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Resumen

El cancer pulmonar (CaP) es la primera causa de mortalidad por cancer en México y el mundo. En la
década pasada hubo un incremento en el numero de casos en poblacion joven (< 50 afios), lo cual
sugiere la importancia de los antecedentes genéticos en la etiologia de esta enfermedad. En este
estudio, caracterizamos genéticamente 16 polimorfismos en 12 genes de baja penetrancia, que en
otras poblaciones han sido asociados con riesgo de padecer CaP, (AhR, CYP1A1, CYP2E1, EPHX1,
GSTM1, GSTT1, GSTPI, XRCC1, ERCC2, MGMT, CCND1 and TP53) en 382 mestizos mexicanos
sanos; como el primer paso en la elucidacion de la estructura genética de esta poblacion y en la
identificacién de individuos de alto riesgo genético a padecer CaP. Todos los genotipos analizados
se encontraron bajo el equilibrio de Hardy-Weinberg y los polimorfismos de los genes CYP1A1 y
EPHX1 presentan diferentes grados de ligamiento.

La variabilidad genética de esta poblacion fue agrupada en seis clusters definidos con base en sus
caracteristicas genéticas. Utilizamos el modelo poligénico del cancer para probar el efecto aditivo de
los alelos de riesgo en genes de baja penetrancia, e identificamos combinaciones de genotipos de
riesgo que podrian determinar la predisposicidn genética hacia el CaP. La estimacion tedrica del
nivel de susceptibilidad genética mostré que el valor de riesgo individual (VRG) se encuentra en el
rango de 1 a 16, sugiriendo que un alto valor de VRG podria ser indicativo de alta susceptibilidad a
CaP. Para probar la hipétesis anterior se disefié un estudio de casos y controles, en el que
encontramos que los polimorfismos en los genes AhR Argb554Lys, CYP1A1*2A, CYP1A1*2C,
CYP2E1*5B, involucrados en el metabolismo primario de xenobioticos, EPHX1 Tyr113His del
metabolismo secundario y CCND1 G870A del ciclo celular tienen un efecto protector en la muestra

de poblacién mestiza mexicana estudiada.



En el modelo poligénico se observo que existen diferencias significativas entre el VRG de casos y
controles (Mann-Whitney = 15,024, p = 0.004), lo que apoya la hipétesis del modelo aditivo de
polimorfismos en genes de baja penetrancia, en el riesgo de padecer CaP.

El modelo de regresion logistica mostro que la susceptibilidad genética es distinta entre hombres y

mujeres y que la interacciéon genes-ambiente es muy importante en el riesgo de desarrollar CaP.
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Abstract

Lung cancer (LC) is the leading cause of cancer mortality in Mexico and worldwide. In the past
decade there has been an increase in the number of LC cases in young people (>50 years), which
suggests an important role for genetic background in the etiology of this disease. In this study, we
genetically characterized 16 polymorphisms in 12 low penetrance genes, that in other populations
have been associated to risk of LC, (AhR, CYP1A1, CYP2E1, EPHX1, GSTM1, GSTT1, GSTPI,
XRCC1, ERCC2, MGMT, CCND1 and TP33) in 382 healthy Mexican Mestizos, as the first step in
elucidating the genetic structure of this population and identifying individuals in high risk to LC. All the
analyzed genotypes were in Hardy-Weinberg equilibrium, but different degrees of linkage were
observed for polymorphisms in the CYP1A1 and EPHX1 genes.

The genetic variability of this population was distributed in six clusters according to their genetic
characteristics. The use of a polygenic model to assess the additive effect of low penetrance risk
alleles identified combinations of risk genotypes that could be useful in predicting a predisposition to
LC. Estimation of the level of genetic susceptibility showed that the individual calculated risk value
(VRGs) ranged from 1 to 16, with higher VRGs indicating a greater genetic susceptibility to LC. To
test the above hypothesis we designed a case-control analysis and found that polymorphisms in
genes AhR Argb54Lys, CYP1A1*2A, CYP1A1*2C and CYP2E1*5B of primary metabolism of
xenobiotic, EPHX1Tyr113His of secondary metabolism and CCND1G870A of cell cycle have a
protective effect in our studied sample of Mexican Mestizo population. The polygenic model showed
significant differences between the VRGs of cases and controls (Mann-Whitney = 15.024, p = 0.004),
supporting the hypothesis of additive model of polymorphisms in low penetrance genes, in the

increase of risk to LC. The logistic regression model showed that genetic susceptibility is different

11



between men and women and that the gene-environment interaction is very important in the risk of

developing LC.
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I. INTRODUCCION

1.1. EL CANCER

El cancer es definido como la divisién anormal de las células causada por multiples cambios en la
expresion génica, que conduce a la desregulacion del ciclo celular y a la invasion de las células
hacia nuevos érganos y tejidos (Pecorino, 2008). Existen dos tipos de cancer: el benigno que se
encuentra envuelto en una membrana y puede ser extraido quirurgicamente, y el maligno que es
capaz de infiltrarse hacia los nddulos linfaticos y migrar a distintos 6rganos del cuerpo (Ruddon,
2007).

Clinicamente el cancer puede manifestarse como enfermedades diferentes con sintomas y
caracteristicas fenotipicas distintas, esto es debido a la progresion, la competencia celular y a la
deriva génica en las poblaciones de células cancerosas, razéon por la cual son altamente
heterogéneas. Entre las caracteristicas distintas que puede presentar un tumor se encuentran la
capacidad antigénica, la invasividad, el potencial metastatico, la tasa de proliferacion, el estado de

diferenciacion y la respuesta a la terapia (Ruddon, 2007).

A nivel molecular todos los canceres tienen caracteristicas en comun como las mutaciones en proto-
oncogenes y en genes supresores de tumores, cuya activacion o inactivacion estan directamente
relacionadas con la transformacién celular. La mayoria de estos genes se encuentran involucrados
en rutas de sefializacion que controlan el ciclo celular, la diferenciacion celular, la integridad del

genoma y la apoptosis (Kopnin, 2000).

El modelo propuesto para el proceso carcinogénico incluye tres etapas: la iniciacion, la promocion y

la progresion (Anisimov, 2007).

La iniciacion es el primer paso en el desarrollo del cancer, los iniciadores son agentes que pueden
alterar la secuencia del DNA causando mutaciones irreversibles que permanecen en la célula y son
trasmitidas a las células hijas a través de la division celular. Los agentes iniciadores pueden ser
compuestos quimicos, fisicos o biologicos; entre los compuestos quimicos la International Agency for

Research of Cancer (IARC) ha reconocido diversos componentes que son considerados
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carcinogénicos para animales y humanos, algunos de ellos son los hidrocarburos aromaticos
policiclicos (HAP), las dioxinas, las nitrosaminas, compuestos naturales como la aflatoxina B1 y
compuestos inorganicos como el arsénico, asbesto, cromo, por mencionar algunos (www.iarc.fr).
Entre los agentes fisicos se encuentran la radiacion ionizante, como los rayos X, los ultravioleta y los
gamma, y la energia radiante. Ambos componentes (quimicos y fisicos) pueden iniciar a las células
debido al estrés oxidante que genera radicales libres capaces de unirse covalentemente con el DNA
formando aductos y favoreciendo asi la generacion de mutaciones, o causando mutaciones a través
de la reparacion de los dimeros de timina, causados por rupturas en la cadena de DNA. Entre los
iniciadores biol6gicos se encuentran agentes como el virus del papiloma humano (HPV), el virus de
la hepatitis B y C (HVB, HVC), el virus Epstein Barr (EBV), el virus de inmunodeficiencia humana 1
(HIV-1), entre otros; ademas de bacterias como Helicobacter pylori y algunos parasitos helmintos
como Opisthorchis viverrini 'y Schistosoma haematobium (Herrera y cols., 2005); estos agentes
biologicos pueden iniciar a las células a través de diversos mecanismos como la generacion de
radicales libres causados por la inflamacién cronica y por la insercion de secuencias en el DNA del

hospedero.

La promocion es un proceso gradual que requiere la exposicion de las células iniciadas a agentes
promotores. Estos agentes promueven la proliferacion de las células dando lugar a un gran nimero
de células hijas que son portadoras de las mutaciones de las células iniciadas, a este proceso se le
conoce como expansion clonal. Los agentes promotores se unen a receptores celulares que
desencadenan cascadas de sefializacién promoviendo la proliferacion celular. Existen dos clases de
promotores: los especificos que interactuan con receptores y actlan sobre células blanco definidas
por el tejido y los inespecificos que alteran la expresidn génica sin la presencia de un receptor
(Baida, 2006). En esta etapa de promocién puede formarse un tumor benigno que debido a sus

caracteristicas puede ser removido quirurgicamente.

La progresion implica la conversion de células pre-malignas a células malignas por la adquisicion de
nuevas mutaciones que pueden ocurrir espontaneamente debido a la inestabilidad gendmica propia
de la célula, o puede ser acelerada por la exposicion de las células transformadas a elementos
genotoxicos. La progresion frecuentemente estd asociada con un cambio cariotipico, como el
aumento de aneuploidias y poliploidias que favorecen la inestabilidad genomica generalizada
(Salamanca, 1995), también se incrementa la tasa de crecimiento y se alteran la bioquimica y la

14



morfologia celular. En esta etapa ocurren la vascularizacion del tumor y una serie de cambios que
permitiran la metastasis de las células tumorales; el tumor es clinicamente detectable debido a los

sintomas causados por las alteraciones especificas de cada tipo de cancer (Ruddon, 2007).

1.2. FACTORES IMPORTANTES EN EL DESARROLLO DEL CANCER

La mayoria de los canceres son de origen multifactorial y se ha establecido que la etnia, la edad, la
dieta, el estado nutricional, la exposicién a mutagenos y/o a carcindgenos, y la susceptibilidad

genética individual son factores que pueden conducir a la transformacion neoplasica (Fig. 1.1).
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Fig. 1.1. Factores importantes en el desarrollo del cancer. Tomado de Nebert and McKimon, 2006.
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1.2.1. Edad, etnia, dieta y estado nutricional como factores de riesgo de cancer

La edad es un factor de riesgo muy importante para el desarrollo de diversas enfermedades, entre
ellas el cancer, las estadisticas de la OMS y la SSA muestran que hay una mayor incidencia de
casos de cancer en individuos mayores de 60 afos, este aumento ha sido atribuido a cambios
bioquimicos y metabdlicos que sufren las células al envejecer, este desbalance homeostatico genera
cambios irreversibles que afectan las células, tejidos y 6rganos, aumentando asi la vulnerabilidad de

los individuos de edad avanzada hacia el desarrollo del cancer (Anisimov, 2007).

Por otro lado, la etnia también juega un papel muy importante en el desarrollo de algunos tipos de
cancer, como los de mama, colon, estdmago, piel, entre otros. Por ejemplo, las poblaciones
caucasicas son mas susceptibles de padecer cancer de piel que las poblaciones africanas, debido a
que estas ultimas presentan una coloracion de piel mas obscura; ademas un factor adicional es la
exposicion solar, por lo que individuos caucasicos que viven en sitios muy expuestos a radiaciones
solares tiene un riesgo mas alto de desarrollar cancer de piel, como es el caso de las poblaciones

australianas (Green y Battistutta, 1990).

Ademas de la edad y la etnia, la OMS ha estimado que la dieta y la nutricién son determinantes muy
importantes en las enfermedades cronico-degenerativas como el cancer. Mientras que la edad, el
sexo y la susceptibilidad genética son factores que no podemos modificar, la dieta y la nutricion son
factores que si podemos controlar; no obstante los cambios en los regimenes alimenticios y en el
estilo de vida, son una respuesta a la industrializacion, la urbanizacion, el desarrollo econdmico, y la
globalizacién de los mercados; factores que estan teniendo grandes repercusiones en la salud
humana y en el estado nutricional de las poblaciones, sobre todo en los paises en desarrollo y de
transicion (Reporte OMS, 2000). Se ha estimado que la incidencia de enfermedades cronicas
degenerativas ha aumentado de forma muy importante en los paises industrializados, en los paises
en vias de desarrollo y en los paises extremadamente pobres, siendo estas ultimas poblaciones las
mas vulnerables, ya que aunado a la hambruna y a la desnutricién, los escasos habitos de higiene y

la falta de servicios de salud agravan su situacion.

16



1.2.2. Exposicion a compuestos mutagenos y/o carcinégenos

Diariamente nos encontramos expuestos a compuestos como los HAP, las nitrosaminas, las aminas
aromaticas (AA), las aminas heterociclicas, las dioxinas, etc, que se encuentran en el aire urbano
como producto de la combustion incompleta de algunos energéticos. En otros casos existe otro tipo
de exposicion adicional, como es la laboral, en la que los individuos se encuentran sometidos a
concentraciones mas altas de ciertos compuestos toxicos que son caracteristicos de su lugar de

trabajo.

Entre los compuestos que han sido reconocidos por su poder carcinogénico se encuentran HAPs
como el naftaleno, el antraceno, el fenantreno, el naftaceno, el benzo[a]antraceno, el dibenzo [a,h]
antraceno y el benzo [a] pireno, por mencionar algunos (Dickinson, 1992). Los HAPs son generados
por la combustién incompleta de diversas fuentes energéticas como el carbdn, gas, petréleo,
madera, etc, estos productos son liberados al medio ambiente en forma de desechos industriales o
incluso en derrames que contaminan el aire, el suelo y/o el agua, constituyendo asi un serio
problema de salud publica que se ha visto reflejado en el incremento de la morbi-mortalidad causada
por diversas enfermedades asociadas a la contaminacién. Ademas, entre los HAP y sus metabolitos
se encuentran compuestos muy reactivos que pueden ser toxicos, mutdgenos y/o carcindgenos
capaces de interactuar con el DNA formando enlaces covalentes, entre ellos los aductos que causan
mutaciones irreversibles y que pueden conducir al desarrollo del cancer (Alexandrov y cols., 2002,
Meléndez y cols., 1999).

Otros carcindgenos importantes son las nitrosaminas, las aminas aromaticas (AA) y las aminas
heterociclicas, que se encuentran presentes en el humo del tabaco y en productos quimicos
utilizados en algunas industrias de plasticos, pesticidas, cosméticos, etc, (Scalan, 2006, Pfau y cols.,
1999). Por ofro lado, 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 bioacumulacién. Se originan de modo habitual en la incineracion de
los residuos urbanos y hospitalarios, en la fabricacion de papel, en la industria del cemento, en la
fabricacion 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
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conocida es la 2,3,7,8 - tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) la cual muestra una elevada tasa de
absorcién, por lo que la exposicion ya sea por via oral, nasofaringea, pulmonar o placentaria,
conduce a intoxicaciones en el ser humano, ademas se transfieren 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 y cols., 2006,
Mandal, 2005).

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 transito vehicular es la principal fuente de contaminacion; en la segunda, los desechos generados
por la actividad industrial y en la tercera, la quema de materiales energéticos como madera, carbon y
aceites. También se han reportado variaciones en la cantidad y composicion de las emisiones
contaminantes segun el estado metereoldgico, principalmente en las estaciones de verano e invierno

(Daghery cols., 2006, Garcia-Suastegui y cols, 2011).

1.2.3. Susceptibilidad genética individual

Actualmente se ha reconocido la importancia de los factores genéticos de susceptibilidad que
aumentan el riesgo de padecer cancer. Se ha observado un incremento en la frecuencia de
enfermedades genéticas raras y en la predisposicion a padecerlas si se pertenece a la misma familia
y mas aun si se es portador de la mutacién responsable de la enfermedad. Por ejemplo, se ha
determinado que la presencia de una enfermedad genética rara puede aumentar el riesgo de
desarrollar cierto tipo de canceres, que en la poblacion general tienen una frecuencia muy baja,
como es el caso de la ataxia telagiectasia cuyos individuos afectados presentan un 60% de

probabilidad de desarrollar linfoma y 27% de probabilidad de sufrir leucemia (Pecorino, 2008).

Por otro lado, se ha estimado que los familiares de un paciente con cancer tienen una mayor
probabilidad de desarrollar el mismo tipo de cancer, o algin otro, debido a la carga genética.
Ademas, se han documentado casos familiares de canceres de colon y de mama, principalmente, en

los que la presencia de mutaciones especificas son determinantes en el desarrollo del cancer (Yu'y
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cols., 2003). Todas estas evidencias confirman la existencia de la susceptibilidad genética al cancer,
sin embargo, no todos los tipos de cancer tienen una relacién directa con mutaciones especificas,
por lo que definir la contribucién exacta de los factores genéticos en la susceptibilidad al cancer ha
sido muy dificil. Gracias a los estudios acerca del papel que desempefian los genes de alta
penetrancia y los de baja penetrancia se han logrado avances significativos en el entendimiento de

la genética del cancer.

Los genes de alta penetrancia tienen una frecuencia relativa baja, se encuentran relacionados en el
5-10% de los casos de céancer (Houlston y Peto, 2004). Estos genes fueron identificados en
enfermedades autosémicas dominantes mediante andlisis de ligamiento y de clonacion posicional
realizados en familias completas (Suh y Vijg, 2005). Estos genes presentaban alelos mutados que al
ser heredados aumentaban considerablemente la susceptibilidad al cancer, estos hallazgos han sido
muy importantes para establecer numerosos aspectos de su biologia. Algunos ejemplos de genes de
alta penetrancia en cancer son; BRCAT y BRCA2 en cancer de mama y ovario, RB en
retinoblastoma, MSH2, MLH1, MSH6, PMS1 y PMS2 en céncer de colon hereditario no polipésico
(Balmain, 2003).

Como se menciond anteriormente, los genes de alta penetrancia tienen una baja frecuencia en la
poblacion general y no explican todos los casos de cancer presentes actualmente, es por ello que se
ha puesto gran énfasis en la identificacion y el estudio de genes de baja penetrancia implicados en el
desarrollo del cancer. Los genes de baja penetrancia corresponden a genes que codifican proteinas
que juegan un papel importante en el desarrollo de la enfermedad, por ello se les ha denominado
genes candidatos, estos genes pueden presentar mutaciones que alteran la funcién de la proteina
codificada, ya sea disminuyendo, aumentando o suprimiendo su actividad y/o funcion. Por lo tanto,
existen ofras variantes ademas de las silvestres, a las cuales se les conoce como variantes
polimoérficas y a las mutaciones que las originan polimorfismos. Los genes de baja penetrancia
tienen una frecuencia mas alta en la poblaciéon general, desde 0 hasta 100% en algunas
poblaciones, sin embargo el nimero de genotipos de riesgo presentes en un individuo son los que

determinarian su susceptibilidad al cancer (Fletcher y Houlston, 2010).
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En este contexto, se ha planteado el modelo aditivo (log additive model) el cual considera que cada
genotipo de riesgo tiene un efecto pequefio y la presencia de mas alelos de riesgo, hasta cientos o
miles de ellos que van teniendo un efecto aditivo, son los que determinan la susceptibilidad genética

al cancer (Pharoah y cols., 2004), principalmente en los casos de cancer esporadico.

Como se mencion6 anteriormente el cancer es de origen multifactorial por lo que tanto la exposicion
ambiental, como los factores genéticos son de suma importancia en su desarrollo (Figura 1.2), para
explicar lo anterior se han postulado cuatro modelos basicos para definir la interaccion entre los

factores genéticos y los factores ambientales (Giarelli y Jacobs 2005).

Susceptibilidad genética

4 Genes importantes en el desarrollo de la enfermedad

4 Polimorfismos en genes de baja penetrancia

+ Efecto aditivo

+ +

=

2
k> g5
g g
g 8
& &
f 3
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Fig. 1.2. Penetrancia de los genes y su relacién con la exposicidn

1. Ninguno de los factores que actian de forma independiente determina el riesgo de cancer,
es necesaria la combinacién de ambos: factores genéticos y ambientales.

2. La presencia de factores genéticos aumenta el efecto de un factor ambiental de riesgo ya
presente.

3. Elfactor ambiental incrementa el efecto de un factor genético ya presente.

4. Ambos factores influyen en el riesgo de forma independiente, pero el riesgo es mayor si

existen ambos simultaneamente.
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Actualmente se ha reconocido que ambos factores (genéticos y ambientales) son muy importantes
en el desarrollo de canceres esporadicos, razon por la cual es indispensable considerar ambos en el

disefio y analisis de los estudios referentes al cancer.

1.3. BIOMARCADORES IMPORTANTES EN CANCER

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 investigacion
toxicologica para detectar alteraciones iniciales y la predisposicion genética a ciertas enfermedades
causadas por la exposicién a compuestos genotoxicos. 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 y cols., 1997) (Figura 1.3).

Dosis interna Efecto Efecto
bioldgico biolégico 1ario Amplificaciones e
. Metabolitos Mutaciones en inestabilidad
Exposicion ~ —» en > Aductosen ¥ proto-oncogenesy ~®  gendmica general ¥ Tumor maligno
fluidos proteinas genes supresores
corporales yDNA

Relevante Abschnitte der DNA
und des Proteins von Ras

Prolein Val Gly Ala [E]] Gly

DNA  GTG GGC GCCGYC GG
Prolein Val Gy Ala Gly

[Permaneste
Avirung)

Figura 1.3. Ejemplos de biomarcadores en cancer pulmonar

Los marcadores de dosis interna miden las concentraciones de compuestos tdxicos absorbidos y
distribuidos en el cuerpo a través de sus metabolitos. Por ejemplo, el nivel de cotinina, que es un
metabolito de la nicotina, es un buen marcador de dosis interna ya que tiene una vida media larga y
refleja la magnitud de la exposicién al tabaco, incluso puede detectarse en fumadores pasivos
(Wang y cols., 1997).
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Los marcadores de susceptibilidad genética incluyen el anélisis mutacional de genes importantes en
el desarrollo del cancer, como las mutaciones en el gen RB util en el diagnostico de retinoblastoma,
de ERCC2 para xeroderma pigmentosa y de EGFR (Her/2neu) como factor prondstico en cancer de

mama, por mencionar algunos ejemplos (Brockmdller y cols., 2000).

