de enfermedades genéticas/ambientales, como el cancer. En el presente estudio
realizamos un andlisis exploratorio entre los polimorfismos mencionados y la susceptibilidad a padecer cancer
pulmonar.

En la poblacion sana analizada se identificaron los posibles genotipos de riesgo (GSTM1*0, GSTT1*0 y
CYP1A1*2C). Se tomaron en cuenta las distintas combinaciones entre ellos y encontramos que 190 individuos
de un total de 529, tienen alguna combinacion de los genotipos de riesgo, lo cual corresponde al 35.92% de la

poblacion total analizada.

Tabla 3.7 Genotipos de riesgo encontrados en 529 individuos mexicanos sanos

GST CYP1A1 n
GSTT1*0 ile/val 25
GSTT1*0 valfval 17
GSTM1*0 ile/val 75
GSTM1*0 valfval 63
GSTT1*0 + GSTM1*0 ile/val 6
GSTT1*0 + GSTM1*0 val/val 4
Total 190

Es importante considerar que en las poblaciones nativas de América la frecuencia del alelo valina
(polimorfismos CYP1A1*2C) es de hasta 100% y en las poblaciones mestizas se siguen conservando las altas
frecuencias. Lo anterior podria sugerir dos posibilidades: a) las poblaciones americanas son mas susceptibles
al dafio genético ocasionado por los carcindogenos ambientales, b) aunque la frecuencia del polimorfismo
CYP1A1*2C es muy alta en poblaciones americanas, su efecto podria estar modulado por la baja frecuencia

de otros polimorfismos como GSTM1*0 y GSTT1*0.



Por otro lado, es importante mencionar que los polimorfismos GSTM1*0, GSTT1*0 y CYP1A1*2C tienen
importancia en el desarrollo de algunas enfermedades, segun la duracién y la intensidad de la exposicion a
carcinogenos ambientales. Por estas razones se analizo la posibilidad de que dichos polimorfismos tuvieran
una relacion con la susceptibilidad a padecer cancer pulmonar, ya que este cancer se atribuye principalmente a

la exposicion de los individuos con los carcinégenos generados durante la combustion del tabaco.

ANALISIS DE LAS MUESTRAS DE PACIENTES CON CANCER PULMONAR PRIMARIO.

Se analizaron 20 pacientes diagnosticados con cancer pulmonar primario en los que también se
identificaron los genotipos de riesgo. Los resultados obtenidos fueron los siguientes: el 46.67% presentan el
genotipo GSTM1*0, el 6.67% presentan el genotipo GSTT1*0, el 53.33% el genotipo CYP1A1*2C ile/val y el
13.33% presentan el genotipo CYP1A1*2C val/val. En cuanto a los genotipos combinados el 35% de los

pacientes presenta alguna combinacion de los genotipos de riesgo.

Tabla 3.8 Frecuencias de los marcadores GSTM1*0, GSTT1*0, CYP1A1*2C en pacientes con cancer
pulmonar primario

Polimorfismo %
GSTT1*0 10
GSTM1*0 35
CYP1Al1 *2C

ile/val o val/val 55
Combinados 35

Desafortunadamente los datos obtenidos no permiten realizar ninguna asociacion entre los polimorfismos
analizados con la susceptibilidad a padecer cancer pulmonar. Sin embargo este estudio pone de manifiesto la
necesidad de realizar estudios mas detallados que incluyan un mayor nimero de pacientes y/o otros

marcadores importantes en el desarrollo de la enfermedad.



IV. CONCLUSIONES

En el presente estudio se observo que la muestra estudiada corresponde a una poblacién mestiza mexicana,

segln la comparacidn de los grupos sanguineos.

La estimacion de la frecuencia de los polimorfismos es confiable, aunque en algunos estados contamos con

pocos representantes la variabilidad no es significativa.

La frecuencia de los polimorfismos CYP1A1*2C GSTM1*0 y GSTT1*0 en la poblacién mestiza mexicana
analizada fueron: 0.54, 34% y 12%. Estas frecuencias son muy distintas a las que se han reportado para otras

poblaciones.