Los marcadores de efecto biologico primario incluyen aductos en el DNA y en proteinas,
micronucleos, intercambio de cromatidas hermanas y aberraciones cromosémicas (Lodovici y cols.,
2004). Los aductos en el DNA resultan de la exposicion a compuestos quimicos que se intercalan en
la doble cadena y aunque un aducto en el DNA puede ser reparado, se ha comprobado que a través
de este proceso de reparacion se producen mutaciones que pueden conducir al desarrollo
carcinogénico (Keteslegers y cols., 2006). Los aductos en proteinas parecen no tener efectos
bioldgicos adversos sin embargo se han utilizado como biomarcadores de la exposicidon a

xenobioticos (Meyer y Bechtold, 1996).

Los micronucleos son cuerpos citoplasmaticos de naturaleza nuclear que corresponden a material
genético no incorporado correctamente a las células hijas durante la mitosis; éstos reflejan
aberraciones cromosoémicas y se originan por rupturas de los cromosomas, que son debidas a
errores durante la replicacion y/o por la exposicidn a agentes genotdxicos (Salamanca, 1995).
Aunque existen factores como la edad, sexo, ingesta de vitaminas, consumo de farmacos,
exposicion diaria a agentes genotdxicos, etc, capaces de influir o modificar el nimero de
micronucleos presentes en una célula, actualmente se utilizan los analisis de micronucleos como
biomarcadores de dafio genético, debido a la exposicion de xenobidticos diversos que tienen un

impacto muy importante en la salud humana.

Las aberraciones cromosémicas son cambios numéricos o estructurales en el cariotipo normal de
una persona. En lo referente al cancer, la investigacién de las alteraciones cromosémicas ha
permitido importantes avances en el entendimiento de la transformacién maligna y han conducido al
descubrimiento de alteraciones citogenéticas utiles en el diagnéstico y pronéstico de las leucemias,

linfomas y tumores sdlidos (Salamanca, 1995).
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Los marcadores de estructura-funcién incluyen las alteraciones mas frecuentes, como la
inestabilidad genomica general a través de la ganancia y pérdida de grandes regiones
cromosdmicas, aunque éstos ya son considerados como marcadores tumorales y no de
susceptibilidad (Walther y cols., 2009).

1.4. EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER

La epidemiologia del cancer estudia la distribucién de las enfermedades neoplasicas en poblaciones
especificas, sus etapas precursoras y los principales factores de riesgo, esto con el propdsito de
lograr una prevencion efectiva. Aunque existen diferencias importantes entre los disefios de estudio

epidemioldgico, en todos los casos se toman en cuenta los siguientes criterios:

e La fuerza de asociacion de sus estudios o significancia, ya que mientras mas fuerte sea la
asociacion el factor tiene mas probabilidades de ser causal.

e La consistencia, que significa que la asociacién es confirmada en diferentes poblaciones y
circunstancias.

o La especificidad, que se refiere a que una causa debe de conducir al mismo efecto.

e Latemporalidad, que se refiere a que la causa debe preceder al efecto.

e La plausibilidad, segun este criterio la relacion causal debe ser coherente con los

conocimientos cientificos del momento.

Por otro lado, la epidemiologia molecular del cancer ha surgido con el desarrollo de la biologia
molecular y con la aparicion de biomarcadores que permiten identificar bioldégicamente ciertos
fendmenos relacionados con el desarrollo del cancer. En este contexto, la epidemiologia molecular
se ha encargado de buscar biomarcadores que puedan predecir la susceptibilidad de ciertos

individuos y/o de poblaciones a padecer cancer (Kiyohara y cols., 2007).
Este trabajo se enfoca en el cancer pulmonar, por lo que a continuacion se hara referencia

unicamente a este tipo de cancer y se trataran algunos aspectos importantes de su epidemiologia

molecular.
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1.5. EL CANCER PULMONAR

El cancer pulmonar ocupa la primera causa de muerte por cancer en hombres y la segunda en
mujeres, a nivel mundial (Globocan, 2008). Se trata de uno de los canceres mas agresivos y dificiles
de tratar ya que no existe un método de diagnostico eficaz que lo detecte en su fase temprana, y los
pacientes suelen acudir al médico en estadios muy avanzados en los cuales ya sélo se les puede
ofrecer quimio y/o radioterapia. Una vez iniciado el tratamiento terapéutico sélo un pequefio
porcentaje de los pacientes responde al mismo, el resto requiere de varios ciclos y diversas
combinaciones de farmacos que intentan combatir la progresion tumoral, sin embargo su eficacia es
limitada y trae consecuencias devastadoras en la calidad de vida del paciente (Proctor, 2001).

El 90% de los casos de cancer pulmonar se atribuyen al tabaquismo, aunque también contribuyen
otros contaminantes ambientales y el 10% restante se presenta en individuos en los cuales se cree
que los antecedentes genéticos (de alta penetrancia) pueden ser mas importantes. La incidencia de
casos de cancer pulmonar en individuos jévenes (entre 30 y 50 afios) han sido relacionados con los
antecedentes familiares de cancer (de alta y baja penetrancia), aunados al estilo de vida
(tabaquismo, alcoholismo y estado nutricional) y a la exposicién crénica a diversos contaminantes
(Taioli y cols., 2003).

En México, se reporto la mortalidad debida al cancer pulmonar durante el periodo de 1998 a 2002 y
se encontrd que el 11.45% de las muertes corresponden a neoplasias malignas; ademas la
tendencia revela que las cifras se elevaran cada afio (Ruiz-Godoy y cols., 2007). Actualmente el
cancer pulmonar ha sido considerado como un grave problema de salud publica, la OMS estima que
en el afio 2030 habran 100 millones de muertes debidas al consumo de tabaco y las predicciones
indican que habra un incremento en la incidencia del cancer pulmonar, que en parte sera atribuida a

cambios en el estilo de vida (Xie y Mina, 2008, Proctor, 2001).

En cuanto al tipo histolégico, el adenocarcinoma es el mas comun de todos los tipos de cancer de
pulmén, ya que 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 histolégico menos relacionado con el
consumo de tabaco, éste ha incrementado su frecuencia en mujeres y hombres fumadores. Stellman

y cols., (1997) sugieren que algunos cambios en el proceso de fabricacion del tabaco pueden ser
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responsables de la generacion de nuevos componentes que inciden en el desarrollo del cancer
pulmonary en el tipo histoldgico.

El segundo tipo histolégico més 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 (Medina y Salazar, 2002).

El carcinoma de células pequefias comprende el 10-20% de los casos, es el tercer tipo histoldgico
mas frecuente, también se ha relacionado con fumadores y es el mas agresivo de todos los tipos de
cancer de pulmén (Wynder y Muscat, 1995).

El carcinoma de células grandes corresponde al 10% de los casos, en esta categoria se incluyen
algunos casos que no pueden ser clasificados en los otros tipos histologicos (Wynder y Muscat,
1995).

Otro tipo histologico que ha incrementado su frecuencia es el mesotelioma, aunque éste se ha
relacionado con la exposicion a asbestos. Neri y cols., (2008) realizaron un estudio en pacientes con
mesotelioma y mencionan que los asbestos también pueden ser metabolizados por las mismas
enzimas de fase | y Il que metabolizan los compuestos del tabaco, por lo que posiblemente las
variantes polimérficas de dichas enzimas también podrian incidir en el riesgo de que los fumadores

padezcan mesotelioma pulmonar.

1.5.1. Factores de riesgo a cancer pulmonar

El cancer pulmonar es atribuido principalmente al tabaquismo, por lo que se han realizado
numerosos estudios con respecto al tabaco y a sus derivados metabdlicos. La hoja del tabaco
contiene, entre otros compuestos, carbohidratos, proteinas, aminoacidos, lipidos, fenoles, acidos
organicos, ceras y alcaloides (Valdés y Ayala, 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, acido cianhidrico y nitrégeno; entre los compuestos semivolatiles y
no volatiles se encuentran la nicotina y el alquitrdn que contiene benzo[a]pireno, nitrosaminas y AA

que componen la materia particulada del tabaco (Figura 1.4).
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Componentes del humo del tabaco Fumador (S) Fumador pasivo (PS) Relacion de dosis

(20 cig/dia) (8 hrs/dia) (SIPS)
FASE GASEOSA
CO (mg) 40-400 14.4-96 2.7-4.2
Formaldehido (mg) 0.4-1.8 0.08-04 4-5
Nitrosaminas volatiles (ug) 0.05-1.0 0.03-04 1.5-2.5
Benceno (ug) 200-1200 40-400 3-5
MATERIA PARTICULADA
Particulas (mg) 75-300 0.024-0.24 1250-3000
Nicotina (mg) 7.5-30 0.08-0.4 75-90
Benzo[a]pireno (ug) 0.15-0.75 0.001-0.011 70-150
Cadmio (ug) 1.5 0.001-0.014 110-1500
Nitrosaminas especificas del tabaco (jg) 4.5-45 0.002-0.010 2300-4500

Figura 1.4. Ejemplos de algunos componentes del tabaco y la cantidad consumida segun la exposicion. Tomado
de Chaouachi, 2009.

Entre los compuestos derivados de la combustion del tabaco se encuentra la 4- (metilnitrosamina)-
1-(3- piridil) -1- butanona (NNK) que es una nitrosamina especifica del tabaco. Hill y y cols., (2005)
comprobaron el poder genotdxico de dicho compuesto al cultivar linfocitos humanos con varias dosis
de NNK, se observd un aumento en el nimero de aberraciones cromosdmicas con un incremento
dosis—dependiente. Por otro lado, Abdel-Aziz y cols., (2007) comprobaron que la NNK producia

tumores en los pulmones de ratones CD1.

Actualmente existen varias enfermedades que se han relacionado con el consumo del tabaco, entre
ellas se encuentran principalmente, los canceres de pulmén, cavidad oral, faringe, laringe, eséfago,
pancreas, vejiga y rifion (Reporte IARC, 2008), ademas de otras enfermedades no neoplasicas como
enfermedades cardiovasculares y las enfermedades pulmonares obstructivas crénicas (EPOC)
(Wang y cols., 1997). También se ha reportado que la inhalacién del humo del tabaco a la que estan
expuestos los fumadores pasivos es suficiente para que desarrollen alguna de las enfermedades
antes mencionadas, esto debido a que se encuentran expuestos a los mismos carcindgenos que los
fumadores activos (Reporte IARC, 2002).

Aunque sblo el 10-20% de los fumadores desarrolla cancer pulmonar, la incidencia de esta neoplasia
ha incrementado en individuos menores de 50 afios (Gemignani y cols., 2007), lo que pone de
manifiesto la importancia de los factores genéticos en el desarrollo de la enfermedad. Actualmente
se realizan grandes esfuerzos por identificar factores ambientales que aunados a los factores

genéticos permitan identificar individuos de alto riesgo a padecer de cancer pulmonar (Kiyohara y
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cols., 2007), esto permitiria prevenir el cancer o detectarlo en estadios tempranos, lo que traeria
grandes beneficios en la calidad de vida del paciente y reduciria los costos derivados de la

enfermedad tanto para el paciente como para el sector salud.

1.5.2. Susceptibilidad genética a cancer pulmonar

Aunque se han realizado numerosos estudios con relacion a la susceptibilidad genética al cancer
pulmonar pocos han sido los resultados consistentes. Fletcher y Houlston, (2010) hacen una revisién
de los genes que han mostrado una relacidn con el cancer pulmonar en estudios de asociacion de
todo el genoma (Genome-Wide Association (GWA)) y mencionan dos locus: uno en el cromosoma 5
y ofro en el cromosoma 6, sin embargo estas regiones cromosomicas aun no han sido
caracterizadas.

Anteriormente se habia identificado por medio de anélisis de ligamiento y posteriormente por GWA,
un locus en el cromosoma 15q que se encontraba altamente relacionado con el cancer pulmonar.
Mas tarde dos grupos de investigacion caracterizaron simultdneamente dicha region y encontraron
que el locus 15925 correspondia a tres genes: CHRNA3, CHRNAS y CHRNB4 (Thorgeirsson y cols.,
2008 y Hung y cols., 2008) que corresponden a receptores nicotinicos que se expresan en neuronas,
en células epiteliales alveolares, en células neuroendocrinas pulmonares y en lineas celulares de
cancer de pulmon. Estos receptores juegan un papel muy importante en la adiccion a la nicotina y su
relacion con el cancer pulmonar posiblemente es debida a que los portadores de ciertas variantes
alélicas presentan una mayor adiccién a la nicotina del tabaco (Le Marchand y cols., 2008), por lo
que su relacion con el cancer pulmonar seria indirecta ya que los receptores por si solos no
conducen al desarrollo del cancer, sino a través de la adiccion a la nicotina y son los derivados de la

combustion del tabaco los que ejercen el efecto carcinogénico.

Los estudios epidemiolégicos acerca de los polimorfismos de los receptores CHRNA3, CHRNAS y
CHRNB4 fueron consistentes en las distintas poblaciones en las que se analizaron (Thorgeirsson y
cols., 2008 y Hung y cols., 2008); dichos estudios sugieren que los portadores de los alelos de riesgo

presentan una alta susceptibilidad a desarrollar cancer pulmonar, cuando son fumadores, ya que

27



presentan una mayor adiccion a la nicotina, por lo que aumentan su consumo de tabaco y por lo

tanto el dafio generado por los productos de la combustion de éste es mayor.

Como se menciono anteriormente, la epidemiologia molecular del cancer pulmonar se ha encargado
de buscar genes que puedan predecir la susceptibilidad de ciertos individuos y/o de poblaciones a
padecer la enfermedad. Principalmente, se han estudiado polimorfismos genéticos en genes blanco
que son capaces de modificar la estructura o la funcién de las proteinas codificadas, lo cual puede
favorecer el proceso carcinogénico al aumentar, disminuir o suprimir la funcién de la variante

polimorfica.

1.5.3. Epidemiologia molecular del cancer pulmonar

Se han realizado numerosos estudios de epidemiologia molecular en genes candidatos que tienen
alguna relacién metabdlica - funcional con los mecanismos que pueden conducir al desarrollo del
cancer, como es el caso de los genes del metabolismo de xenobibticos (bioactivacion,
desintoxicacion y eliminacion), el balance del estrés oxidante, la respuesta inmune (principalmente la

inflamacion crénica), la reparacion del DNA y el control del ciclo celular (Tabla 1.1).

Tabla 1.1. Genes candidatos en cancer pulmonar

Genes del metabolismo de xenobiéticos y el estrés oxidante
Ahr (Receptor de arilos)

CYP1B1 (Citocromo P450 1B1)

CYP1A1 (Citocromo P450 1A1)

CYP1A2 (Citocromo P450 1A2)

CYP2E1 (Citocromo P450 2E1)

CYP2D6 (Citocromo P450 2D6)

GSTM1 (Glutatién transferasa M1)

GSTT1 (Glutation transferasa T1)

GTSP1 (Glutatién transferasa P1)

NAT (N-acetil transferasa)

EPHX1 (Epoxido hidrolasa)

GPX1 (Glutation peroxidasa)

NQO1 (NADPH quinona deshidrogenasa)

SOD (Super 6xido dismutasa)

MDR (Transportador de resistencia a drogas)
MRP1 (Transportador de conjugados con glutation)
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Genes de reparacion del DNA

XRCC1 (Reparacion por complementacion)
XRCC3 (Reparacion por complementacion)
ERCC2 (Reparacion por escision)

ERCC4 (Reparacion por escision)

ERCC5 (Reparacion por escision)

OGG1 (Reparacién por escisién)

EXO1 (Helicasa de reparacién)

MGMT (Reparacién de dafio directo)
hMLH1 (Reparacion homologa)

Genes implicados en el ciclo celular

TP53 (Supresor de tumores)

TP27 (Inhibidor de CDK)

TP21 (Oncogen Ras)

RASSF1A (Supresor de tumores RDA32)
GHR (Receptor de la hormona de crecimiento)
EGFR (Receptor del factor de crecimiento epidermal)
EGF (Factor de crecimiento epidermal)
CASP5 (Caspasa 5, proteina apoptosis)
CASP8 (Caspasa 8, proteina de apoptosis)
DR4 (Receptor del factor de necrosis tumoral)
MDM2 (Proteina de unién a p53, inhibidor)
CCND1 (Ciclina D1)

ATM (Check point, unién con p53)

Genes implicados en la respuesta inmune
IL-10 (Interleucina 10)

IL-13 (Interleucina 13)

MMP8 (Metaloproteinasa de matriz)

Existen una gran cantidad de estudios de asociacion entre el cancer pulmonar y los genotipos de
enzimas involucradas en la bioactivacion de carcindgenos, como los citocromos P450 CYP1A1
(Shah y cols., 2008), CYP2E1 (Zhan y cols., 2010), CYP2D6 (Shaw y cols., 1998); en enzimas de
desintoxicacion como las glutation transferasas GSTM1, GSTT1 y GSTP1 (Sobti y cols., 2008), N-
acetil transferasa -2 (NAT2), epdxido hidrolasa (EPHX1) (Zhou y cols., 2002); en proteinas
implicadas en la reparacién del dafio al DNA como XRCC1, XRCC3, ERCC2, ERCC4, MGMT,
OGG1, (Zienolddiny y cols., 2006, Hung y cols., 2007); y en genes de proteinas que participan en el
ciclo celular y la apoptosis como CCND1, CHEK2, MDM2,TP53, EGF, (Hosgoodlll y cols., 2008),
ademas de genes de la respuesta inmune (Yang y cols., 2010) y genes de proteinas que responden
al estrés oxidante (Yang y cols., 2004) (Tabla 1.2). Estos genes se perfilan como genes candidatos
ya que tienen un impacto en los eventos importantes que pueden alterar la homeostasis celular y

conducir al desarrollo carcinogénico.
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Algunos de estos polimorfismos han sido extensamente estudiados en poblaciones europeas,
asiaticas y norteamericanas, principalmente; sin embargo su relacion con la susceptibilidad al cancer
ha sido inconsistente posiblemente debido a que cada poblacion es genéticamente distinta y no se
pueden extrapolar los resultados obtenidos en una poblacién a otras poblaciones. Ademas, la
frecuencia de los polimorfismos debe ser estimada de forma adecuada, ya que algunos estudios de
asociacion fallan al estimar la frecuencia de los polimorfismos en su poblacién control (Taioli y cols.,
2004), en la que es muy importante tomar en cuenta la etnicidad y su estratificaciéon, ya que

actualmente existen pocas poblaciones homogéneas.

Por ejemplo, el polimorfismo CYP1A1*2C se ha asociado con el riesgo de padecer cancer pulmonar
en poblacion asidtica: coreana, china y japonesa (Lee y cols., 2008), y en poblacion americana:
chilena (Quifiones y cols., 2001) y mexicana (Gallegos-Arreola y cols., 2008), sin embargo en
poblaciones caucasicas americanas y europeas no ha sido posible probar esta asociacién, quiza

porque la frecuencia del polimorfismo es menor al 2% en estas poblaciones (Taioli y cols., 1998).

Por otro lado, el polimorfismo GSTM1*0 presenta frecuencias entre 0.35-0.58 en poblaciones
asiaticas, caucasicas (europeas y americanas) y africanas (Hung y cols., 2003), ademés ha sido
asociado significativamente con el riesgo de padecer cancer pulmonar en caucasicos (Taioli y cols.,

1998), asiaticos (Lee y cols., 2008) y afro-americanos (Mohr y cols., 2003).

Otros polimorfismos como ERCC2 Asp399Asn, ERCC2 Lys751Asn, MGMT Leu84Phe, MGMT
lle114Val, no han mostrado asociaciones consistentes entre las distintas poblaciones en las que se
han analizado (Kiyohara y cols., 20072). Sin embargo, en otro estudio se realizé un meta-analisis de
241 trabajos de casos y controles, en los que se analizan distintos polimorfismos en genes
candidatos de reparacion del DNA y se encontré suficiente evidencia de que el polimorfismo XRCC1
Arg399GIn se encuentra asociado con el riesgo de sufrir de cancer pulmonar, en varias poblaciones
(Vineis y cols., 2009).

Se ha propuesto que la susceptibilidad al cancer pulmonar puede estar determinada por la presencia

de genes de baja penetrancia (bajo riesgo), que tienen una alta frecuencia entre la poblacion general

(Kiyohara y cols., 2007®). En este enfoque es posible que la susceptibilidad al cancer pulmonar esté
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determinada por el numero de alelos de riesgo presentes en un individuo, aunque cada alelo
confiere un pequefio incremento en el riesgo contribuye sustancialmente al riesgo total en los
individuos (Fletcher y cols., 2010). Mas recientemente ha surgido la necesidad de abordar la
susceptibilidad genética al cancer como un mecanismo global, por lo que se ha destacado el modelo
poligénico en el que la susceptibilidad esta determinada por alelos de bajo riesgo en multiples genes
candidatos (Pharoah y cols., 2002, Dong y cols., 2008), estos factores genéticos interactuan con

factores ambientales dando como resultado el desarrollo del cancer.

Bajo esta perspectiva seria posible identificar individuos de alto riesgo en la poblacién general, en
los cuales seria posible prevenir o detectar el cancer pulmonar en estadios tempranos, esto reduciria
de manera significativa la mortalidad debida a esta neoplasia y los costos financieros que conlleva el

diagnéstico y tratamiento de la enfermedad.

Tabla 1.2. Estudios de asociacion entre polimorfismos de genes candidatos y la susceptibilidad a
padecer de cancer pulmonar.

Gen/Polimorfismo OR Poblacion Referencia

Ahr Arg554Lys 3.36 China Chen Dy cols., 2009

CYP1B1 Val132Leu 189  India Shah PP y cols., 2008 =
CYP1A1%2A 193  India Shah PP y clos., 2008
CYP1A1*2A 197  Asidtica Lee KMy cols., 2008
CYP1A1*2C 0.63*  Coreana Yoon KAy cols., 2008
CYP1A1*2B 7.6 Mexicana Gallegos-Arreola y cols., 2008
CYP1A1*4 1.5 Mexicana Gallegos-Arreola y cols, 2008
CYP2E1*5B 0.73 Asiatica Zhany cols., 2010

GTSPi lle105Val 2.3 Coreana Sreeja y cols., 2008

GSTT1*0 2.9 Coreana Sreeja y cols., 2008

GSTT1*0 5.04 Mexicana Gallegos-Arreola y cols., 2004
EPHX1 Tyr113His 0.2* Alemana Rosenberg y cols., 2008
GPX1 Pro200Leu 0.6* Alemana Rosenberg y cols., 2008
NQOT1 Pro Ser 1.35 Coreana Eom S y cols., 2009

ABCC1 1.37 China Wang H y cols., 2009

MMP8 C+17G 0.65*  Espaiiola Gonzalez-Arriaga y cols., 2008
XRCC1 Arg399Gin 1.16 China Zheng H y cols., 2009

TP53 Arg72Pro 1.32 Espafiola Fernandez-Rubio y cols., 2008
TP53 Intrén 6 1.29 Caucasica Wang W'y cols., 2007

TP27 1.27 Caucasica Wang W'y cols., 2007

CASP5 Val318Leu 247 Rusa Ulybina YM y cols., 2009
CASP8 His302Asp 2.26 Rusa Ulybina YMy cols., 2009

DR4 Lys441Arg 1.89 Rusa Ulybina YM. et al, 2009
MDM?2 309 1.56 Caucasica Liu Gy cols., 2008

CCND1 G870A 1.26 Caucasica Wang Wy cols., 2007

IL-1B T-31C 1.51 Caucasica Vogel Uy cols., 2008

MGMT Leu84Phe 1.25 China Zhong y cols ., 2010

*Polimorfismos que tienen un efecto protector en la poblacién que fueron analizados.
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En México existen pocos estudios de epidemiologia molecular del cancer y como se menciond
anteriormente, no se pueden extrapolar los resultados de una poblacién a otra, por lo que resulta
muy importante caracterizar a la poblacion mexicana que, ademas, es una mezcla compleja de

varias poblaciones.

Entre los estudios realizados en México, Gallegos-Arreola y cols., (2004, 2008) reportan una
asociacion de los polimorfismos GSTT1*0 y CYP1A1*2A, CYP1A1*2C y CYP1A1*4 con el cancer

pulmonar, en pacientes mestizos mexicanos (ver Tabla 1.2).

También se han reportado en poblacién mexicana, las frecuencias de algunos de los polimorfismos
de riesgo en genes candidatos (Tabla 1.3), aunque en estos estudios no se analiza la asociacion de

dichos polimorfismos con algun tipo de cancer.

Tabla 1.3. Frecuencias alélicas en polimorfismos de genes candidatos analizados en poblacion
mexicana.

Gen/Polimorfismo  Frecuencia elélica  Referencia
del polimorfismo

CYP1A1*2A 0.27 Gallegos-Arreola y cols., 2008

CYP1A1*2C 0.56y0.54 Montero y cols., 2007 y Pérez-Morales y cols., 2008
CYP1A2 (5 UTR) 0.53 Castorena-Torres y cols., 2005

GSTT10 0.093y0.12 Montero y cols., 2007 y Pérez-Morales y cols., 2008
GSTM1*0 042y0.33 Montero y cols., 2007 y Pérez-Morales y cols., 2008
CYP2E1*5B 0.3 Mendoza-Cantu y cols., 2004

CYP2D6 (PM) 0.068 Sosa-Macias y cols., 2006

1.5.4. Genes candidatos de susceptibilidad genética a cancer pulmonar
En este estudio se incluyeron algunos genes candidatos que participan a distintos niveles de la via

metabdlica que siguen algunos carcindgenos, a continuacion se dara una breve descripcion sélo de

los genes que fueron incluidos en este estudio.
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1.5.4.1. Receptor de arilos (AhR)

El receptor de arilos es codificado por el gen AHR localizado en el locus 7p15; es un miembro de la
familia de los factores de transcripcion bHLH-PAS (basic helix-loop-helix/Per-Arnt-Sim). Se
encuentra unido a las proteinas HSP90, a p23 y a XAP2 que funcionan como chaperonas, estas
proteinas se disocian cuando existen ligandos del receptor, ocurre la union ligando-receptor y el
complejo viaja al nucleo donde es reconocido por el traslocador Arnt. El complejo Ahr-ligando-Arnt
se trasloca al nlcleo y se une a secuencias XRE (xenobiotic response elements) promoviendo la
transcripcion de genes que contienen dichos elementos (Quiang y cols., 2003). Entre los ligandos
exogenos del AhR se encuentran el benzo[a]pireno, TCCD, 3MC, entre otros, y entre los ligandos
enddgenos se encuentran derivados del triptéfano y metabolitos del &cido araquiddnico. El AhR es
considerado un gen esencial ya que los ratones nockout presentan deficiencias en el desarrollo del
sistema neural y los fetos mueren antes de llegar a término, mientras que los mutantes condicionales

muestran gran resistencia a altas dosis de carcinégenos como los HAP's y las dioxinas.

El gen presenta maltiples SNPs (Single Nucleotid Polymorphism) situados en distintos dominios del
gen (Figura 1.5). Koyano y cols., (2005) realizan un estudio de las variantes polimorficas expresadas
en células HelLa y encontraron que los niveles de mRNA son similares en las variantes analizadas,
sin embargo las variantes K401R y N487D mostraron una actividad transcripcional reducida (medida
por la expresion de CYP1A1, CYP1A2, CYP1B1, UGT1A1 y UGT1AB), en respuesta a los ligandos
BNF y 3MC.

Por otro lado, el polimorfismo R554K se encuentra en el dominio de transactivacién y no se
encontraron diferencias en la actividad transcripcional de esta variante, con respecto a la variante
silvestre, sin embargo este polimorfismo se ha asociado con la susceptibilidad a padecer cancer
pulmonar en diversos estudios (Chen y cols., 2009).

El receptor AhR se expresa principalmente en placenta, pulmén, corazdn, pancreas e higado

(Koyano y cols., 2005)
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Figura 1.5. Estructura del gen AhR, los SNP’s mas estudiados y los distintos dominios en la proteina.
Tomado de Harper y cols, 2002.

1.5.4.2. Citocromo P450 1A1

El citocromo P540 1A1 es una enzima codificada por el gen CYP1A1 localizado en 15q 22-24,
pertenece al grupo de las hemo-oxigenasas que catalizan reacciones de Oxido-reduccion, el
CYP1A1 participa en la biotransformacion de muchos carcinégenos convirtiéndolos en metabolitos
mas reactivos capaces de unirse al DNA (Kawajiri, 1999). Se ha observado que la induccion del
CYP1A1 se lleva a cabo por el reconocimiento del receptor AhR con su ligando (Quiang y cols.,
2003).

Se han descrito varios SNPs en el gen del CYP1A1, entre los mas estudiados se encuentran el
CYP1A1*2C (A4889G) que produce el intercambio de aminoacidos isoleucina por valina en el codén
462 (lle462Val) (Hayashi y cols., 1991) y el CYP1A1*4 (C4887A) que produce el intercambio de
aminoacidos treonina por asparagina en el codén 461 (Thr461Asn) (Cascorbi y cols., 1996). Ambos
polimorfismos se encuentran en el exdn 7 del gen que corresponde al sitio catalitico de la proteina.
Otro polimorfismo es el CYP1A1*2A que produce un cambio T6235C en la region 3’ no codificante
del gen (Kawaijiri, 1999) y el CYP1A1*3 que produce un cambio T5639C también en la regién 3’ no
codificante (Crofts y cols., 1993), ambos polimorfismos introducen un sitio de restriccién para la
enzima Mspl. En distintas poblaciones los polimorfismos CYP1A1*2A, CYP1A1*2C y CYP1A1%4 han
sido asociados con el riesgo de padecer cancer pulmonar, mientras que el CYP1A1*3 se ha descrito

como un polimorfismo raza-especifico de la poblacion africana.

34



El analisis fenotipico de las enzimas polimorficas muestra que las variantes CYP1A1*2C vy
CYP1A1*4 presentan una alta afinidad por los sustratos y un incremento en la Vimax, Sin embargo la
enzima silvestre es la que genera intermediarios reactivos (BPDE) con mayor eficiencia que las
variantes polimérficas, no obstante es posible que in vivo las variantes CYP1A1*2C y CYP1A1*4
generen intermediarios reactivos mas eficientemente ya que presentan una Km menor y alcanzan la
Vmax mas rapidamente (Schwarz y cols., 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 CYP1A1, y en el caso del polimorfismo CYP1A1*3 no se ha asociado
con alguna alteracién en la proteina (Kawajiri, 1999).

El CYP1A1 se expresa en linfocitos y en 6rganos como el higado, pulmones, cerebro y corazon

(Anzenbacher y Anzenbacherova, 2001).

1.5.4.3. Citocromo P450 2E1

El citocromo P450 2E1 es una enzima codificada por el gen CYP2ET localizado en la posicion
10924.3, esta enzima pertenece al grupo de las mono-oxigenasas de la superfamilia de los
citocromos P450. EI CYP2E1 metaboliza carcindgenos como el benceno y las N-nitrosaminas,
ademas se ha determinado que es el sistema principal de metabolizacion del etanol y la expresion
de la enzima es inducible por su consumo. Se ha reportado que la regulacién de la expresion del
CYP2E1 involucra mecanismos transcripcionales, post-transcripcionales y post-traduccionales;
algunos de ellos podrian estar relacionados con los polimorfismos en la regién 5° reguladora del gen,
ya que esta regiéon se encuentra altamente conservada (Uchimoto y cols., 2007). Uno de los
polimorfismos mas estudiados es el CYP2E1*5B que produce la pérdida del sitio de reconocimiento
para la enzima de restriccién Rsal. Watanabe y cols., (1991) reportaron que el cambio producia un
incremento en la transcripcion del gen y Ueshima y cols., (1996) reportaron que la tasa de
eliminacién del acetaminofen es significativamente mas alta en pacientes portadores del genotipo
CYP2E1*5B / CYP2E1*5B, este genotipo también ha sido relacionado con la susceptibilidad a

padecer cancer pulmonar, en distintas poblaciones (Zhan y cols., 2010).
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El CYP2E1 se expresa principalmente en higado, donde se encuentran los niveles de expresion mas
altos, ademas se expresa en pulmones, ovarios, glandulas mamarias (www.genatlas.org) y linfocitos
(Abdel-Rahman y cols., 20002).

1.5.4.4. Epodxido hidrolasa

La epdxido hidrolasa microsomal (mEH), es codificada por el gen EPHX1 localizado en 1g42.1. La
expresion de la mEH es inducida por muchos xenobidticos via receptor AhR, y aunque también
participa en el metabolismo endogeno su actividad ha sido mejor caracterizada utilizando algunos
compuestos quimicos. La mEH presenta un papel dual ya que puede actuar como enzima de
desintoxicacion y por otro lado puede activar algunos pro-carcindgenos. Una de las reacciones mejor
caracterizadas es la biotransformacion del B[a]P, donde éste es sustrato del CYP1A1 y
posteriormente es sustrato de la mEH, esta ultima enzima es la que produce los trans-di-hidrodioles
que son intermediarios altamente reactivos, mutagénicos y carcinogénicos; como el benzo[a]pireno
7,8-diol-9,10 epdxido (BPDE), estos metabolitos son capaces de interactuar con el DNA, RNA y
proteinas (Hasset y cols., 1994). Los metabolitos derivados de la actividad de la mEH pueden ser
sustrato nuevamente del CYP1A1 o de las glutation transferasas (Figura 1.6), completando asi el

metabolismo de desintoxicacion y excrecion de los xenobidticos (Lodovici y cols., 2004).

El gen EPHX1 posee varios polimorfismos de los cuales los mas estudiados son el EPHX1
Tyr113His localizado en el exon 3 y el EPHX1His139Arg localizado en el exdn 4. Hasset y cols.,
(1994) determinaron la actividad enzimatica de estas variantes polimérficas y encontraron que el
alelo 113His reduce la actividad 50% y también disminuye la cantidad de metabolitos reactivos, la
variante 139Arg incrementa su actividad 25%, aumentando también los metabolitos reactivos,
mientras que las combinaciones His113/Arg139 y Tyr113/His139 presentan actividades similares y
producen cantidades similares de metabolitos reactivos. De acuerdo con estos resultados, Voho y
cols., (2006) reportaron que el alelo 113His tiene un efecto protector en pacientes con cancer
pulmonar, esto se explica por la baja actividad de la enzima debido a que los individuos portadores

del genotipo EPXH1 His113 homdcigos generan pocos metabolitos reactivos que pueden dafar el
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DNA, RNA y proteinas. La mEH se expresa en muchos tejidos, incluyendo los pulmones y el tracto
aero-digestivo (www.genatlas.org).

Benzo(a)pyrene (B(a)P)

CYP1A1 “ CYP1A1
9,10-epoxy B(a)P W OOO ————————p  4,5-cpoxy B(a)P

lcvpuu
*cvmm asTa
9-OH B(a)P i
lcYP1A1 7, 8-cpoxy Bu)P
* mEH Other GST
GSTM1
9-OH-4,5 epoxy B(a)P 7,8-diole B(a)P W’ GSH conjugates
l lcvmm
DNA adducts € 7,8-diol-9,10-cpoxy B(a)P
l Detoxification

Mutations

Figura 1.6. Metabolismo del benzo[a] pireno. Tomado de Lodovici y cols., 2004.

1.5.4.5. Glutation transferasas (GST)

Las GST son una superfamilia de isoenzimas que participan en la desintoxicacion celular de un
amplio rango de compuestos quimicos (agentes toxicos y genotoxicos) a través del metabolismo de
fase Il. El proceso de desintoxicacion se lleva a cabo mediante la conjugacion de compuestos
hidrofébicos electrofilicos con el glutatidn, lo que permite generar moléculas hidrofilicas faciles de
excretar (Mohr y cols., 2003), aunque a través del metabolismo de la GST clase theta se pueden
activar algunos compuestos halogenados que son potencialmente dafiinos para las células y su
estabilidad gendmica (Landi, 2000).

Por otro lado, Ouaissi y cols., (2002) y Oakley, (2005) reportaron la participacion de GST’s en la

sintesis de hormonas esteroides, prostaglandinas y en la modulacién de la respuesta inmune.

Las GST’s de humanos son codificadas por una superfamilia de genes organizados en tandem, las
proteinas se han clasificado de acuerdo con la similitud en su secuencia de aminoacidos en las
clases: alfa, mu, omega, pi, sigma, theta y zeta (Mannervik y cols., 2005). Cada clase tiene un
numero 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
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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 transferasa Mu (GSTM1)

La familia Mu se encuentra organizada en tandém dentro del cromosoma 1p13 y la enzima GSTM1
es uno de los cinco miembros que la conforman. La GSTM1 conjuga compuestos derivados del
metabolismo primario de HAP's, como epoxidos 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 | generen aductos en el DNA (Hayes y cols., 2005).

Los polimorfismos de esta familia consisten en deleciones (GSTM1 y GSTM3) y SNP’s (GSTM1,
GSTM3 y GSTM4) (Vineis y cols., 1999). El polimorfismo GSTM1*0 es causado por una delecion en
el gen que impide la expresidn de la proteina funcional. Seidergard y cols., (1988), reportaron la falta
de actividad del 6xido de trans-stilbeno que es un compuesto metabolizado por la GSTM1 en
individuos portadores de genotipos nulos en condicion homdciga. Por otro lado, Lodovici y cols.,
(2004) reportan la asociacion de GSTM1*0 con un incremento en los niveles de aductos de BPDE-
DNA, y Mohr y cols., (2003) reportan la asociacion del polimorfismo GSTM1*0 con distintos tipos de
cancer. Estos autores reportan que la GSTM1 se expresa principalmente en higado, estémago,

cerebro, pulmones y nasofaringe, entre otros.

Glutation transferasa Theta (GSTT1)

El gen de la GSTT1 se encuentra localizado en el cromosoma 22q11.2, en este loci se han
identificado 2 genes: GSTT1, GSTT2 y un pseudogen. 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 dafinos para las células

(Landi, 2000), por lo que en estos compuestos funciona como bioactivador, mientras que para
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algunos metabolitos de HAP's funciona como enzima de desintoxicacion, no obstante presenta

menor afinidad por estos sustratos (Mannervik y cols., 2005).

Existen pocos reportes acerca de los polimorfismos en la clase theta, Pemble y cols., (1994)
reportan un polimorfismo nulo (GSTT1*0) similar al de GSTM1*0, en el que una delecion también
impide la expresion funcional de la enzima. Se han realizado distintos estudios donde se relaciona
este genotipo con el incremento de aductos en el DNA (Ketelslegers y cols., 2006) y con el riesgo de
padecer algun tipo de cancer (Landi, 2000).

Se expresan altos niveles de GSTT1 en higado y en menor cantidad en eritrocitos, pulmones,
rifiones, cerebro, musculo esquelético, intestino delgado y corazon, mientras que la actividad de
GSTT no ha sido detectada en linfocitos (Landi, 2000).

Glutation transferasa Pi (GSTP1)

El gen GSTP1 se localiza en la posicion 11q13.2 siendo el unico miembro de la familia Pi, como las
otras GST's, esta enzima juega un papel central en la inactivacion de compuestos electrofilicos
toxicos y carcindgenos, presenta afinidad por diversos sustratos entre ellos algunos derivados del
benceno (Zimniak y cols., 1994).

Se ha sugerido que la isoforma GSTP1 es la principal enzima involucrada en la inactivacion de los
carcindgenos del humo del tabaco, como los diol-epdxidos del benzo[a]pireno y otros componentes
toxicos del humo del tabaco, como la acroleina. (Hayes y cols., 2005).

Se han reportado pocos polimorfismos en este gen y el mas estudiado es el GSTP1 lle105Val, el
cual fue caracterizado bioquimicamente por Zimniak y cols., (1994) quienes reportaron que las
variantes lle105 y Val105 presentan caracteristicas fisico-quimicas muy similares, incluso en la
afinidad por el glutation. Sin embargo, la variante Val105 presenta un valor de Km de 3M usando
como sustrato el 1-cloro 3,4- dinitrobenceno, mientras que la Km de la variante lle105 fue de 0.82,
asi mismo los valores de Kca fueron de 58.8 y de 52.5 para lle105 y Val105, respectivamente; esto
sugiere que la variante Val105 es menos eficiente para desintoxicar compuestos electrofilicos

reactivos.
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Por otro lado, se ha reportado que el gen GSTP1 es inactivado por hipermetilacion en estadios
tempranos del desarrollo carcinogénico y se encuentra sobre-expresado en células tumorales, lo
cual contribuye a la resistencia del tumor hacia los farmacos anticancer (Harries y cols., 1997).
Ademas, algunos estudios han asociado el genotipo GSTPi 105 Val/Val con la susceptibilidad a
padecer cancer pulmonar (Sreeja y cols., 2008)

La GSTP1 se expresa en una gran variedad de érganos y tejidos, entre ellos, los pulmones,
intestinos, colon, sistema reproductivo, cornea, queratinocitos y células epiteliales, entre otros

(Geneatlas).

1.5.4.6. X-ray repair cross complementing 1 (XRCC1)

El gen XRCC1 se encuentra localizado en el locus 19913.31, codifica una proteina nuclear del tipo
‘dedos de zinc” la cual interactta con el DNA. XRCC1 no presenta actividad enzimatica, pero
interactta con enzimas clave implicadas en la via de reparacién por escision de bases (via de
reparacion BER), como la polimerasa ADP-ribosa, la DNA polimerasa 8, la DNA ligasa Il y la AP
endonucleasa (Kelsey y cols., 2004). Este complejo proteico-enzimatico repara aductos en el DNA
que son causados por algunos carcindgenos como los HAP's y la NNK, entre los aductos reparados
se encuentran los del tipo “bulky” y las rupturas en una sola cadena causadas por la radiacion
ionizante (Zhou y cols., 2003). Ademas la via BER actua sobre sitios apurinicos/apirimidicos (AP)
producidos por el estrés oxidante endégeno (Duell y cols., 2000).

Se conocen varios polimorfismos en el gen, entre ellos tres que generan intercambio de aminoacidos
en regiones altamente conservadas; XRCC1 Arg194Trp, XRCC1 Arg280His y XRCC1 Arg399Gin.
Uno de los polimorfismos mas estudiados es el Arg399Gin y se ha reportado que los portadores del
genotipo GIn399 presentan altos niveles de aductos en el DNA (Zhou y cols., 2003) y un incremento
en el nimero de aberraciones cromosémicas (Abdel-Rahman y cols., 2000), lo que podria deberse a
una interaccién inadecuada entre la proteina XRCC1 y el DNA a ser reparado, lo cual incidiria en la
tasa de reparacion. Adicionalmente, en algunas poblaciones el genotipo GIn399 ha sido relacionado
con la susceptibilidad de desarrollar cancer de pulmén (Ziennoldiny y cols., 2006). La XRCC1 se
expresa en distintos 6rganos y tejidos como el cerebro, pulmones, Utero y células epiteliales, entre

otros (Geneatlas).
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1.5.4.7. Excision repair cross-complementing group 2 (ERCC2)

El gen ERCC2 también conocido como XPD (xeroderma pigmentosum, complementation group D),
se encuentra localizado en 19913.32, codifica una helicasa ATP-dependiente y forma parte del
complejo de las aproximadamente 20 proteinas involucradas en la reparacion del DNA por escision
de nucledtidos (via de reparacién NER). XPD tiene un papel dual ya que participa en la reparacion
NER del DNA'y en la transcripcion basal (Spitz y cols., 2001).