Los polimorfismos CYP1A1*2C y CYP1A1*4 no se encuentran ligados, sin embargo ambos se encuentran en
equilibrio de Hardy-Weinberg. Esto podria sugerir que el polimorfismo *2C es mas antiguo y que el

polimorfismo *4 pudo ser adquirido recientemente en nuestra poblacion.

En el analisis de similitud se observd que la poblacidn mestiza mexicana se agrupa con las poblaciones

americanas, y presenta mayor similitud con las poblaciones nativas de América.

En la muestra de poblacion sana, se encontré que el 35.92 % presenta alguna combinacion de los genotipos de
riesgo (polimorfismos CYP1A1*2C, CYP1Al1*4, GSTM1*0 y GSTT1*0) vy en los pacientes con cancer

pulmonar primario, también el 35% los presenta.

El tamafio de muestra de los pacientes resulta insuficiente para realizar alguna asociacion entre los

polimorfismos de riesgo con la susceptibilidad a padecer cancer pulmonar.



V. PERSPECTIVAS

Debido a que las enfermedades que involucran la interaccion genotipo-medio ambiente han incrementado su
incidencia en los ultimos afios y a que los factores determinantes en el desarrollo de la enfermedad son: la
exposicion, el estilo de vida y la carga genética, es importante ampliar dichos estudios y determinar si los
polimorfismos GSTM1*0, GSTT1*0,y CYP1A1*4 y CYP1A1*2C tienen alguna relacién con la susceptibilidad

a padecer cancer pulmonar, en la poblacion mexicana.

El presente trabajo pone de manifiesto la necesidad de realizar estudios mas amplios de polimorfismos
especificos, con la susceptibilidad a padecer alguna enfermedad de interés para la poblacién mexicana. Los
analisis de susceptibilidad genética podrian enriquecerse incluyendo otros marcadores importantes en el
desarrollo de la enfermedad, de tal forma que se podrian construir mapas de susceptibilidad especificos para

cada poblacién.

Adicionalmente, las enzimas codificadas por los genes estudiados participan en la desintoxicacion de una gran
cantidad de farmacos terapéuticos contra el cancer. Los andlisis genéticos de dichas variantes enzimaticas,
pueden contribuir al entendimiento de la respuesta farmacoldgica de los pacientes hacia los tratamientos. Esto
conduciria al establecimiento del perfil farmacogendmico de los mexicanos lo cual redundaria en terapias

mas exitosas.
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ANEXO |

Nomenclatura utilizada en la literatura para los polimorfismos del CYP1A1

Mutacién Cascorbi 1996 IARC Nebert 1999
Ninguna wt (*1) *1 *1
6235T--C ml (*2A) *2A *2A
4889 A--G m2 (*2B) *3 *2C
5639 T--C m3 (*3) *4 *3
4887 C--A m4 (*4) *5 *4

Distribucién geogréfica de los polimorfismos GSTM1*0, GSTT1*0y CYP1A1*2C.

Caucasicos n GSTM1*0 n GSTT1*0 n CYP1A1*2C Referencia
Canada 304 0.51 274 0.17 0.06 Garte et al, 2001
Dinamarca 537 0.53 358 0.12

Finlandia 482 0.46 385 0.13 0.06

Francia 1184 0.53 512 0.16 0.05

Alemania 734 0.51 487 0.19 0.04

Italia 810 0.49 553 0.16 0.08

Holanda 419 0.5 419 0.22 0.03

Noruega 423 0.5 0.07

Portugal 501 0.58

Arabia Saudita 895 0.56

Eslovaquia 332 0.51 322 0.18

Eslovenia 102 0.52 102 0.25 0.06

Espafia 312 0.49 312 0.2

Suiza 544 0.55 423 0.13 0.07

Inglaterra 1122 0.57 922 0.2 0.06

Estados Unidos 1751 0.54 286 0.27 0.06

Promedio 0.52 0.18 0.065

Asiaticos

China 0.64* 45 0.47 39 0.14 Sugimura et al, 1998
Corea 0.6* 103 0.46 48 0.15 Kim et al, 1999
Shangai 62 0.49 669 0.13 London et al, 2000
Japén 0.61* 1013 0.25 Hayashi et al, 1991
Siberia 102 0.3 Duzhak et al, 2000
Malasia 146 0.31 Zhao et al, 1995
Promedio 0.58 0.465 0.21