La via NER remueve y corrige fragmentos de oligonucleétidos contenidos en una gran variedad de
lesiones como las inducidas por luz UV, aductos “bulky” y otros entrecruzamientos generados por
carcindgenos conocidos, entre ellos derivados del benceno (BPDE), fenoles y quinonas (Duell y
cols., 2000).

Existen 17 polimorfismos en el gen, los méas estudiados son XPDLys751GIn y XPDAsp312Asn.
Affato y cols., (2004) reportaron un incremento en el intercambio de cromatidas hermanas en
linfocitos de individuos con genotipo XPDAsn312, mientras que Abdel-Rahman® y cols., (2000)
reportaron un incremento en el numero de aberraciones cromosomicas en linfocitos de individuos
con genotipo GIn751, utilizando ensayos de sensibilidad a mutagenos con NNK. Ademaés varios
reportes han asociado las variantes GIn7567 y Asn312 con el riesgo de desarrollar cancer pulmonar
(Spitz y cols., 2000, Vineis y cols., 2008).

La XPD se expresa en higado, pancreas, cerebro, pulmones, linfocitos y células NK, entre otros

(Geneatlas).

1.5.4.8. O%-metilguanina-DNA metiltransferasa (MGMT)

El gen MGMT se encuentra localizado en 10926.3 y codifica una enzima metil-tranferasa que
participa en la reparacion del DNA. La MGMT repara el DNA dafiado por la alquilacién aberrante,
causada por fuentes endégenas como la nitrosaminacion de aminas, la lipoperoxidacién y la ruptura
de amidas; asi como el dafio causado por fuentes exégenas, entre ellas los componentes del humo
del tabaco, productos de la combustiéon de energéticos y por ciertos agentes quimioterapéuticos
(Bugni y cols., 2007). La lesion causada es un aducto de OB- metilguanina (O®MeG), que es

producido por la alquilacién en la posicién Sn1 y su ruptura por una especie reactiva metilada. Los
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aductos O®MeG son una fuente comun de transiciones G----A, debido a un apareamiento
preferencial del aducto con la timina durante la replicacion. EI O®MeG:T es reconocido por la
maquinaria de reparacion (mismatch), que escinde la timina e inserta otra timina en la cadena
opuesta al aducto; esta reparacion erronea puede generar intercambio de cromatidas hermanas,

aberraciones cromosomicas e incluso el arresto del ciclo celular y la apoptosis (Bugni y col., 2007).

La MGMT realiza una transferencia irreversible del grupo metilo del aducto O5MeG y lo sustituye por
un sulfuro de la cisteina del sitio activo (Cys145), esta transferencia modifica el sitio Cys145
generando un cambio conformacional que permite que la MGMT sea blanco de degradacién por
ubiquitinacion; de tal forma que la tasa de reparacién depende de la cantidad de proteina activa

circulante, ya que una proteina repara solamente un aducto (Niture y cols., 2007).

Se han detectado cientos de polimorfismos en el gen MGMT y sélo nueve que generan cambio de
aminoacidos han sido depositados en la base de datos del NCBI SNP; entre ellos Leu84Phe,
lle143Val y Lys178Arg que son los mas estudiados. Se realizd un andlisis bioquimico de las
variantes polimérficas y no parece haber cambios significativos en la actividad de la proteina. Sin
embargo, Hill y cols., (2005) reportaron que el alelo Phe84 se encuentra relacionado con un
incremento en el numero de aberraciones cromosdmicas en linfocitos tratados con NNK vy
Ziennoldiny et al, (2006) reportan que el genotipo Phe/Phe (84) incrementa el riesgo de padecer

cancer pulmonar.

Los polimorfismos Leu84Phe e lle143Val se encuentran cercanos al sitio Cys145, que es clave en la
actividad enzimatica, esto fue revelado por el analisis cristalografico y de actividad in silito, que
determino que la variante Phe84 es rara e inestable (Bugni y cols., 2007) (Fig. 1.7), no obstante es
necesario comprobar estos datos experimentalmente.

La proteina MGMT se expresa en estdmago, pulmones, rifiones, intestinos, utero, ovarios, prostata,
monocitos y linfocitos (Geneatlas), ademés se encuentra sobre-expresada en tumores malignos y en
lineas celulares, posiblemente como un mecanismo de resistencia a agentes quimioterapéuticos
(Niture y cols., 2007).
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Figura 1.7. Estructura cristalografica de la MGMT que muestra las posiciones de los
polimorfismos de la enzima. Tomado de Bugni y cols., 2007

1.5.4.9. Ciclina D1 (CCND1)

El gen que codifica para la ciclina D1 se encuentra localizado en 11q13, la ciclina es una proteina
dependiente de cinasas que participa en el control del ciclo celular, especificamente en la progresion
de G1 ala fase S; las ciclinas presentan un patrén de expresion diferencial a lo largo del ciclo celular
y son degradadas después de cumplir su funcién. La CD1 se une a las cinasas CDK2, CDK4 y
CDK®, durante la fase G1, entre éstos el complejo CD1/CDK4 es el que tiene mayor actividad de
cinasa; la actividad de cinasa es controlada negativamente por las proteinas p15NK4A p1GINK48,
p18NK4C y n19INK4D que forman un complejo binario con CDK4 y CDKG6, bloqueando asi la transicion
de G1-S (Gaustchi y cols., 2006). La ciclina D1 se une a CDK4 y CIP/KIP, lo que permite su entrada
al nucleo y que fosforile a Rb, esto promueve la liberacion del factor de transcripcion E2F vy la
progresion de G1-S. Durante la transicion, GSK-3B entra al nucleo y fosforila a la ciclina D1 en la
treonina 286, esto permite que la ciclina D1 sea exportada del ntcleo por Crm1 y sea degradada por
el proteosoma 26S (Fig. 1.8) (Wang y cols., 2002).

Se han descrito algunos mecanismos por los cuales la funcién y localizacién de la ciclina D1 pueden
ser alteradas, entre ellos se encuentra el polimorfismo G870A en el intrdn 4 que provoca la pérdida
del sitio de restriccion ScrFl; este polimorfismo reduce la eficiencia del reconocimiento del sitio de
splicing, generando un splicing alternativo que da lugar a la proteina ciclina D1b, a la cual le hace
falta el sitio de fosforilacion Thr286 que permite su salida del nucleo, esto permite su acumulacion
nuclear y se ha sugerido que la acumulacién de ciclina D1 en el nucleo puede promover la

transformacion maligna de las células (Wang y cols., 2002).
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Por otro lado, se ha reportado que el alelo A870 esta asociado con el riesgo de padecer varios
canceres, entre ellos el cancer de pulmén, vejiga y melanoma de piel (Gaustchi y cols., 2006, Wang
y cols., 2002, Knudsen y cols., 2006).

La ciclina D1 se expresa en todas las células en division y se encuentra sobre-expresada en células

pre-tumorales, tumorales y en lineas celulares (Knudsen y cols., 2006).
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Figura 1.8. Participacion y localizacion de la ciclina D1 durante la fase G1-S del ciclo celular. Tomado de Knudsen y
cols., 2006

1.5.4.10. Tumor protein supressor (TP53)

El gen TP53 se localiza en 17p13 y codifica una proteina nuclear de 53 KDa, la proteina p53 es un
supresor de tumores que juega un papel muy importante en el checkpoint del ciclo celular. La
proteina p53 se ha denominado el guardian del genoma, ya que resguarda su integridad y responde
a una gran variedad de estimulos, entre ellos el dafio al DNA, la hipoxia, el estrés oxidante y la
activacion de oncogenes (Fig. 1.9) (Whibley y cols., 2009).

El papel protector de p53 es como factor de transcripcion que se une a secuencias blanco en el DNA
y modula la transcripcion de genes que ejercen su funcién protectora a través de los mecanismos de
arresto del ciclo celular, la apoptosis, el mantenimiento de la integridad gendmica, la inhibicién de la

angiogénesis y la senescencia (Pecorino, 2007).
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El supresor de tumores p53 es blanco de mutaciones que provocan la pérdida de su funcion,
favoreciendo el proceso carcinogénico, lo que explica que una gran variedad de tumores presenten

mutaciones que inactivan su funcién (Seker y cols., 2001).

Existen algunos polimorfismos capaces de alterar su funcion, entre ellos el Arg72Pro que se
encuentra en una region conservada de poli-prolinas, el analisis gendémico comparativo sugiere que
el alelo Pro es el ancestral, sin embargo es el alelo Arg el que se encuentra ampliamente
representado en algunas poblaciones, por lo que se denomind como el alelo silvestre. Thomas y
cols., (1999) reportan las propiedades bioquimicas y bioldgicas de las variantes Arg72 y Pro72,
encontrando que tienen propiedades similares a excepcion de la tasa de apoptosis; en este estudio
se encontrd que la variante Arg72 es capaz de conducir a la apoptosis celular mas rapido que la
variante Pro72. Existen estudios epidemioldgicos que han asociado la variante Pro72 con el riesgo
de padecer cancer, sin embargo los resultados han sido inconsistentes entre poblaciones

(Irrardzabal y cols., 2003).
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Figura 1.9. Mecanismos celulares dirigidos por p53. Tomado de Whibley y cols., 2009.
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CAPITULOII

2.1. JUSTIFICACION

Se han producido cambios importantes en la epidemiologia del cancer pulmonar; como las
variaciones en el tipo histolégico, el incremento en el numero de nuevos casos, con un aumento
significativo en mujeres y en poblacion menor de 50 afios, la tasa de mortalidad sigue siendo la mas
alta entre las neoplasias, y la mayoria de los pacientes suelen acudir al médico en estadios muy
avanzados de la enfermedad cuando ya solo se les pueden ofrecer tratamientos paliativos con

quimio y/o radioterapia.

Por otro lado, el cancer pulmonar se encuentra estrechamente relacionado con el tabaquismo, el
cual es uno de los principales problemas de salud publica que afecta a la poblacion de todos los
estratos sociales. Los individuos comienzan a fumar a edades muy tempranas y lo hacen por presion
social o por imitacién a las personas con las que conviven, y aunque existen fuertes campafias
antitabaco los resultados han sido poco alentadores. Una vez iniciado el tabaquismo es muy dificil
de abandonar, incluso, aunque el paciente este consiente de las repercusiones que trae a su salud.
Existen clinicas especializadas para dejar de fumar, sin embargo son pocos los individuos que
logran una rehabilitacién total, el resto abandona el tratamiento y continia fumando hasta que su

estado de salud o economico se lo impide.

Es inminente que los fumadores actuales desarrollaran algun tipo de padecimiento relacionado con
su habito tabaquico, entre ellos el cancer pulmonar, y esto traera repercusiones importantes en su
calidad de vida, ademas de grandes costos econdmicos para el sector salud. Es por ello que surge
la necesidad de identificar biomarcadores que puedan predecir la susceptibilidad a padecer de
cancer pulmonar e identificar individuos de alto riesgo genético, en los cuales seria posible prevenir,
detectar y/o tratar el cancer en estadios tempranos, esto traeria grandes beneficios a la salud del
paciente y a su economia, incluso se reducirian los costos que generan a las instituciones de salud

los tratamientos contra el cancer pulmonar.

46



2.2. DISENO DEL ESTUDIO

Se seleccionaron algunos genes que son importantes en el desarrollo del cancer pulmonar y se
elegieron los polimorfismos que producen una alteracién funcional en la proteina codificada (Tabla
2.1) 6 en su expresién, y que en trabajos previos (en otras poblaciones) han mostrado una

asociacion significativa con el riesgo de padecer cancer pulmonar.

El primer paso para identificar individuos de alto riesgo a padecer de cancer pulmonar es la
determinacion de las frecuencias de los polimorfismos en una muestra de poblacion general sana.
Se realizé un tamizaje de las frecuencias de los polimorfismos en 100 individuos sanos de poblacién
Mestiza Mexicana, con los datos obtenidos se estimé el tamafio de muestra para tener un 95% de
confianza en la frecuencia alélica de los polimorfismos analizados. Se obtuvo una n=382 individuos
para la frecuencia alélica mas alta, por lo que fueron analizados los 16 polimorfismos en esta
muestra, en la que se determinaron las frecuencias genotipicas y alélicas de cada polimorfismo.
Ademas en esta muestra se realizd el andlisis de la variabilidad genética y la estimacion tedrica

(segun los datos de OR calculados en otras poblaciones) del riesgo a padecer de cancer pulmonar.

Para determinar los genotipos que confieren susceptibilidad genética a cancer pulmonar en nuestra
poblacion, realizamos un estudio de casos y controles. Para este analisis se incluyeron Unicamente
pacientes diagnosticados con cancer pulmonar primario y sin tratamiento de quimioterapia; los
controles fueron clinicamente sanos (hasta el momento de la toma de muestra), algunos controles
de la muestra de poblacién sana fueron incluidos en este estudio. Variables como edad, sexo,
tabaquismo e indice tabaquico se tomaron en cuenta para que la diferencia entre ambas muestras

fuera no significativa.

Para determinar si realmente los genotipos determinados como de riesgo, producen mayor dafio
genético se realizé un estudio piloto in vitro, en el que se trataron linfocitos de un individuo sano que
presentd mayor susceptibilidad genética vs linfocitos de un individuo sano de menor susceptibilidad
genética (polimorfismos de riesgo segun estudios de casos y controles). Los linfocitos se trataron
con dos carcindgenos conocidos y se determind la expresion del mRNA de enzimas importantes en

el metabolismo de los mismos, asi como el dafio genético producido.
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Tabla 2.1. Genes analizados en este estudio su relevancia biologica, polimorfismos y alteracion en la proteina codificada.

Nombre del gen Funcioén celular Polimorfismo Fenotipo Alelo de riesgo Referencia
Receptor de arilos Receptor de xenobidticos AhR Argb54Lys Similar al silvestre Lisina Koyano y cols., 2005
Citocromo P450 1A1 Bioactivacion de xenobidticos ~ CYP1A1 T3801C (*2A Incremento en la inducibilidad C Kawajiri y cols., 1990
Citocromo P450 1A1 Bioactivacion de xenobidticos ~ CYP1AT lle472Val (*2C)  Reduce Km, aumenta Vmax Valina Schwartz y cols., 2001
Citocromo P450 1A1 Bioactivacion de xenobidticos ~ CYP1A1 T5639C (*3) Marcador raza-especifico C Crofts y cols., 1993.
Citocromo P450 1A1 Bioactivacion de xenobidticos ~ CYP1A1 Thr471Asn (*4)  Reduce Km, aumenta Viax Asparagina Schwartz y cols., 2001
Citocromo P450 2E1 Bioactivacion de xenobidticos ~ CYP2E1 C1053T (*5B)  Incremento en el mMRNA T Watanabe y cols., 1991
Epoxido hidrolasa Hidrolisis de ep6xidos EPHX1 Tyr113His Actividad disminuida Tirosina Hassett y cols., 1994
Epoxido hidrolasa Hidrolisis de epoxidos EPHX1 His139Arg Actividad aumentada Arginina Hassett y cols., 1994
Glutatién transferasa p Eliminacion de electrofilos GSTM1 null No funcional Nulo Seidegard y cols., 1988
Glutatién transferase 6 Eliminacion de electrofilos GSTT1 null No funcional Nulo Pemble y cols., 1994
Glutatién transferase Eliminacion de electrofilos GSTPI lle105Val Aumenta la Km Valina Zimniak y cols., 1994
X-ray cross-complementig group 1 Reparacion del DNA (Via XRCC1 Arg 399 Gin Actividad disminuida Glicina Zienolddiny y cols., 2006
(XRCC1) BER)

Excision repair cross- Reparacion del DNA (Via ERCC2 Lys751GlIn Actividad disminuida Glicina Lunn 'y cols., 2000
complementing group 2 (ERCC2) NER)

08- metilguanina-DNA Reparacion del dafio al DNA. MGMT Leu84Phe Isoforma inestable y rara Fenilalanina Inoue y cols., 2000
metiltransferasa (MGMT) (Reparaci6n directa)

Ciclina D1 Progresion del ciclo celular CCND1 G870A Splicing alternativo A Betticher y cols., 1995
Supresor de tumores Arresto del ciclo celular, TP53 Arg72Pro Disminuye la apoptosis Prolina Thomas y cols., 1999

apoptosis

48



2.3. HIPOTESIS

La susceptibilidad genética individual al cancer pulmonar esta determinada por una combinacion de

genotipos de riesgo con efecto aditivo, por lo que encontraremos sobre-representacion de los

genotipos de riesgo en una poblacion de sujetos diagnosticados con cancer pulmonar primario.

2.4, OBJETIVOS

General

=

Identificar genotipos que pueden conferir susceptibilidad genética a padecer de cancer

pulmonar.

Especificos

=

=

Seleccionar biomarcadores genéticos importantes en el desarrollo de la enfermedad.
Obtener las frecuencias de los polimorfismos genéticos seleccionados en individuos
mexicanos sanos.

Determinar el conjunto de genotipos de riesgo mas frecuente en la poblacion analizada.
Determinar las frecuencias de los polimorfismos genéticos en pacientes diagnosticados con
cancer pulmonar primario.

Realizar analisis estadisticos univariados y multivariados para determinar los genotipos que
confieren mayor susceptibilidad a padecer cancer pulmonar.

Determinar en un estudio in vitro el dafio genético ocasionado por dos carcindgenos

conocidos, en linfocitos de dos individuos con distinta carga genética.
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CAPITULO Il

3. Materiales y Métodos

3.1. Sujetos

En el estudio se incluyeron 382 individuos para el analisis de las frecuencias de los polimorfismos en
poblacion general sana, mientras que para el estudio de casos y controles se incluyeron 190
pacientes diagnosticados con cancer pulmonar primario y 190 controles sanos (algunos fueron
tomados de la muestra inicial de 382 individuos). Los sujetos muestreados fueron Mestizos
Mexicanos, no relacionados entre si, con padres y abuelos nacidos en México, todos los
participantes respondieron un cuestionario donde se les realizaron preguntas acerca de su lugar de
nacimiento, asi como el de sus padres y abuelos, edad, género, tabaquismo, estilo de vida, etc.

En el caso de pacientes ademas se recolect6 la informacion acerca del tipo histologico del cancer

pulmonar, asi como datos de relevancia médica y epidemiologica.

El protocolo de investigacion fue aprobado por el Comité de Bioética del Instituto de Investigaciones
Biomédicas de la Universidad Nacional Autonoma de México y por el Comité de Bioética del Instituto
Nacional de Enfermedades Respiratorias, y el Banco de sangre del Hospital 20 de Noviembre del
ISSSTE dio su autorizacion para utilizar los buffy coat de algunas muestras para extraer el DNA y

utilizarlo en este estudio.

3.2. Andlisis de los polimorfismos

El DNA gendmico se obtuvo a partir de muestras sanguineas por el método de precipitacion con

fenol-cloroformo (Sambrook, 1987) y en algunos casos se utilizo el protocolo de precipitacidén con

sales (Lahiri et al, 1991).

El polimorfismo AhRA@554lys se determind por PCR tiempo real utilizando la sonda Tagman

C_11170747_20 de Applied Biosystems siguiendo las recomendaciones del fabricante (Fig. 3.1).
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Allelic Discrimination

¢
!

Allele Y (ARG)

Allele X (LYS)

Figura 3.1. Genotipificacion del polimorfismo AhRA9554Lys, en el eje X encontramos los homdcigos para el alelo lisina, en
el eje Y encontramos a los homécigos arginina y los triangulos intermedios corresponden a los heterdcigos que
presentan ambos alelos arginina/lisina.

Se utilizd la técnica de PCR-RFPL’s para los polimorfismos de CYP1A12A y CYP1A1%3 (Kawajiri,
1999), CYP1A12C y CYP1A1* (Cascorbi y cols., 1996), CYP2E1B (Morita, y cols., 1997),
EPHX1Tyrt13His y  EPHX1His13%rg (Smith y Harrison 1997), GSTP1e105Vel (Zimniak y cols., 1997),
XRCC14rg3996h (Fig. 3.2) (PAbdel-Rahman y El-Zein 2000), XPDtys7516h (Lunn y cols, 2000),
MGMTteus4Phe (Hill y cols, 2005), CCND 168704 (Wang y cols, 2002) y TP53A972Pro (Irarrazabal y cols,
2003). Los polimorfismos de GSTT10 y GSTM1? se determinaron por PCR multiple, utilizando el
protocolo reportado por Abdel-Rahman y cols, 1996 (Fig 3.3).

Algunos protocolos fueron modificados, las condiciones de amplificacion y los fragmentos de

restriccion (RFLP’s) obtenidos se muestran en la Tabla 3.1
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Tabla 3.1. Detalles de los oligonucledtidos, amplicones, enzimas de restriccion y condiciones utilizadas para los anélisis genotipicos de PCR-

RFLP’s.
Gen/ Tamaiio amplicén Enzima de restriccion ~ Tamaiio de los fragmentos
Polimorfismo Oligonucleétidos Condiciones del PCR (pb) (unidades) digeridos (pb)
F TAGGAGTCTTGTCTCATGCCT WT (333)
CYP1A1T3801C (*2A) R CAGTGAAGAGGTGTAGCCGCT 94°C 30s, 55°C 30s, 72°C 30s 333 Msp 1 (4) H (333, 208, 125)
M (208, 125)
F CTGTCTCCCTCTGGTTACAGGAAGC WT (149, 55)
CYP1A1 lle472Val (*2C) R TTCCAGCCGTTGCAGCAGGATAGCC 94°C 30s, 59°C 30s, 72°C 30s 204 BsrDI (0.4) H (204, 149, 55)
M (204)
F CCAGAGACAACAGGTAAAACA WT (321)
CYP1A1 T5639C (*3) R ATACCCCCCCCTCACTCC 94°C 30s, 55°C 30s, 72°C 30s 321 Mspl (4) H (321, 240, 81)
M (240,81)
F CTGTCTCCCTCTGGTTACAGGAAGC WT (139, 65)
CYP1A1 Thr471Asn (*4) R TTCCAGCCGTTGCAGCAGGATAGCC 94°C 30s, 59°C 30s, 72°C 30s 204 Bsal (2) H (204, 139, 65)
M (204)
F CCAGTCGAGTCTACATTGTCA WT (352, 60)
CYP2E1 C1053T (*5B) R TTCATTCTGTCTTCTAACTGG 94°C 30s, 52°C 30s, 72°C 30s 412 Rsal (1.5) H (412, 352, 60)
M (412)
F GATCGATAAGTTCCGTTTCACC WT (140, 22)
EPHX1 Tyr113His R ATCCTTAGTCTTGAAGTGAGGAT 94°C 20s, 55°C 20s, 72°C 20s 162 EcoRV (1) H (162, 140, 22)
M (162)
F GGGGTACCAGAGCCTGACCGT WT (295, 62)
EPHX1 His139Arg R AACACCGGGCCCACCCTTGGC 94°C 30s, 62°C 30s, 72°C 30s 357 Rsal (1.5) H (295, 174,121, 62)
M (174,121, 62)
F ACCCCAGGGCTCTATGGGAA WT (176)
GSTPI lle105Val R TGAGGGCACAAGAAGCCCCT 94°C 20s, 60°C 20s, 72°C 20s 176 BsmAl (1) H (176, 91, 85)
M (91, 85)
F TTGTGCTTTCTCTGTGTCCA WT (384, 231)
XRCC1 Arg399Gin R TCCTCCAGCCTTTTCTGATA 94°C 30s, 57°C 30s, 72°C 60s 615 Mspl (4) H (615, 384, 231)
M (615)
F CCCCCTCTCCCTTTCCTCTG WT (112, 72)
ERCC2 (XPD) Lys751GIn R AACCAGGGCCAGGCAAGAC 94°C 20s, 62°C 20s, 72°C 20s 184 Mboll (0.5) H (184,112, 72)
M (184)
F TTCTGCTGCACAGCTAGTTGAG WT (283, 216)
MGMT Leu84Phe R GCCAAAACTAACACAAGTGTTGG 94°C 45s, 61°C 45s, 72°C 455 499 Sapl (0.2) H (499, 283, 216)
M (499)
F GTGAAGTTCATTTCCAATCCGC WT (145, 22)
CCND1 A870G R GGGACATCACCCTCACTTAC 94°C 20s, 55°C 20s, 72°C 20s 167 ScrFl (1) H (167, 145, 22)
M (167)
F CGTGCAAGTCACAGACTTGGC WT (160, 99)
TP53 Arg72Pro R AATGGATGATTTGATGCTGTCCC 94°C 30s, 60°C 30s, 72°C 30s 259 Bsh12361 (1) H (259, 160, 99)
M (259)
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Figura 3.2. Analisis de polimorfismos por PCR-RFLP’s tomando como ejemplo el polimorfismo XRCC1419399Gin_ E| carril 1
es el marcador de peso molecular 100 pb, el carril 2 es el homécigo GIn/GIn, el carril 3 es el control positivo de restriccion
de la enzima Mspl, el carril 4 es el genotipo homaocigo Arg/Arg y el carril 5 es el heterdcigo Arg/Gin.
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Figura 3.3. Andlisis de las deleciones en la GSTM1 y GSTT1 por PCR multiple. La banda de 480 pb corresponde al gen
GSTT1, la de 312 pb es un control interno de la reaccién y corresponde al gen del CYP1A1 y la banda de 215 pb
corresponde al gen GSTM1. El carril 1 muestra el control positivo para todos los genes, el carril 2 es el marcador de peso
molecular, el carril 3 muestra el genotipo nulo de GSTT1, el carril 4 el genotipo nulo de GSTM1 y el carril 5 muestra
ambas GST's con genotipos nulos.

La verificacion de algunos genotipos se determind por secuenciacion del DNA (Fig 3.4), para lo cual
se purificaron algunos amplicones utilizando el Kit “Purification Product of PCR” (Qiagen). El analisis

se llevo a cabo en la Unidad de secuenciacion del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM.
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Figura 3.4. Verificacién de genotipos por secuenciacion directa del DNA

3.3. Analisis estadistico

Se determinaron las frecuencias genotipicas y alélicas de cada uno de los genes analizados. El

equilibrio de Hardy-Weinberg para la poblacion general sana fue determinado con el programa Gene

Pop Version 4.0.10 (http://genepop.curtin.edu.au).

Se realizaron andlisis multivariados (conglomerados y analisis jerarquico) para determinar la
variabilidad genética de la muestra poblacional y para la estimacion del riesgo teorico se utilizo el

programa JMP Versién 8. Para determinar los genotipos que confieren susceptibilidad genética, en
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el estudio de casos y controles, se utilizo la regresion logistica no condicional ajustada por sexo,
edad y estatus de tabaquismo usando el programa STATA 10.0. Adicionalmente se analizaron los
datos bajo un modelo libre no — paramétrico que permite modelar todas las variables consideradas y

para ello se utilizé el programa MDR 10.0.

3.4. Andlisis in vitro del daiio genotoxico por NNK y B[a]P en linfocitos humanos

Se seleccionaron dos individuos uno con mayor cantidad de genotipos de riesgo y otro con menor
cantidad de genotipos de riesgo. Se cultivaron los linfocitos de ambos individuos adicionando 500 uL
de sangre entera en un tubo con 4.5 mL de medio RPMI suplementado con 100U/mL de penicilina,
100 ug/mL de estreptomicina, 2mM de L-glutamina y 200 uL del suero de la sangre de cada
individuo; se estimulé la proliferacion celular con la adicién de 200 L de fitohemaglutinina

(concentracion final de 2%).

Se crecieron los cultivos a 37°C y CO2 al 5% durante 48 horas, posteriormente se afiadieron a cada
tubo distintas concentraciones de carcindgenos: NNK (0.24, 0.48 y 0.96 mM) y B[a]P (0.2, 0.4 y 0.6
uM) disueltos en medio RPMI, se incubaron 24 horas mas y se cosecharon a las 72 horas. Se
sembro un tubo para extraer DNA, uno para extraer RNA y otro para realizar laminas de células
detenidas en metafase. EI RNA y el DNA se purificaron por el método de Trizol, siguiendo las

recomendaciones del fabricante.

El cultivo para preparar laminillas fue adicionado con 200 WL de colcemid de Sigma (colchicina) a las
70 horas y se cosecharon las células 2 horas mas tarde. Las células fueron centrifugadas y se les
adiciono solucién hipoténica (KCI 0.075M) a 37°C, se incubaron las células 20 minutos a 37°C y
posteriormente se fijaron con una mezcla de metanol y &cido acético glacial (3:1), recuperando la

pastilla celular.
Las ldminas se prepararon por goteo depositando unas gotas de la pastilla celular directamente en

las laminillas, utilizando una pipeta Pasteur y posteriormente las laminillas fueron tefiidas con

Giemsa.
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3.5. Expresion de genes por RT-PCR

Se utilizé la técnica de RT-PCR para medir la expresion de algunos genes implicados en el
metabolismo y la respuesta a los carcindgenos NNK y B[a]P. EI RNA fue cuantificado en un
espectrofotometro Nanodrop ND1000 de Accesolab, en el cual se determiné la cantidad y pureza,
mientras la integridad se determind por medio de un gel de agarosa al 0.8%.

Se utilizdé la trascriptasa MVRL de Invitrogen para preparar el cDNA de acuerdo a las
recomendaciones del fabricante, los oligonucleétidos utilizados en el analisis de RT-PCR fueron:
CYP1A1 5 TTCCGACACTCTTCCTTCGT 3y 5 ATGGTTAGCCCATAGATGGG 3, para GSTP1 5
CACCAACTATGAGGCGGG 3"y 5" ATCAGCAGCAAGTCCAGC 3', para GSTM1 5" ACTTTCCCAATCTGCCCTA 3
y 5 TTCTGGATTGTAGCAGATC 3, para GSTT1 5TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC 3’y

5TCACCGGATCATGGCCAGCA 3y para GAPDH 5 GAACGGGAAGCTCACTGGCAT 3 y &
GCCCTCCGACGCCTGCTTCAC 3",

Para la reaccion de PCR se utilizaron 50 ng de cDNA, 0.2mM de dNTP’s, 20pM de cada primer, 1L
de buffer 10X, 2 mM de MgCl, 0.1U de Taq Polimerasa (Invitrogen) y H20 milli Q para alcanzar un
volumen final de 10 uL. Los ciclos del PCR se llevaron acabo en un termociclador Rapid Cycler de

Idaho Technology.

Los productos de PCR se corrieron en geles de agarosa al 1% y la intensidad de las bandas se

determind con el programa Image J.
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CAPITULO IV

4. Resultados y discusion

En la primera parte de este estudio incluimos 382 individuos Mestizos Mexicanos de los cuales el
29% fueron mujeres y el 71% hombres. El rango de edad encontrado en la poblacién de estudio fue
entre 18 y 80 afos, y el 52% declard no tener habitos tabaquicos (Tabla 4.1).

En estos 382 individuos determinamos la frecuencia genotipica y alélica de los polimorfismos
AhRArg554lys CYP1A12A,  CYP1A1'2C,  CYP1A13,  CYP1A1%, CYP2E1B, EPHX1Tyr113His,
EPHX1His139%rg - GSTM1°0, GSTT10, GSTP1!e105Val  XRCC1Arg399GIn ERCC2Lys751GIn MGMTLeus4Phe,
CCND16G870A y TP53Ag72Pro Todos los genotipos analizados estuvieron bajo el equilibrio de Hardy-
Weinberg y se encontraron distintos grados de ligamiento entre los polimorfismos de los genes
CYP1A1y EPHX1. Con base en los polimorfismos antes mencionados determinamos la variabilidad
genética de la poblacion y usando el log additive model (Fletcher y cols., 2010) construimos el

modelo poligénico de susceptibilidad a cancer pulmonar.

Tabla 4.1. Caracteristicas de la poblacién general sana analizada.

Condicién de los individuos n (%)
Todos 382
Sexo

Hombres 273 (71)
Mujeres 109 (29)
Promedio edad (afios * SD)

Todos 39.90 (12.43)
Hombres 39.24 (12.12)
Mujeres 41.53 (13.08)
Fumadores 180 (47)
Hombres 139 (77)
Mujeres 41 (23)
No fumadores 202 (53)
Hombres 134 (66)
Mujeres 68 (34)

Los resultados de este estudio se detallan en el manuscrito “Polymorphisms associated with the
risk of lung cancer in a healthy Mexican Mestizo population: Application of the additive model
for cancer”. Pérez-Morales R., Méndez-Ramirez |., Castro-Hernandez C., Martinez-Ramirez OC,
Gonsebatt ME., and Rubio J. Genet Mol Biol (2011). Acepted 18 July, 2011. In press.
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4.1. Estudio de casos y controles

En este estudio eliminamos el polimorfismo CYP1A1%3 que presentd una frecuencia muy baja en la
poblacion general sana y que ademas es raza-especifico de la poblacién africana. Aunque nuestra
poblacion presenta componentes genéticos africanos éste no se encontrd representado en nuestra
muestra poblacional. Por otro lado, no existe suficiente evidencia de que este polimorfismo sea de

susceptibilidad a cancer.
Se incluyeron 190 casos de cancer pulmonar primario y 190 controles sanos, las caracteristicas de
ambas poblaciones se muestran en la tabla 4.2 en la que se observa que no hay diferencia

significativa entre ambos grupos.

Tabla 4.2. Comparacion entre casos y controles

Variables Casos (n=190) Controles (n=190) X2 p
Edad (u+sd) 58.3 (13.8) 52.1 (15.5) 69.11  0.34
Sexo n (%) 0.516 0473
Hombres 100 (52.6) 93 (48.9)

Mujeres 90 (47.4) 97 (51.1)

Tabaquismo n (%) 0.042 0.837
No 94 (49.4) 96 (50.6)

Si 96 (50.6) 94 (49.4)

Indice tabaquico (u+sd) 27.47 (24.08) 16.19 (18.24) 96.75 0.269
Historia familiar de cancer n (%)

No antecedentes 115 (60.5) 106 (55.7) 0.876 0.349
Si antecedentes 75(39.5) 84 (44.3)

*Tipo histologico de cancer n (%)

Adenocarcinoma 100 (52.7)

Carcinoma epidermoide 39 (20.5)

Carcinoma de células pequefias 27 (14.2)

Mesotelioma 24 (12.6)

* Solo aplica en los pacientes con cancer pulmonar primario

Entre los casos de cancer pulmonar se observd que el tipo histologico mas frecuente fue el
adenocarcinoma, seguido por el epidermoide, el carcinoma de células pequefias y el mesotelioma
que ha sido asociado con la exposicion a asbestos. Incluimos los casos de mesotelioma ya que se
ha sugerido que los asbestos pueden ser metabolizados por la misma via que siguen los HAP's
(Neriy cols., 2008).
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Dentro de la exposicion al humo de lefia tomamos en cuenta la quema de este material como parte
de la rutina doméstica para cocinar, principalmente; en cuanto a la exposicion a asbestos el material
de construccion de la vivienda, principalmente laminas de techado y tinacos almacenadores de

agua, ademas se incluyo la exposicion laboral al asbesto.

Realizamos un analisis multivariado para determinar la correlacion entre las variables sexo, edad y
tabaquismo con algun tipo histologico especifico; ademas analizamos covariables como la
exposicion al humo de lefia, a asbestos, la co-morbilidad y los antecedentes genéticos de cancer.

Encontramos dos grupos: en el primero destacan el carcinoma epidermoide, el carcinoma de células
pequefias y el mesotelioma, mientras que el segundo contiene todos los casos de adenocarcinoma
(Fig. 4.1); analizando las diferencias entre ambos agrupamientos observamos que las variables que

difieren significativamente son sexo, tabaquismo y exposicion a asbestos (Tabla 4.3).

Tipo Histoldgico
M Adenocarcinoma
B Epiclermoice
1 [] células pequefias
M vesotelioma

Conglomerado
5]

Global

I I I 1 1
0 20 40 60 80 100
Porcentaje dentro del conglomerado

Figura 4.1. Andlisis multivariado de variables y covariables en 190 casos de cancer pulmonar primario.
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Tabla 4.3. Analisis de variables y covariables por tipo histolégico de cancer pulmonar.

Exposicion a humo Exposicion a Antecedentes
Sexo Tabaquismo lefia asbestos Co —morbilidad genéticos de cancer n
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) (%)
Tipo histolégico Femenino  Masculino  Negativo  Positivo  Negativo  Positivo  Negativo  Positivo Presente Ausente Positivo  Negativo
Adenocarcinoma 68 (68) 32(32) 64(64) 36(36) 49(49) 51(51) 66(66) 34 (34) 61 (61) 39 (39) 56 (56) 44 (44)
Carcinoma epidermoide 7(18) 32(82) 10(25) 29(75) 20(51) 19(49) 22(56) 17 (44) 25 (64) 14 (36) 26 (66) 13 (34)
Carcinoma de células pequefias 10 (37) 17 (63) 6 (22) 21(78) 14(52) 13(48) 10(37)  17(63) 15 (55) 12 (45) 16 (59) 11(41)
Mesotelioma 5(21) 19 (79) 14(58) 10(42)  15(63) 9(37) 5(21) 19 (79) 19 (79) 5(21) 17 (71) 7(29)

Los casos de adenocarcinoma corresponden principalmente a mujeres, sin embargo no hay una

asociacion significativa con la exposicién al humo de lefia, como se habia sugerido anteriormente

(Lissowska y cols., 2005), mientras que el tabaquismo se encuentra sobre-representado en los

casos del grupo 1 (carcinoma epidermoide, carcinoma de células pequefias y mesotelioma) y la

exposicion a asbestos correlaciona con el mesotelioma, como ya se habia reportado previamente
(Tabla 4.4).

Tabla 4.4. Diferencia entre variables y covariables por tipo histolégico de cancer pulmonar

Tipo Histoldgico / Variable X2 P
Sexo 38.54 <0.001
Edad 159.99  0.59
Tabaquismo (IT) 26.078 <0.001
Exposicion a humo de lefia 1415  0.702
Exposicion a asbestos 19.655 <0.001
Co-morbilidad 3.52 0.317
Antecedentes genéticos de cancer  2.55 0.465

A este respecto, Meibohm y cols., 2002 reportaron que existen diferencias en la expresion génica de

enzimas del metabolismo primario y secundario de xenobi6ticos entre hombres y mujeres; ademas

Tsuchiya y cols., 2005 reportaron que algunos receptores estrogénicos también son capaces de

regular la expresion de dichos genes, esto explicaria la diferencia histolégica entre los tipos de
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cancer pulmonar, en ambos sexos; sin embargo es necesario realizar mas estudios para comprobar

estas hipotesis.

4.2. Analisis de las frecuencias genotipicas

Realizamos el analisis de los polimorfismos mencionados y determinamos las frecuencias
genotipicas y alélicas en las poblaciones de casos y controles, estos datos se muestran en la tabla
4.5, en la que se observan las diferencias en las frecuencias genotipicas y alélicas encontradas en

casos y controles.

Tabla 4.5. Frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos de interés analizados en casos de
cancer pulmonar primario y en controles.

Polimorfismo Genotipo Controles n (%) Casos n (%) X2(p) Alelo Controles Casos
AhR Arg554Lys Arg/Arg 141 (74) 153 (80) Arg 0.86 0.88
Arg/Lys 46 (24) 32(17) Lys 0.14 0.12
Lys/Lys 3(2) 5(3)
35(0.17)
CYP1A1%2C lle/lle 52 (27) 73(38.5) lle 0.52 0.58
lle/Val 92 (49) 73(38.5) Val 0.48 0.42
Val/Val 46 (24) 44 (23)
5.76 (0.56)
CYP1A1*4 Thr/Thr 170 (90) 175 (92) Thr 0.95 0.95
Thr/Asn 18 (9) 12 (6) Asn 0.05 0.05
Asn/Asn 2(1) 3(2)
1.47 (0.47)
CYP1A12A T 55 (29) 68 (36) T 0.55 0.57
T/C 97 (51) 79 (41) C 045 043
Cc/C 38 (20) 43(23)
3.52(0.17)
CYP2E1*5B c/C 126 (66) 146 (77) C 0.83 0.86
C/T 59 (31) 37(19) T 0.17 0.14
T 5(3) 7(4)
6.84 (0.33)
EPHX1 Tyr113His Tyr/Tyr 61(32) 65 (34) Tyr 0.49 045
Tyr/His 64 (34) 43 (23) His 0.51 0.55
His/His 65 (34) 82 (43)
6.21 (0.45)
EPHX1 His139 Arg His/His 167 (88) 175 (92) His 0.93 0.95
His/Arg 21(11) 13(7) Arg 0.07 0.05
Arg/Arg 2(1) 2(1)
2.06 (0.35)
GSTM1*0 Positivo 120 (63) 115 (61) Positivo 0.63 0.61
Nulo 70 (37) 75 (39) Nulo 0.37 0.39
0.27 (0.67)
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GSTT1*0 Positivo 152 (80) 138 (73) Positivo 08 0.73

Nulo 38 (20) 52 (27) Nulo 0.2 0.27
2.85(0.11)
GSTP1 lle105Val lle/lle 48 (25) 43 (23) lle 0.49 045
lle/Val 88 (47) 84 (44) Val 0.51 0.55
Val/Val 54 (28) 63 (33)
1.06 (0.58)
XRCC1 Arg399Gin Arg/Arg 112 (59) 99 (52) Arg 0.75 0.73
Arg/GIn 59 (31) 79 (42) Gin 0.25 0.27
GIn/GIn 19 (10) 12 (6)
5.28 (0.71)
MGMT Leu84Phe Leu/Leu 96 (51) 96 (51) Leu 0.69 0.68
Leu/Phe 73 (38) 67 (35) Phe 0.31 0.32
Phe/Phe 21(11) 27 (14)
1.00 (0.60)
XPD Lys751GIn Lys/Lys 123 (64) 124 (65) Lys 0.76 0.76
Lys/GIn 46 (25) 41(22) Gln 0.24 0.24
GIn/Gin 21 (11) 25 (13)
0.63 (0.72)
CCND1 G860A G/G 72 (38) 85 (45) G 0.59 0.67
G/A 82 (43) 85 (45) A 0.41 0.33
AA 36 (19) 20 (10)
5.70 (0.58)
TP53 Arg72Pro Arg/Arg 98 (52) 101 (53) Arg 0.69 0.69
Arg/Pro 67 (35) 63 (33) Pro 0.31 0.31
Pro/Pro 25(13) 26 (14)
0.18 (0.91)

Las diferencias encontradas se analizaron con el modelo de regresion logistica simple y multiple no
condicional, para determinar si los polimorfismos de los genes anteriores podrian conferir
susceptibilidad a padecer de cancer pulmonar, como se ha reportado en algunos estudios

publicados en otras poblaciones.

4.3. Genotipos de susceptibilidad genética a cancer pulmonar en una muestra de poblacion

mestiza mexicana.