Africanos

Zimbawe 148 0.24 123 0.26 148 0 Dandara et al, 2002
Venda 96 0.23 71 0.2 96 0



Tanzania 115 0.33 81 0.25 114 0.01

Promedio 0.26 0.23 0.0033

Avrabes 507 0.54 507 0.25 507 0.07 Bu R, et al 2004
Espafioles 149 0.45 76 0.23 Ladero et al, 2006
Americanos

Brasilefios

Blancos 233 0.55 52 0.22 Gattés et al, 2004
Mulatos 87 0.41 15 0.17

Obscuros 137 0.32 36 0.26

Promedio 0.43 0.23

Amerindios

Xavante 33 0.18 33 0.3 0.97 Gaspar et al, 2002
Guarani 51 0.039 51 0.12 0.9

Aché 67 0.35 67 0.18 1

Wai Wai 26 0.27 26 0 0.81

Zor6 28 0.14 28 0.14 0.87

Surui 21 0.43 21 0 0.96

Gaviao 31 0.13 31 0.065 0.72

Promedio 0.219 0.115 0.89

Ecuatorefios 174 0.5 Paz y Mifio et al, 2005
Puertorriquefios 114 0.45 114 0.29 114 0.2 Xie et al, 2004
Chilenos 96 0.32 96 0.21

Mapuche,Chile 84 0.91 Mufoz et al, 1998
Mexicanos 52 0.65 Fragoso et al, 2005
Teenek 54 0.54 Fragoso et al,2005
Mayos

Mestizos 529 0.36 529 0.14 529 0.54 Este estudio




ANEXO 11

MATRICES UTILIZADAS EN EL ANALISIS DE SIMILITUD

Matriz de datos utilizada en el analisis de similitud.

Grupo étnico GSTM1 GSTT1  CYP1lA1*2C

caucasicos 0.63 0.19 0.01
africanos 0.3 0.21 0.006
asiaticos 0.52 0.47 0.01
chilenos 0.21 999 0.32
brasilefios blancos 0.55 0.22 .09
brasilefios mulatos 0.41 0.17 .09
brasilefios obscuros 0.32 0.26 5
puertorriquefios 0.45 0.29 0.2
amerindios 0.2 0.15 0.41
mexicanos 0.36 0.14 0.54
espafioles 0.45 0.23 999
arabes 0.54 0.25 0.076




ANEXO 111

DOCUMENTOS PROBATORIOS

Protocolo investigacion

Carta del hospital 20 noviembre (ISSSTE) cediendo los derechos de las muestras
Carta de aceptacion del Comité de Bioética del 11B de la UNAM

Carta de aceptacion del Comité de Bioética del INER (SSA)

Carta consentimiento de los pacientes para participar en el proyecto de investigacion

ABREVIATURAS UTILIZADAS EN EL TEXTO

AA Aminas aromaticas

AhR Receptor de arilos

ARNT Translocador nuclear del receptor de arilos

CYP Citocromo

CYP P450 Citocromos P450

DNA Acido desoxirribonucleico

DCM Diclorometano

EDB Dibromuro de etileno

GST’s Glutation transferasas

HAP Hidrocarburos aromaticos policiclicos

IARC Agencia Internacional de Investigacion en Céancer
INER Instituto Nacional de Enfermedades Respitarorias
MeCl Cloruro de metilo

Mel Yoduro de metilo

NAT N - acetil transferasa

NNK 4 — metilnitrosamina -1 - [3 - piridil] - 1 - butanona
PCR Reaccién en cadena de la polimerasa

PNBC Clorhidrato de p-nitrobencilo

PNPB Bromuro de p-nitrobencilo

PVC Cloruro de polivinilo

RNA Acido ribonucleico

ROS Especies reactivas de oxigeno



SSA  Secretaria de Salud

SNP  Polimorfismo de un solo nucleétido
TCDD 2,3,7,8 - Tetraclorodibenzo-p-dioxina
UGT Glucuronosil - transferasa

WHO Organizaciéon Mundial de la Salud

XRE Elementos de respuesta a xenobi6tico
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