Los genotipos CYP1A1°2C lle/Val, CYP2E1758 C/T, EPHX1Tyr113His Tyr/His y CCND16870A A/A tienen
un efecto protector en la poblacién analizada, ya que presentan valores de OR inferiores a 1 (p >
0.05), mientras que para el polimorfismo XRCC 1493996 e| genotipo Arg/GIn mostré un incremento
del riesgo con un OR de 1.54 (p = 0.06, marginalmente significativo) (Tabla 4.6). Los genotipos que
resultaron protectores corresponden a genes del metabolismo primario de xenobioticos, a excepcion
del genotipo AA de CCND 168704,
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En el caso de los polimorfismos GSTM10, GSTT10 y GSTP1!e105val Val/Val se observd un
incremento del riesgo, como ya se habia reportado previamente en poblaciones asiaticas y
caucasicas, sin embargo este incremento del riesgo no fue significativo.

En el caso de los genes de reparacion del DNA se encontré un aumento del riesgo en los genotipos
homacigos polimorficos de los genes MGMTLeus4Phe y XPDLys751Gln - sin embargo dichos valores

tampoco son significativos.

Tabla 4.6. Distribucion de genotipos y OR en poblacién mestiza mexicana.

Genotipos *Odds Ratio P[z] I Confianza
Receptor de arilos

Ahr Arg/Arg 1 Ref.

Ahr Arg/Lys 0.67 013 0.39-1.13
Ahr Lys/Lys 0.87 0.86 0.19-3.97
Genes del metabolismo de fase |

CYP1A1*2A T/T 1 Ref.

CYP1A1*2A T/C 0.63 0.06 0.39-1.03
CYP1A1*2A C/C 0.83 054 0.46-1.49
CYP1A1*2C lle/lle 1 Ref.

CYP1A1*2C lle/Val 0.60 0.04 0.37-0.98
CYP1A1*2C Val/Val 0.66 015 0.37-1.16
CYP1A1*4 Thr/Thr 1 Ref.

CYP1A1*4 Thr/Asn 0.65 028 0.29-143
CYP1A1*4 Asn/Asn 1.68 057 0.26-105
CYP2E1*5B C/C 1 Ref.

CYP2E1*5B C/T 0.55 0.01 0.34-0.90
CYP2E1*5B T/T 0.87 0.83 0.26-2.92
EPHX1 (113) Tyr/Tyr 0.98 094 0.59-1.61
EPHX1 (113) Tyr/His 0.57 0.04 0.34-0.97
EPHX1 (113) His/His 1 Ref.

EPHX1 (139) His/His 1 Ref.

EPHX1 (139) His/Arg 0.56 013 0.26-1.19
EPHX1 (139) Arg/Arg 0.65 0.68 0.08-5.11
Genes del metabolismo de fase Il

GSTM1 1 Ref.

GSTM1*0 1.08 072 0.7-1.65
GSTT1 1 Ref.

GSTT1*0 1.36 021 0.83-2.23
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GSTP1 lle/lle 1 Ref.

GSTP1 lle/Val 1.05 084 062-1.78
GSTP1 Val/Val 1.38 025 0.78-245
Genes de reparacion del DNA

XRCC1 (399) Arg/Arg 1 Ref.

XRCC1(399) Arg/Gin 1.51 0.06 0.96-2.37
XRCC1 (399) GIn/GIn 0.62 028 0.28-1.39
MGMT (84) Leu/Leu 1 Ref.

MGMT (84) Leu/Phe 0.86 053 0.55-1.35
MGMT (84) Phe/Phe 1.27 047 0.65-245
XPD (751) Lys/Lys 1 Ref.

XPD (751) Lys/GIn 0.85 055 051-142
XPD (751) GIn/GIn 113 0.70 059-2.18
Genes de regulacion del ciclo celular

CCND1 (870) G/G 1 Ref.

CCND1 (870) G/A 0.85 048 054-1.33
CCND1 (870) A/A 0.50 0.03 0.26-0.95
TP53 (72) Arg/Arg 1 Ref.

TP53 (72) Arg/Pro 0.95 083 0.60-1.50
TP53 (72) Pro/Pro 1.02 094 054-1.92

* El modelo fue ajustado por edad, sexo e indice tabaquico.

Los resultados obtenidos son distintos a los que se han publicado en otras poblaciones, ya que en
nuestra poblacién encontramos que los genotipos que confieren incremento en la actividad y en los
niveles del mRNA de enzimas del metabolismo primario, tienen un efecto protector ante el riesgo de
desarrollar cancer pulmonar, mientras que en poblaciones caucasicas dichos polimorfismos se han

reportado como de riesgo (Hugh y cols., 2003).

En este estudio encontramos que el polimorfismo Argd54Lys del receptor AhR es protector
(OR=0.67 p=0.13), a este respecto Gelhaus y cols., (2010) y Ferecatu y cols., (2010) demostraron
que la formacién de aductos B[a)PDE-DNA y B[a]PDE-GSH dependen de la activacidn de genes via
AhR y hasta la fecha no se ha demostrado que el polimorfismo AhR%%4Lys tenga una implicacién
funcional en la proteina, de tal forma que ambas variantes del receptor AhRA954 y AhR5%4Lys son
capaces de inducir los genes que contienen elementos XRE (Koyano y cols., 2005, Celius y
Mathews, 2010), ademas esta asociacion no resulto significativa.
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Los polimorfismos de CYP1A12A(TC) (OR=0.63, p=0.06), CYP1A1"2C(le/va) (OR=0.6, p=0.04),
CYP2E17B(CT) (OR=0.55, p=0.01) y EPHX1Tyrt13His(TyrHis) (OR=0.57, p=0.04), resultaron protectores y
en estos casos la asociacion si fue signicativa. El efecto protector podria deberse al incremento en la
tasa de metabolizacién que causan los polimorfismos estudiados en las enzimas CYP1A1, CYP2E1
y EPHX1 que son activadas via AhR, dichas enzimas podrian activar pro-carcinbgenos mas
rapidamente y los metabolitos reactivos permanecerian menos tiempo en la célula, al ser eliminados

como conjugados con el glutation.

En las enzimas del metabolismo secundario se encontro un pequefio incremento en el riesgo
GSTM10 (OR=1.08 p=0.72), GSTT1?0 (OR=1.36, p=0.21) y GSTP1le105Valvaival) - gunque éstos no
fueron significativos.

Gelhaus y cols.,(2010) reportaron que la GSTP1 presenta una alta selectividad por los metabolitos
B[a]PDE y se expresa principalmente en pulmén, mientras que las isoformas GSTM1 y GSTT1 se
expresan principalmente en higado y presentan una selectividad menor por el B[a]PDE, de modo
que el efecto de los genotipos nulos de GSTM1 y GSTT1 serian poco significativos en el riesgo a
desarrollar cancer pulmonar, como se observo en nuestro estudio; mientras que el genotipo Val/Val
de GSTP1 lle105valque disminuye la eficiencia de unién enzima-sustrato present6 un incremento del
riesgo a cancer pulmonar, aunque como se menciond anteriormente este riesgo no fue significativo

en nuestro estudio.

En el caso de los genes de reparacion sélo se encontrd un incremento del riesgo, marginalmente
significativo, en portadores del genotipo XRCC 1493996 (OR=1.51, p=0.06), posiblemente la falta de
asociacion entre las variantes de genes de reparacion sea por el efecto protector de polimorfismos
en los genes de los metabolismos primario, ya que los genotipos MGMT8Fhe y XPD751Gin
incrementan el riesgo, pero de forma no significativa y como se observa en la figura 4.2 el estrés
oxidante que dafia al DNA y debe ser reparado por las enzimas de reparacion, depende del balance

entre la actividad y expresién de las enzimas de los metabolismos primario y secundario.

En el caso del genotipo CCND1870A encontramos un efecto protector (OR=0.5, p=0.03), a este

respecto Holley y cols., (2005) también reportaron un efecto protector del genotipo G/G en el riesgo
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a carcinoma oral de células escamosas, mientras que en los genotipos de p53 no encontramos

ninguna asociacion con cancer pulmonar.

A nivel funcional los efectos de ciclina D1y p53 son antagdnicos ya que la ciclina D1 promueve la
progresion del ciclo celular a través de la fosforilacion de Rb, y el polimorfismo CCND18704 genera
una variante CD1b que presenta deficiencias en la capacidad de fosforilar a Rb (Lévéque y coals.,
2007), lo que indicaria que la isoforma CD1b es ineficiente para promover el ciclo celular; sin
embargo en algunos estudios se ha sugerido que la variante AA es de riesgo a desarrollar cancer
(Wang y cols., 2007). Por otro lado, Sofer-Levi (1996) reportd que la alteracion en la expresion de
ciclina D1 promueve la apoptosis y se ha destacado la importancia de p53 en el control del ciclo
celular y la apoptosis, por lo que podria haber un efecto epistatico funcional en los efectos de las
enzimas polimérficas de dichos genes.

El efecto protector de la variante CCND1870A podria deberse a que el polimorfismo hace que la
ciclina D1 permanezca mas tiempo en el nucleo, debido a la pérdida del sitio de fosforilacion y el
estimulo podria provocar la activacion de p53, subsecuente induccion de la apoptosis y asi evitaria
la transformacion maligna, sin embargo no hay estudios in vitro que analicen simultaneamente los

polimorfismos de CCND1y TP53 para esclarecer su efecto funcional.

Receptor de xenobidticos

Fase I Metabolismo oxidante

Fase II Conjugaciones, excrecion Eliminacién

Fase III. Transporte de conjugados

|

ERO

Daiio genético . .
Alteraciones estructurales en €l DNA Muerte Proliferacién
ocasionadas por los carcinégenos celular celular

{

| Reparacion y mantenimiento I o

de la integridad genémica y
celular

carcinogénico

Figura 4.2. Enzimas del metabolismo primario y secundario de xenobioticos y el balance del estrés oxidante, asi como
las implicaciones de la generacién de especies reactivas de oxigeno.
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4.4. Analisis multidimensional del riesgo de cancer pulmonar

Para corroborar los datos obtenidos anteriormente analizamos los datos con el software MDR 10.1,
ya que el método tradicional para encontrar asociacion entre variantes genéticas y el riesgo de
cancer es la regresion logistica, que implica una hipétesis a priori y el MDR es un método estadistico

libre que no implica hipdtesis previas.

El Multi-Dimensionality Reduction (MDR) factors es un algoritmo matematico que realiza el modelaje
de distintos factores y lo reduce a dos dimensiones, encontrando aquellas combinaciones que son
mas frecuentes en casos y los etiqueta como de alfo riesgo y las combinaciones mas frecuentes en
controles las etiqueta como de no riesgo. El método consiste en aleatorizar los datos y encontrar
modelos a través de cadenas de Markov, también realiza operaciones para probar la consistencia y

la significancia de los modelos obtenidos, el disefio de MDR se muestra en la Fig. 4.3.

STEP 1 : Select Polymorphisms —® STEP 2 : Calculate Case- —® STEP 3 : Identify High-
Control Ratios for Each Risk Multilocus Genotypes
Multilocus Genotype

Polymorphism 1 g
Polymorphism 1

Polymorphism 2 AA Aa aa A
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STEP 4 : Cross Validation

10__1 10__1
9, 9
8 3 8 3
7 4 7 4
6 5 6 5 6 5
Train 9/10 Train 9/10 Train 9/10
Test 1/10 Test 1/10 Test 1/10

Fig. 4.3. Pasos involucrados en la implementacion de MDR, donde ademés de polimorfismos se pueden modelar
factores ambientales. Las celdas obscuras son las combinaciones de alto riesgo, las celdas claras de bajo riesgo y las
blancas el empate entre casos y controles. Tomado de Ritchie et al, 2001.



En el modelo se introdujeron los 15 polimorfismos seleccionados, ademas de las variables de sexo y

tabaquismo (la codificacion de esta matriz se encuentra en el anexo).

Encontramos que los polimorfismo CYP2E1%B, EPHX1Tyr113His  CYP1A12C, GSTP1le105Val
CCND16870A son los que tienen un efecto importante en el riesgo de padecer cancer pulmonar,

donde ademas CYP2E 1798 y EPHX1Tyr113His presentan un efecto sinérgico (Fig. 4.4).

Summary Table
Model Training Bal. Acc. Testing Bal. Acc. Sign Test (p) CV Consistency
*58 0.5649 0.4737 1(0.9990) 4/10
*5B mEH3 0.6231 0.5658 7(0.1719) 9/10
P1(IV) *2C CD1 0.6591 0.5323 6 (0.3770) 6/10
P1(V) *2C mEH3 C... 0.7190 0.5234 7(0.1719) 8/10
‘ "2C
re— 55
—— MEH3
P1{IV)
cD1
- Synergy
=
.
- Redundancy

Fig. 4.4. Resumen de los modelos generados por MDR y el dendograma de las interacciones entre genes
*2C = CYP1A12%C, *5B = CYP2E 18, mEH3 = EPHX1Tyr13Hs P1(I/\V) = GSTP1le105val. CD1 = CCND 166704,

La interaccion CYP2E1"58 y EPHX1Tyr113His mostrd una consistencia de 9/10, resultando ésta como la
mas importante entre casos y controles, seguida por CYP1A1°2C, GSTP1!e105Val y CCND1G870A) como

se puede observar en la figura 4.5.
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Se realiz6 un analisis removiendo el CYP2E1"%8 que fue el genotipo mas importante en el estudio
inicial y al realizar esta operacion el CYP1A12C, MGMTteu84Phe y GSTP1/le105Vel fyeron los mas
importantes del modelo, mientras que EPHX1Tyr113His y CCND16870A resultaron redundantes, las

GST's mu 'y theta tomaron importancia al remover varios genotipos (datos no mostrados).

A B =
1] 1 2
66
5B 5 I 39
0 1 2 14 23
146 _-_. 2 3
126
Q2 47
59 L 1
37 E [ 16 15
7§ 5 2 2
55
5 40
21
o [ 2 0
cD1=0
mEH3
0 1 2
P1(IV) P1(IV) P1(IV)

()

Fig. 4.5. Modelos generados por MDR, A) CYP2E1"%8 es el genotipo mas importante con una consistencia (CV) de 4/10,
el modelo presenta un OR de 1.91 (1.18-3.09) X2 = 7.10 (p = 0.007). B) Interaccién de CYP2E1"8 y EPHX1Tyr!13His CV =
9/10, OR de 2.93 (1.86-4.61) X2 = 22.03 (p < 0.001). C) Interaccion EPHX1Tyr113Hs CYP1A12C, GSTP1e105val cuando
CCND168704 = 0, CV = 8/10, OR de 6.65 (4.14-10.69) X2 = 66 (p < 0.001).

*El 0 corresponde a los genotipos homocigos silvestres, 1 a los heterécigos y 2 a los genotipos homocigos polimorficos.
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En los modelos generados por MDR se observa que los genotipos favorecidos (etiquetados como de
no riesgo) corresponden preferentemente a los heterdcigos, como también lo observamos en el
andlisis de regresién logistica y aunque el MDR tiene la desventaja de que los OR se asignan por
modelo y no por genotipo ¢ combinaciones especificas, nos da una idea mas clara de las

interacciones de riesgo mas frecuentes en los casos.

En este analisis pudimos comprobar que aplicando otro modelo estadistico completamente distinto a
la regresion logistica los resultados son consistentes entre ambos modelos, por lo tanto podemos
confiar en que nuestros resultados no son un artefacto estadistico, ademas de que la asignacion de

genotipos fue corroborada por analisis de secuenciacion directa del DNA.

4.5. Analisis estratificado por tipo histolégico de cancer pulmonar.

El cancer pulmonar se clasifica de acuerdo a sus caracteristicas histo-patolégicas y como
observamos en el anélisis de co-variables, entre los casos hay una agrupacion de todos los casos de
adenocarcinoma y en otro cluster se agrupan los demas tipos histoldgicos; en el primero la mayoria
de los casos son mujeres no fumadoras y en el segundo son hombres fumadores.

Por otro lado, se han descrito spots mutacionales de p53 en individuos fumadores (Smith y cals.,
2000), mientras que las mutaciones en adenocarcinoma (asociadas a no fumadores) son
principalmente en EGFR (Ding y cols., 2008), lo que indica que la via molecular que conduce al
cancer pulmonar es distinta entre fumadores y no fumadores (Choi y cols., 2007), donde ademas el

tipo histolégico también es afectado de forma distinta.

Debido a estas diferencias analizamos nuestros datos estratificando los casos por tipo histologico y
encontramos que en el adenocarcinoma los genotipos Arg/Lys de AhRAg5%4Lys T/C de CYP1A172A,
CIT de CYP2E1™B y AJA de CCND1G870A son protectores, mientras que los genotipos Tyr/Tyr de
EPHX1Tyr113His - Arg/Arg de EPHX1His139%Ag nulo de GSTT1, Val/Val de GSTP1/e105val - Arg/GIn de
XRCC1Arg399Gn y Phe/Phe de MGMTLeus4Phe resultaron de riesgo, aunque con valores de p no

significativos (Tabla 4.7). Sin embargo, es interesante que las dos variantes de la epoxido hidrolasa
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Tyr/Tyr 113 y Arg/Arg 139, que han sido correlacionadas con un incremento en la formacién de

aductos DNA-BPDE, si resultaron de riesgo en los individuos que desarrollaron adenocarcinoma.

En el caso del cluster CCPEM (carcinoma de células pequefias, epidermoide y mesotelioma) los
genotipos lle/Val de CYP1A1°2C y Tyr/His de EPHX1Tyr113His son protectores, ademas en los genes de
fase Il y de reparacion la tendencia es similar a la encontrada en el andlisis de todos los casos. Sin
embargo, en estos casos el genotipo de ciclina D1 no presentd significancia estadistica como

genotipo protector y para p53 se observo un incremento no significativo en el riesgo de cancer.

Es importante destacar que dos enzimas que han sido extensamente estudiadas en relacion con la
biotransformacién del benzo[a]pireno, son protectoras en los tipos histoldgicos que se han
correlacionado con tabaquismo, lo que apoya la hipdtesis de la rapida metabolizacion y eliminacion
de los carcinégenos bioactivados, como conjugados con glutation. A este respecto, es posible que el
aumento en la tasa metabdlica de los carcinogenos promueva que sean eliminados mas
rapidamente de la célula, reduciendo el tiempo de contacto entre las ROS y el DNA, de tal forma que
la eliminacion dependeria de las GST's y aunque la frecuencia de los alelos de riesgo es
relativamente alta: 20, 37 y 55 para GSTT17, GSTM10y GSTP1105Val respectivamente, el fenotipo

final depende de las combinaciones especificas de cada individuo.

Por otro lado, se ha documentado que el tabaquismo pasivo es un factor de riesgo muy importante
para el desarrollo del cancer pulmonar, y una explicacién es que en los fumadores se activa el
sistema de desintoxicacion via AhR, mientras que en los fumadores pasivos no ocurre esta
respuesta, de modo que inhalan los mismos carcinégenos que los fumadores activos pero los
metabolizan mas lentamente (por los niveles basales de expresion de las enzimas de
desintoxicacion), por esta razon los productos carcinogénicos permanecen mas tiempo en la célula
favoreciendo la formacién de aductos con el DNA, como lo demostré Gelhaus y cols., (2010) en

células de epitelio pulmonar.
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Tabla 4.7. Distribucidn de genotipos y OR del analisis estratificado por tipo histoldgico.

ADENOCARCINOMA *CCPEM
Genotipos *OddsRatio P[z] | Confianza *OddsRatio P[z] I Confianza
Ahr Arg/Arg 1 1
Ahr Arg/Lys 0.48 0.04 0.24-0.96 0.93 084  0.48-1.81
AhrLys/Lys 0.55 055 0.04-5.06 0.85 085 0.15-4.55
CYP1A122A T/T 1 1
CYP1A1*2A T/C 0.53 0.03 0.30-0.94 0.77 044 040-148
CYP1A1*2A C/C 0.71 035 0.34-146 1.27 052 0.60-2.69
CYP1A172C lle/lle 1 1
CYP1A1*2C lle/Val 0.71 024 040-126 0.5 0.03 0.26-0.95
CYP1A1*2C Val/Val 0.81 056 0.41-162 0.6 017  029-1.25
CYP1A1*4 Thr/Thr 1 1
CYP1A1*4 Thr/Asn 0.57 03 020-163 0.64 0.38 0.23-1.74
CYP1A1*4 Asn/Asn 227 042 0.30-17.1 0.86 091  0.06-12-2
CYP2E1*5B C/C 1 1
CYP2E1*5B C/T 0.50 0.02 0.27-092 0.69 026 0.36-1.32
CYP2E1*5B T/T 0.53 047 0.09-2.92 1.38 064 0.34-550
EPHX1 (113) Tyr/Tyr 1.54 015 0.84-284 0.62 016  0.32-1.21
EPHX1 (113) Tyr/His 0.91 0.78 048-173 0.35 0.004 0.17-0.72
EPHX1 (113) His/His 1
EPHX1 (139) His/His 1 1
EPHX1 (139) His/Arg 0.41 009 0.14-1.16 0.7 048 0.27-1.82
EPHX1 (139) Arg/Arg 1.89 054 0.24-14.9
GSTM1 1 1
GSTM1*0 0.87 062 0.52-147 1.32 032 0.75-229
GSTT1 1 1
GSTT1*0 1.44 021 0.80-258 1.23 051 0.65-234
GSTP1 lle/lle 1 1
GSTP1 lle/Val 0.80 05 042-152 1.32 041  0.66-2.63
GSTP1 Val/Val 1.37 034 0.71-264 1.24 058 0.56-2.73
XRCC1 (399) Arg/Arg 1 1
XRCC1 (399) Arg/GIn 1.32 030 0.77-225 1.70 0.073 0.95-3.04
XRCC1 (399) GIn/GIn 0.75 056 0.29-1.94 0.49 022 015-152
MGMT (84) Leu/Leu 1 1
MGMT (84) Leu/Phe 0.88 064 0.51-1.52 0.75 035 041-137
MGMT (84) Phe/Phe 1.53 026 0.72-323 0.99 099 041-240
XPD (751) Lys/Lys 1 1
XPD (751) Lys/GIn 0.78 043 042-143 0.86 067 044-169
XPD (751) GIn/GIn 0.81 063 0.35-187 1.55 028 0.68-349
CCND1 (870) G/G 1 1
CCND1 (870) G/A 0.84 054 05-144 0.85 060 046-1.55
CCND1 (870) A/A 0.32 0.01 0.13-0.80 0.77 053 034-173
TP53 (72) Arg/Arg 1 1
TP53 (72) Arg/Pro 0.77 037 044-135 1.16 061  0.64-2.11
TP53 (72) Pro/Pro 0.88 075 041-188 1 099 043-232

* Carcinoma de células pequefias, carcinoma epidermoide y mesotelioma.
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4.6. Modelo poligénico-aditivo del cancer pulmonar

El cancer pulmonar es una enfermedad poligénica y multifactorial, por lo que abordamos su estudio
bajo este enfoque integral, ya que en la mayoria de los estudios publicados se analizan
polimorfismos en genes con funcidn similar, sin tomar en cuenta las posibilidades que ofrece cada
genotipo de conducir al desarrollo de la enfermedad, tal vez por eso existen resultados

inconsistentes entre poblaciones. A este respecto tenemos dos teorias:

e Los polimorfismos por si solos pueden no conferir susceptibilidad al cancer pulmonar, ya
que son de baja penetrancia, aunque su efecto en la susceptibilidad al cancer pulmonar es
muy pequefio puede ser aditivo.

e Los efectos de algunos polimorfismos pueden ser epistaticos sobre los efectos de los
polimorfismos en otros genes, que también tienen implicaciones importantes en el desarrollo
del cancer pulmonar; ya que ademas de los genes implicados en la bioactivacion de
carcindgenos, hay que tomar en cuenta la desintoxicacion de los metabolitos, la reparacion

del DNA y la dinédmica del ciclo celular.

Analizamos los resultados bajo el modelo poligénico del cancer como proponen Pharoah y cols.,
(2002) y Fletcher y cols., (2010). Incluimos sélo los genotipos de los polimorfismos AhRAG554Lys;
CYP1A12A, CYP1A12C, CYP2E1™B, EPHX1Tyr113His  GSTP1llet05val  XRCC 1Arg399Gin y CCND 16870
que fueron los que mostraron asociaciones significativas en algunos de los modelos antes probados
(valores de p = 0.2). Los demas polimorfismos se descartaron porque tienen una frecuencia alélica
muy baja, por no discriminar heterécigos de homécigos en el caso de las GSTM1 y GSTT1, y por no

encontrar consistencia o significancia estadistica en alguno de los modelos antes probados.

Aunque al realizar las correcciones para comparaciones multiples perdemos la significancia
estadistica a nivel 0.05, Wacholder y cols., (2004) y Selvin S. (1996) mencionan que es posible
construir un modelo mas cercano a la realidad analizando una mayor cantidad de variables y utilizar
aquellas que presenten p - values = a 0.2, priorizando los genes o polimorfismos que han sido
apoyados por otras evidencias experimentales y/o epidemioldgicas, por lo que utilizamos esta

estrategia para construir el modelo poligénico.
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El modelo se construyo asignando un valor de 0 a los genotipos homdcigos que no confieren riesgo,
1 para los heterocigos y 2 para los genotipos homdcigos que son denominados de riesgo. La
codificacion del riesgo de cada genotipo se asigné de acuerdo al valor de OR obtenido en los
andlisis univariados de regresion logistica, los detalles de la codificacion de esta matriz se

encuentran en el anexo.

Los casos y controles presentan una distribucion bimodal y se observa un ligero desplazamiento de
los casos hacia la derecha, donde se encuentran los VRG mas altos, el valor maximo y minimo fue
de 4 y 15 para casos y 4 y 14 para controles, con una media + sd de 9.87 (2.2) y 9.24 (2.06)
respectivamente (Fig. 4.6). Se realiz6 una prueba no paramétrica para dos muestras independientes

y encontramos diferencias significativas (Mann-Whitney =15024, p=0.004).

Modelo poligénico de riesgo a cancer pulmonar

—+— Controles
e 30 —=— (hsos

O T T T° 1T 7T
01 2 3 45 6 7 8 910M121314 15 16 17

Valor de fiesgo indrvidnal

Fig. 4.6. Representacion grafica del modelo poligénico, basado en los genotipos de 8 genes y 2 variables importantes en
el desarrollo del cancer pulmonar. U de Mann-Whitney = 15024 (p = 0.004)

Los resultados indican que es factible que el riesgo de cada polimorfismo en genes de baja
penetrancia sea aditivo y aunque el efecto de cada uno es pequefio la suma de ellos puede ser
determinante en el desarrollo carcindgenico, en el que ademas el factor ambiental también juega un

papel muy importante, como lo observamos en el analisis estratificado por tipo histolégico de cancer.
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El anélisis poligénico es una aproximacion mas real de la susceptibilidad genética - ambiental de los
individuos hacia el desarrollo de una enfermedad tan compleja como lo es el cancer pulmonar. Sin
embargo, para llegar a la construccién de este modelo es necesario definir si los genotipos
analizados confieren riesgo o proteccion en la poblacién analizada, ya que la variabilidad genética
entre poblaciones impide extrapolar los resultados de una poblacion a otra, como lo demostramos en
este estudio.

Algunos polimorfismos que habian sido considerados como de riesgo para otras poblaciones, en
nuestra poblacién de estudio resultaron protectores, aunque algunas diferencias fueron poco
significativas utilizando los analisis univariados y bivariados. Sin embargo, al analizar la suma de
cada variante de riesgo en un mismo individuo, la susceptibilidad incrementa significativamente en
los casos y ademas podemos observar que en los casos el numero de individuos con valores de

VRG mayores a 11 incrementan, mientras que en los controles disminuyen.

El modelo poligénico permite observar las diferencias especificas de los genotipos de riesgo
presentes en cada individuo y puede corregir las limitantes de otros modelos que no toman en
cuenta el efecto sinérgico, hipostatico y epistatico que pueden tener unos genotipos sobre otros, ya
que un individuo que tiene variantes de riesgo en el metabolismo primario pero no tiene riesgo en
genes de reparacion y del ciclo celular y si ademas no fuma, tendra menos riesgo de desarrollar
cancer pulmonar, mientras que un individuo que no presenta polimorfismos de riesgo en
metabolismo primario, pero si de reparacion, de ciclo celular y presenta tabaquismo intenso,
entonces su riesgo aumentara progresivamente; esto se vera reflejado en el VRG de cada individuo
dependiendo de sus genotipos, de su estilo de vida y de su edad. Sin embargo, es necesario
comprobar experimentalmente esta hipotesis, para ello realizamos un estudio piloto que se

describira mas adelante.
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4.7 Modelo predictivo de regresion logistica

Para este andlisis se utilizaron los dos agrupamientos que obtuvmos anteriormente en el analisis
multivariado de variables y covariables (grupo 1 adenocarcinoma (AC) y grupo 2 carcinoma de
células pequefias, epidermoide y mesotelioma (CCPEM). Como se mencion6 anteriormente, las
variables que difieren significativamente son sexo (p>0.001), tabaquismo (p>0.001) y exposicion a
asbestos (p>0.001), siendo el AC mas frecuente en mujeres no fumadoras, mientras que el CCPEM
es mas frecuente en hombres fumadores; ademas el mesotelioma también correlaciona
significativamente con el tabaquismo y la exposicién a asbestos, en hombres.

Con base en estos resultados utilizamos los dos grupos para modelar las probabilidades de ser caso
y tener algun tipo especifico de cancer, tomando en cuenta el componente genético de los individuos

(VRG) y ajustando el modelo por edad, sexo e indice tabaquico.

La probabilidad de ser caso para cualquier tipo histolégico de cancer pulmonar (AC, carcinoma de
células pequefias, carcinoma epidermoide y mesotelioma) es diferente en hombres y mujeres. En los
hombres los IT son mas altos con respecto a las mujeres y a partir del IT < 50 la probabilidad
aumenta a < de 70% independientemente del valor de VRG, mientras que en las mujeres las
probabilidades de ser caso son < 70% teniendo ITs < a 40, en estos casos parece haber mas
susceptibilidad en VRG a partir de 8, aunque sean fumadoras ligth (>5 cpd) o no fumadoras (Fig.
4.7A).

Al estratificar en el grupo 1 al AC y en el grupo 2 a los tipos histolégicos CCPEM encontramos que
las graficas siguen teniendo un comportamiento diferente en hombres y mujeres. En el grupo 1 (AC)
las mujeres presentan mayor riesgo (40-50%) si son fumadoras y tienen VRG > a 7, sin embargo
también existe una probabilidad de desarrollar AC si tienen VRG < a 8, aunque sean fumadoras light
o0 no fumadoras. En los hombres, la grafica es mas heterogénea y las probabilidades disminuyen con
respecto a las mujeres, van de 10 a 27% y se observa que los que tienen alta probabilidad de
desarrollar AC son aquellos que tienen VRG > a 7 y son fumadores con IT < a 30. También son

susceptibles al AC algunos hombres no fumadores o fumadores ligth con VRG < a 8 (Fig. 4.7B).
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En el grupo 2 (CCPEM) existe una alta probabilidad (< a 50%) de desarrollar alguno de estos tipos
histoldgicos en hombres, si el IT es < a 50 y también existe mayor susceptibilidad en los individuos
con VRG < a 9. En las mujeres encontramos probabilidades de 40-50% en fumadoras con VRG = 4

a 11, mientras que en las fumadoras con IT > 20 y cualquier VRG tienen bajas probabilidades de
padecer de CCPEM (Fig. 4.7C)
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Figura 4.7 Modelo de regresion logistica multivariado. El modelo incluye los valores de VRG en el gje Xy la intensidad
del tabaquismo en el eje Y. A) Probabilidad de ser caso con cualquier tipo histolégico (AC o CCPEM, | en mujeres y Il en
hombres. B) Probabilidad de tener AC, | en mujeres y Il en hombres. C) Probabilidad de tener CCPEM, | en mujeres y Il

en hombres.
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Se realiz6 la correlacion entre los datos actuales y las probabilidades del modelo de regresion
logistica, y encontramos que en la probabilidad de ser caso hay un desajuste (R2=0.87, p=0.06) que
puede ser debido a la heterogeneidad de los datos, ya que aqui se incluyen todos los tipos
histolégicos de cancer pulmonar. Al estratificar en adenocarcinoma (R?=0.97, p=0.02) y CCPEM
(R2=0.99, p=0.01) encontramos que los datos experimentales se ajustan con las probabilidades del
modelo logistico (Fig. 4.8), lo que indica que es posible modelar el riesgo de desarrollar cancer
pulmonar tomando en cuenta las caracteristicas genéticas de los individuos, el sexo, la edad y el

estatus de tabaquismo.
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Figura 4.8. Ajuste del modelo de regresion logistica. A) Probabilidad actual de ser caso vs probabilidad predictiva. Se
incluyen todos los tipos histolégicos AC y CCPEM, en hombres y mujeres. R?=0.87, p=0.06. B) Probabilidad actual de
tener AC vs probabilidad predictiva. R2=0.97, p=0.02. C) Probabilidad actual de tener CCPEM vs probabilidad predictiva.
R2=0.99, p=0.01.
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4.8. Analisis de expresion génica en respuesta a NNK y B[a]P

Con base en los resultados anteriores y en lo que se ha reportado en la literatura, planteamos la
hipdtesis de que los individuos portadores de genotipos de riesgo podrian ser mas susceptibles a los
efectos carcinogénicos, causados por la exposicidbn a agentes genotoxicos, y que dicha
susceptibilidad es dependiente de los genotipos de riesgo que posea el individuo, asi como de los

factores ambientales a los que esta expuesto, en este caso al tabaquismo.

Para comprobar lo anterior identificamos dos individuos con distintos perfiles de riesgo, uno
denominado de alto riesgo (CGR) y otro denominado de bajo riesgo (SGR), se obtuvo una muestra
sanguinea de cada uno de ellos y se cultivaron los linfocitos, en los cuales se llevaron acabo
ensayos de genotoxicidad para determinar si existe una correlacion entre la expresion de los genes
CYP1A1, GSTM1, GSTT1y GSTP1, sus genotipos de riesgo y el dafio genético.

Ambos individuos son hombres, fumadores esporadicos de la misma edad y con caracteristicas
fisicas y estilos de vida similares, esto para minimizar la variabilidad debida a otros factores
extrinsecos que no podemos controlar. Ademas se les solicito que una semana antes de la toma de
muestra disminuyeran la dieta rica en grasas y carbohidratos para que la muestra pudiera ser

procesada con la menor cantidad de estos componentes presentes en la sangre.

Para el ensayo de genotoxicidad utilizamos el benzo[a]pireno y la 4-(metilnitrosamina)-1-(3-piridil)-1-
butanona (NNK) que son dos carcindgenos presentes en el humo del tabaco, las concentraciones
fueron de 2uM,4uM y 6 uM de benzo[alpireno (B[a]P), asi como 0.24mM, 0.48mM y 0.96mM de
NNK (Figura 4.9). Se observé que las células sobreviven a las dosis de carcinégenos administrados
y ademas se produce dafio genético, este ultimo fue verificado en las metafases preparadas a partir

de estos cultivos (dato no mostrado).
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Figura 4.9. Analisis de viabilidad celular en linfocitos de individuos tratados con distintas dosis de B[a]P y NNK (CGR
individuo con mas genotipos de riesgo, SGR individuo con menos genotipos de riesgo)

También analizamos la expresion génica de CYP1A1, GSTM1, GSTT1y GSTP1 en los linfocitos de
los dos individuos seleccionados. En la Figura 4.10 se observan los resultados del RT-PCR, donde

muestran las curvas de ciclos que fueron utilizadas para el PCR semicuantitativo.

Figura 4.10. Ciclos de PCR realizados en el cDNA control del individuo CGR para establecer las condiciones de
amplificacién de los ensayos posteriores.

Encontramos aparentes diferencias en la expresion entre individuos y tratamientos (Figura 4.11), en
el individuo CGR la GSTM1 no se expresa ya que presenta el polimorfismo nulo que impide la

expresion de la enzima, no obstante es necesario realizar mas experimentos que sean concluyentes.
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Figura 4.11 Perfiles de expresion génica en respuesta a B[a]P y NNK.

Consideramos necesario realizar ensayos mas finos y detallados, ya que los resultados obtenidos en
este trabajo s6lo son preliminares. Ademas es necesario determinar si en los distintos individuos
sometidos al mismo tratamiento existen diferencias en la cantidad de aductos generados y en la
cantidad de aberraciones cromosomicas. Finalmente, es necesario determinar si los resultados

correlacionan con el nivel de susceptibilidad genética individual.
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CAPITULO V

5.1 Conclusiones

En la primera parte del estudio analizamos la frecuencia de los polimorfismos seleccionados y se

observo que todos los genotipos se encuentran bajo el equilibrio de Hardy-Weinberg.

El polimorfismo CYP1A17 presenta una frecuencia menor al 1% en poblacién Mestiza Mexicana, por

lo que fue eliminado de los analisis posteriores.

Los andlisis de ligamiento genético muestran que los polimorfismo de CYP1A12Ay CYP1A1"2C no se
encuentran ligados, aunque ambos polimorfismos son cercanos y presentan frecuencias altas de
0.49 y 0.59 respectivamente. En el caso de los polimorfismos EPHX1Tyrt13His y EPHX1His139%Arg
tampoco se encuentran ligados, lo que indica que el haplotipo de alta actividad y el de baja actividad
no existen en el mismo individuo, no obstante la frecuencia de EPHX1His13%9 fue muy baja (0.054)
con respecto a la de EPHX1Ty113His (0.51). Ademés el dendograma basado en las frecuencias
genotipicas de los individuos confirma la hipétesis de que los polimorfismos CYP1A12Ay CYP1A1°2C

y EPHX1Tyrt13His y EPHX 1His139Ar9 no se encuentran ligados (Resultados reportados en el manuscrito).

El analisis de cluster y conglomerados discrimind seis grupos que muestran la heterogeneidad
genética, los grupos 1 y 6 contienen la mayor parte de la muestra, 124 y 150 individuos

respectivamente, sin embargo en éstos no se observa sobre-representacion de genotipos de riesgo.

En el modelo poligénico fue posible encontrar individuos con distintos niveles de susceptibilidad, a
diferencia del analisis de conglomerados, lo que indicaria que individuos con altos VGRs tendrian
mayor susceptibilidad genética de padecer de cancer pulmonar (Resultados reportados en el

manuscrito).

El analisis multivariado basado en covariables pudo distinguir dos grupos: uno que incluye todos los
casos de adenocarcinoma y otro que incluye los otros tres tipos histolégicos. Las variables que
difieren significativamente entre grupos son: sexo, tabaquismo y exposicion a asbestos. En este

analisis se observo que el adenocarcinoma se presenta principalmente en mujeres no fumadoras,
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mientras que el carcinoma epidermoide, el de células pequefias y el mesotelioma se presenta en
hombres fumadores, y ademas el mesotelioma se encuentra relacionado con la exposicion a

asbestos.

En los analisis de regresion logistica los genotipos CYP1A1°2C lle/Val, CYP2E1°58 C/T, EPHX1Tyrt13His
Tyr/His y CCND16870A A/A mostraron un efecto protector (OR inferiores a 1, p > 0.05), mientras que
el polimorfismo XRCC149399Gin genotipo Arg/GIn mostrd un incremento del riesgo, con un OR de
1.54 (p = 0.06, marginalmente significativo). El efecto protector de las variantes polimérficas que
encontramos en nuestro estudio y que habian sido consideradas de riesgo en otras poblaciones,
podria ser debido al incremento en la tasa de metabolizacién que causan los polimorfismos
estudiados en los genes CYP1A1, CYP2E1y EPHX1 que son activados via Ahr, de tal forma que las
enzimas codificadas activarian pro-carcinégenos mas rapidamente y los metabolitos reactivos

permanecerian menos tiempo en la célula al ser eliminados como conjugados con glutation.

En el caso de los genes de reparacion solo se encontrd un incremento del riesgo, marginalmente
significativo, en portadores del genotipo XRCC1493%9Gin, posiblemente la falta de asociacion entre las
variantes de genes de reparacion sea debida al efecto protector de los genes del metabolismo
primario y secundario, ya que los genotipos MGMT84Phe y XPD751GIn incrementan el riesgo, aunque
de forma no significativa, ademas el estrés oxidante que dafia al DNA y que debe ser reparado por
las enzimas de reparacion, depende del balance entre la actividad y expresion de las enzimas de los

metabolismos primario y secundario.

En los genes de proteinas del ciclo celular el genotipo CCND1870A mostrd un efecto protector,

mientras que en los genotipos de p53 no encontramos ninguna asociacion con cancer pulmonar.

El analisis MDR indica que los polimorfismo CYP2E1%8, EPHX1Tyr113His . CYP1A1°2C, GSTP1lle105val
CCND16870A son los que tienen un efecto importante en el riesgo a padecer cancer pulmonar, donde
ademas los genotipos CYP2E1'58 y EPHX1Tyr13Hs presentan un efecto sinérgico. En los modelos
generados por MDR se observa que los genotipos favorecidos (etiquetados como de no riesgo)

corresponden preferentemente a los heterdcigos, como también lo observamos en el analisis de
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regresion logistica, asi pudimos comprobar que aplicando otro modelo estadistico completamente

distinto a la regresion logistica, los resultados son consistentes entre ambos métodos estadisticos.

El analisis estratificado por tipo histolégico mostro que en el adenocarcinoma los genotipos Arg/Lys
de AhRAg5%4Lys TIC de CYP1A12A CIT de CYP2E1"5B y A/A CCND1G870A son protectores, mientras
que los genotipos Tyr/Tyr de EPHX1Tyr113His Arg/Arg de EPHX1His13%r9 nulo de GSTT1, Val/Val de
GSTP1le105val - Arg/Gln de XRCC14r9399Gin y Phe/Phe de MGMTLeus4Phe resultaron de riesgo, aunque
con valores de p no significativos. En el caso del cluster CCPEM los genotipos lle/Val de CYP1A1"C
y Tyr/His de EPHX17yr113His son protectores, sin embargo en estos casos el genotipo de ciclina D1 no
presento significancia estadistica como protector y en p53 se observo un incremento no significativo

en el riesgo a cancer.

El modelo poligénico de casos y controles mostrd que las dos poblaciones se distribuyen como la
curva normal, aunque en los casos la distribucion es mas irregular las diferencias entre ambas
muestras fueron significativas (U de Mann-Whitney = 15024 p = 0.004), estos resultados sugieren
que es factible que el riesgo atribuido a los factores genéticos sea aditivo y el resultado final puede
depender del tipo y nimero de polimorfismos de riesgo que posee cada individuo, ademas de que

este riesgo puede incrementar con la edad y con el nivel de tabaquismo.
En los andlisis in vitro s6lo pudimos observar que los genes que nos interesan se expresan en

linfocitos humanos y que podria existir una modulacion dependiente de los tratamientos con B[a]P y

NNK, entre individuos, sin embargo es necesario realizar mas experimentos que sean concluyentes.
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5.2 Perspectivas

e Es necesario ampliar el tamafio muestral para determinar si los genotipos que resultaron
poco significativos adquieren significancia y si se reproduce el efecto protector que
encontramos en nuestro estudio. Ademas de incrementar el tamafio de muestra seria
conveniente incluir otros genes candidatos, esto con el fin de comprobar si la curva de casos
del modelo poligénico se sigue desplazando hacia los valores mas altos de VRG, lo cual

comprobaria que el efecto pequefio de cada genotipo de riesgo es aditivo.

e Para lograr el objetivo anterior es necesario incluir técnicas de genotipificacion masiva,
actualmente existen compafiias que ofrecen microarreglos supervisados con etiquetas de
interés y para este fin considero que seria mas conveniente seleccionar etiquetas de genes

candidatos, que realizar un analisis de todo el genoma (GWAS).

¢ Una vez obtenidos estos datos se podrian incluir en un modelo matematico para predecir el
riesgo de un individuo que posee ciertas caracteristicas genéticas y tiene otros factores de

riesgo ambientales relacionados con el estilo de vida y/o laborales.

e Por otro lado, seria interesante realizar réplicas de este estudio en muestras de Mestizos
Mexicanos de las regiones norte y sur del pais, ya que en el presente estudio se incluyeron
mayoritariamente individuos de la zona centro, esto permitiria determinar la reproducibilidad
de los resultados obtenidos en este estudio y/o identificar diferencias genéticas entre

individuos de distintas zonas del pais.

o Enlos andlisis in vitro es necesario realizar mas ensayos que permitan determinar si existen
diferencias en la expresion de los genes de interés y los distintos tratamientos, ademas

dilucidar si esas diferencias dependen de la carga genética de los individuos.
e Es importante concluir la caracterizacion del efecto de los tratamientos con carcinégenos, a

través de biomarcadores de cancer, como son los aductos con el DNA vy las aberraciones

cromosomicas, asi como su correlacion con el VRG.
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Por otro lado, también es necesario tomar en cuenta el 6rgano blanco, en este caso el
pulmén, ya que como lo reportdé Gelhaus (2010), existen diferencias tanto de expresion
génica como de efecto entre los distintos 6rganos y tejidos, por lo que realizar analisis en
células pulmonares de individuos con altos valores de VRG y de individuos con bajos
valores de VRG podria ayudar a dilucidar los efectos y mecanismos de la susceptibilidad
genética hacia el cancer pulmonar, en el organo blanco, no obstante una limitante es la

obtencién de las muestras, las cuales tendrian que ser de cirugias en pulmones sanos.

Ademas se podria analizar el nivel de aductos en el DNA de casos (sin tratamiento de
quimio/radioterapia) y compararlo con el nivel de aductos de los controles, para determinar si
efectivamente los casos presentan mayor dafio genético que potencialmente los pudo haber
conducido al desarrollo del cancer, ademas esto permitiria determinar si existe correlacion

entre los aductos con el DNA y los genotipos de riesgo.

También se podria utilizar el presente estudio como una referencia para comparar con otro
grupo de pacientes diagnosticados con EPOC, ya que seria muy interesante determinar si
existen diferencias genéticas entre ambas poblaciones de casos, ya que las dos
enfermedades tienen como principal factor etioldgico el tabaquismo, sin embargo el cancer
pulmonar es una enfermedad proliferativa, mientras que las EPOC son enfermedades

inflamatorias cronicas.
Por otro lado, resulta atractivo analizar los polimorfismos del receptor CHRNA que han sido

asociados con la adicciéon a la nicotina y determinar si entre los pacientes con cancer

pulmonar y EPOC existe una sobre-representacion de los genotipos de riesgo de dicho gen.
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ANEXO |

Codificacion de matrices

Matriz 1. Codificacion de las matrices para la regresion logistica, el modelo poligénico (en individuos
sanos) y el modelo estocastico.

Reference
N. Gen/Polimorfismo SNP (rs) 0 1 2 *Alelo riesgo **Alelo referencia
1 AhRAg554Lys 2066853 Arg/Arg Arg/Lys Lys/Lys Lys Arg
2 CYP1AT2: 4646903 T TIC cIc c T
3 CYP1AT2C 1048943 lle/lle lle/Val Valival Val lle
4 CYP1AT* 1799814 ThelThr ThriAsn Asn/Asn Asn Thr
5 CYP2ET* 2031920 cIC cIT T T c
6 EPHX1Tyrt1ats 1051740 His/His His/Tyr TyrTyr Tyr Tyr
7 EPHX {Hist39rg 2234922 His/His His/Arg Arg/Arg Arg His
8 GSTM10 Delecion Nulo ND* Positivo Nulo Positivo
9 GSTT1 Delecion Nulo ND* Positivo Nulo Positivo
10 GSTPle10sval 947894 lle/lle lle/Val ValVal Val lle
11 XRCC 1A3596i 25487 Arg/Arg Arg/GIn GIn/Gln Gin Arg
12 XPDLysT516in 13181 LysiLys Lys/GIn GIn/GIn Gin Lys
13 MGMTtesesere 12917 LeulLeu Leu/Phe Phe/Phe Phe Leu
14 CCND168704 603965 GIG GIA AA A G
15 TP53Arg72Pr0 1042522 Arg/Arg Arg/Pro Pro/Pro Pro Arg

* Alelo de riesgo reportado en la literatura

** Alelo de referencia utilizado en los analisis de regresion logistica

Matriz 2. Codificaciéon utilizada en el modelo de regresion logistica de casos y controles

N. Gen/Polimorfismo 0* 1* 2" **Alelo riesgo
1 AhRArg554Lys Lys/Lys Arg/Lys Arg/Arg Arg

2 CYP1AT12A CIC T/C TIT T

3 CYP1AT12C Val/Val lle/Val lle/lle lle

4 CYP2E1B TIT CIT C/IC C

5 EPHX1Tyrt13His Tyr/Tyr His/Tyr His/His His

6 GSTP1llet05val lle/lle lle/Val Val/Val Val

7 XRCC 1Arg399Gin Arg/Arg Arg/GIn GIn/Gln Gln

8 CCND16G870A A/A G/A G/IG G

* Valor asignado segun genotipo

** Alelo de riesgo segun andlisis de casos y controles de este estudio
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ANEXO L.

Aprobacion del Comité de Bioética

DRA. JULIETA RUBIO LIGHTBOURN
Investigador Asociado “C"
Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM

Estimada Dra. Rubio:

La Comision de Bioética para Investigaciones en Humanos del Instituto de
Investigaciones Biomédicas revisé el proyecto de investigacion “IDENTIFICACION DE
MARCADORES DE SUSCEPTIBILIDAD GENETICA INDIVIDUAL A CANCER PULMONAR" que
nos ha enviado para su evaluacion. De acuerdo a nuestro Cadigo Etico para el
Personal Académico, este proyecto cae dentro de la categoria de los proyectos
que no requieren de una revision exhaustiva por no implicar riesgo alguno para los
participantes. Por lo anterior esta Comision emite un dictamen aprobatorio, a
reserva de que se realicen los ajustes necesarios en la carta de consentimiento
informado para que cumpla con lo establecido por la Ley General de Salud.

ATENTAMENTE,
"POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU"
Cd. Universitaria, a 7 de agosto de 2009.

POR LA COMISION
/

e
/

VR
A ’__

DR. SIMON KAWA

Ccp Archivo
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Abstract

Lung cancer is the leading cause of cancer mortality in Mexico and worldwide. In the past decade, there has been an
increase in the number of lung cancer cases in young people, which suggests an important role for genetic back-
ground in the etiology of this disease. In this study, we genetically characterized 16 polymorphisms in 12 low
penetrance genes (AhR, CYP1A1, CYP2E1, EPHX1, GSTM1, GSTT1, GSTPI, XRCC1, ERCC2, MGMT, CCND1
and TP53) in 382 healthy Mexican Mestizos as the first step in elucidating the genetic structure of this population and
identifying high risk individuals. All of the genotypes analyzed were in Hardy-Weinberg equilibrium, but different de-
grees of linkage were observed for polymorphisms in the CYP1A1 and EPHX1 genes. The genetic variability of this
population was distributed in six clusters that were defined based on their genetic characteristics. The use of a
polygenic model to assess the additive effect of low penetrance risk alleles identified combinations of risk genotypes
that could be useful in predicting a predisposition to lung cancer. Estimation of the level of genetic susceptibility
showed that the individual calculated risk value (iCRV) ranged from 1 to 16, with a higher iCRV indicating a greater

genetic susceptibility to lung cancer.

Key words. additive model, genetic polymorphism, lung cancer, Mexicans, molecular epidemiology.

Received: February 3, 2011; Accepted: July 18, 2011.

Introduction

Lung cancer (LC) is the major cause of mortality
from neoplasias worldwide. In Mexico, LC was responsi-
ble for 11.45% of deaths by malignant neoplasia from
1998-2002, and a prospective study indicated that mortality
from LC will be even greater in the future (Ruiz-Godoy et
al., 2007). Lung cancer is a serious public health problem
(Proctor, 2001). The World Health Organization (WHO)
estimates that in 2030 the number of deaths attributable to
the consumption of tobacco will be 100 million, accompa-
nied by an increased incidence of LC (Xie and Minna,
2008).

Lung cancer is highly related to tobacco consump-
tion, although only 20% of smokers develop LC. On other
hand, the number of cases among people under 50 years old
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has increased (Gemignani et al., 2007), highlighting the im-
portance of genetic background in the etiology of LC. In
this context, efforts have been made to identify polymor-
phisms associated with the risk of developing LC. Associa-
tion studies have focused mainly on polymorphisms in
genes coding for (1) enzymes involved in the bioactivation
of carcinogens, such as cytochromes P450 CYPIAI (Shah
et al., 2008), CYP2El (Zhan et al., 2010) and CYP2D6
(Shaw et al., 1998), (2) enzymes involved in detoxification,
e.g., glutathione transferases GSTM1, GSTT! and GSTP1
(Sobti et al., 2008), N-acetyl transferase 2 (NAT2) and
epoxide hydrolase (EPHXI) (Zhou et al., 2002), (3) pro-
teins involved in DNA repair, such as XRCCI, XRCC3,
ERCC2, ERCC4, MGMT and OGG! (Zienolddiny et al.,
2006; Hung et al., 2007) and (4) proteins implicated in the
cell cycle and apoptosis, such as CCND1, CHEK2, MDM?2,
TP53 and EGF (Hosgood 111 et al., 2008).

In some populations, a significant association be-
tween gene polymorphisms and the risk of LC risk has been
established, while in other populations no associations have
been found, probably because of the low frequency of
polymorphisms. For example, the CYPIAI rs1048943



(Ile462Val) polymorphism is associated with a risk of LC
in Asian Korean, Chinese and Japanese populations (Lee et
al., 2008) and in Chilean (Quinofies et al., 2001), Mexican
(Gallegos-Arreola et al., 2008) and Afro-American (Taioli
et al., 1998) populations, whereas this association has not
been confirmed in American and European Caucasians,
possibly because the frequency of the CYPIAI rs1048943
polymorphism in these populations is < 2% (Hung et al.,
2003). In contrast, the GSTMI deletion polymorphism,
which has a frequency of 0.35-0.58 in Asians, European
and American Caucasians and Africans (Mohr et al., 2003),
is significantly associated with LC in Caucasians (Hung et
al.,2003) and Asians (Lee et al., 2008). ERCC2 1s1799793
(Asp399Asn), ERCC2 rs13181 (Lys751Asn) and MGMT
rs12917 (Leu84Phe) polymorphisms show no consistent
association with LC in different populations (Kiyohara and
Yoshimasu, 2007). However, XRCCI r1s3213245 (-77
T > C) was associated with a risk of LC in three case-
control studies and ERCC?2 rs13181 was associated with a
risk of LC in a meta-analysis study of 18 case-control re-
ports (Vineis et al., 2009).

Since these polymorphisms modify the functionality
of the encoded proteins it has been suggested that polymor-
phic variants may alter the metabolic and detoxification
pathways of carcinogenic compounds, thereby predispos-
ing the individual bearing these polymorphisms to develop
cancer (Nebert and Dalton, 2006). Indeed, polymorphisms
in specific genes can modulate the formation of DNA-
carcinogen adducts (Ketelslegers et al., 2006) which favors
the generation of mutations leading to LC, particularly in
smokers (Lodovici et al., 2004).

Recently, a polygenic cancer model was proposed
that considers the genetic susceptibility to cancer as a
global mechanism, with the susceptibility being defined by
low risk alleles in multiple candidate genes (Pharoah et al.,
2002; Dong et al., 2008). Susceptibility to LC may be
caused by low penetrance genes (low risk) with high fre-
quencies in the general population (Kiyohara ef al., 2007).
In this context, susceptibility to LC is determined by a com-
bination of multiple low risk alleles in an individual, with
each allele contributing only slightly to the overall cancer
risk, as proposed by Fletcher and Houlston (2010) in their
polygenic additive model. This model, which allows the
identification of high risk individuals, may be useful in pre-
venting LC in the early stages, thereby significantly reduc-
ing LC-related mortality and the costs associated with the
diagnosis and treatment of this disease.

The first step in any study of molecular epidemiology
in which ethnicity plays an important role is the character-
ization of the general healthy population since this will pro-
vide the benchmark for further analysis. In this study, we
investigated 16 polymorphisms in 12 low penetrance genes
in a healthy Mexican Mestizo population. These genes code
for proteins involved in the metabolic pathways of some
environmental and tobacco smoke carcinogens, with their
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polymorphisms reportedly producing functional alterations
that are associated with the risk of developing LC. The as-
sociation between these polymorphisms and the risk of can-
cer was assessed using the polygenic additive model for
cancer.

Materials and Methods

Subjects

The research protocol was approved by the Commit-
tee of Bioethics of the Instituto de Investigaciones Biomé-
dicas of the Universidad Nacional Auténoma de México,
and the Hospital “20 de Noviembre” ISSSTE gave permis-
sion to use the buffy coat of blood bank samples as a source
of DNA. The study included 382 unrelated, healthy Mexi-
can Mestizo individuals whose parents and grandparents
were born in Mexico. After providing informed consent,
the subjects answered a questionnaire that included infor-
mation on their age, gender, smoking status and lifestyle.

Polymorphism analysis

Genomic DNA was obtained from blood samples by
phenol-chloroform extraction and ethanol precipitation
(Sambrook et al., 1987). The presence of the AAhR
152066853 (Arg554Lys) polymorphism was determined by
using the TagMan probe C 11170747 20 from Applied
Biosystems, according to the manufacturer’s recommenda-
tions. Restriction fragment length polymorphism (RFLP)
analysis was used to assess the following polymorphisms:
CYPIAI 14646903 (6235T > C) and CYPIAI rs1800031
(5639T > C) (Kawajiri, 1999), CYPIAI 151048943
(Ile462Val) and CYPIAI 151799814 (Thr461Asn)
(Cascorbi et al., 1996), CYP2E] 152031920 (-1053C > T)
(Morita et al., 1997), EPHXI rs1051740 (Tyr113His) and
EPHXI 152234922 (His139Arg) (Smith and Harrison,
1997), GSTPI 1947894 (1le105Val) (Harries et al., 1997),
XRCC1 1325487 (Arg399GIn) (Abdel-Rahman and
El-Zein, 2000), ERCC2 rs13181 (Lys751Gln) (Lunn et al.,
2000), MGMT1s12917 (Leu84Phe) (Courtney et al., 2005),
CCND1 15603965 (870G > A) (Wang et al., 2002), and
TP53 151042522 (Arg72Pro) (Irarrdzabal et al., 2003).
Polymorphisms of GSTT! null and GSTM I null were deter-
mined by multiplex PCR using a previously reported proto-
col (Abdel-Rahman et al., 1996).

Statistical analyses

The statistical package GenePop version 4.0.10
(http://genepop.curtin.edu.au) was used to assess whether
the genotypes of each gene were in Hardy-Weinberg equi-
librium and to determine the degree of linkage between the
EPHXI and CYP1A1 gene polymorphisms. Conglomerate
and hierarchical clustering analyses were used to determine
the genetic variability of the sample. The estimated cancer
risk and the genotypic and allelic frequencies were deter-
mined using the statistical package JMP version 8.
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Results

Of the 382 Mexican Mestizo individuals studied,
29% were women and 71% were men. The age range was
between 18 and 80 years (mean age: 39.2 + 12.1 for men
and 41.5 £ 13.1 for women) and 48% of the population
were smokers.

The following polymorphisms were studied in candi-
date genes: AhR 152066853, CYP1A1 rs4646903, CYP1A1
rs1048943, CYPIAI r1s1800031, CYPIAI rs1799814,
CYP2EI 152031920, EPHXI 1s1051740, EPHXI
1s2234922, GSTMI null, GSTTI null, GSTPI 15947894,
XRCCI 1525487, ERCC2 r1s13181, MGMT 1s12917,
CCND1 15603965 and TP53 rs1042522. The genotypic and
allelic frequencies of these polymorphisms are shown in
Table 1. All genotypes were in Hardy-Weinberg equilib-
rium. GSTM1 and GSTTI were not analyzed for Hardy-
Weinberg equilibrium because the methodology did not al-
low discrimination between heterozygous and homozygous
positive genotypes.

Polymorphisms in the same gene may have synergis-
tic or antagonistic effects, as in the case of CYP1A1 and
epoxide hydrolase 1. This is functionally significant be-
cause CYPIAL acts in association with EPHX1 to convert
polyaromatic hydrocarbons to highly toxic, mutagenic and
carcinogenic epoxides.

Linkage analysis of four CYP/AI and two EPHXI

polymorphisms showed that the CYPIA1 rs1799814 and
CYPIA1 rs1800031 genotypes were linked in all cases,

with a probability of 1 (p < 0.001), whereas CYPIA1
154646903 and CYPIAI rs1048943 polymorphisms were
not linked, with a probability of 0 (p < 0.001). EPHXI
rs1051740 and EPHXI rs2234922 were linked, with a
probability of 0.03254 (p = 0.0025). Combinations of
CYP1A1 polymorphisms are shown in Table 2.

Conglomerate analysis was used to determine the ge-
netic variability and the possible grouping of the individu-
als analyzed. We identified six groups that clustered
according to their genetic characteristics, although there
was considerable heterogeneity (Figure 1). Additionally,
hierarchical cluster analysis of the genotypes showed that
CYPIAI 151800031 and CYPIAIl rs1799814 polymor-
phisms clustered together, whereas CYPIAIl rs4646903
and CYPIAI rs1048943 were close to each other but clus-
tered separately (Figure 2). The EPHXI rs1051740 and
EPHX]I 152234922 polymorphisms were widely separated,
as also indicated by linkage analysis.

To determine the theoretical levels of susceptibility to
LC, a risk matrix was generated using a log-additive model
in which a value of 0 was assigned to homozygous geno-
types that produced no risk, 1 to heterozygous genotypes
(medium risk) and 2 to homozygous genotypes that pro-
duced changes in the activity of the protein, considered to
be high risk. The individual calculated risk values (iCRVs)
were determined by adding the values of the log-additive
model to each locus. The iCRVs ranged from 1 to 16, al-
though there was a marked decrease in individuals with
iCRV <5 and > 12 (Figure 3).

Table 1 - Frequency of lung cancer risk polymorphisms among healthy Mexican Mestizos.

Gene (18) Genotype frequency, n (%) Allelic frequency
Mutant allele n Wild type homozygous Heterozygous Mutant homozygous pb q

Ahr (2066853) Lys 370 260 (70.2) 107 (29) 3(0.8) 0.85 0.15
CYPIAI (4646903) C 382 97 (25.4) 193 (50.5) 92 (24.1) 0.51 0.49
CYPIAI (1048943) Val 382 86 (22.5) 176 (46.1) 120 (31.4) 0.45 0.55
CYPIAI (1800031) C 382 378 (99) 4 (1) 0 0.994 0.006
CYPIAI (1799814) Asn 382 339 (88.7) 39(10.3) 4(1) 0.946 0.054
CYP2E1 (2031920) T 382 272 (71.2) 102 (26.7) 8(2.1) 0.85 0.15
EPHXI (1051740) His 382 121 (31.7) 133 (34.8) 128 (33.5) 0.49 0.51
EPHXI (2234922) Arg 382 323 (84.6) 55(14.4) 4(1) 0.92 0.08
GSTPI (947894) Val 382 102 (26.7) 192 (50.3) 88 (23) 0.52 0.48
GSTM1 (deletion) Null 382 239 (62.6) ND* 143 (37.4) 0.63 0.37
GSTTI (deletion) Null 382 324 (84.8) ND* 58 (15.2) 0.85 0.15
XRCCI (25487) Gln 382 211 (55.2) 147 (38.5) 24 (6.3) 0.75 0.25
ERCC2 (13181) Gln 382 258 (67.5) 98 (25.7) 26 (6.8) 0.8 0.2

MGMT (12917) Phe 382 205 (53.7) 125 (32.7) 52 (13.6) 0.7 0.3

CCND1 (603965) A 382 162 (42.4) 156 (40.8) 64 (16.8) 0.63 0.37
TP53 (1042522) Pro 382 163 (42.7) 159 (41.6) 60 (15.7) 0.64 0.36

*Not determined. °p — wild type allele. °q — mutant allele.



Table 2 - Linkage analysis of the CYP1A1 and EPHX1 loci.
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Gene Locus 1 Locus 2 Linkage probability p Switches
genotype genotype
1s1048943 154646903
Val/Val c/C 0 <0.001 86515
151048943 1s1800031
Val/Val c/C 0.269010 0.003075 53643
CYPIAI 1s1048943 151799814
Val/Val Asn/Asn 0.236880 0.006550 62708
1s1800031 14646903
c/C c/c 0.811290 0.001748 53666
1s1799814 154646903
Asn/Asn c/C 0.196950 0.005966 62546
151799814 1s1800031
Asn/Asn c/c 1 <0.001 14571
EPHXI 151051740 12234922
His/His Arg/Arg 0.03254 0.002541 64999
114 CYPIAI CYPIAI
51 151800031 151800031
7 -
54
3 : 152066853 1s2234922 rs13181
14
¢ I I P
3
C 1 2 3 4 5 6
n 124 2 48 2 42 150
P 0.34 0.005 0.13 0.005 0.11 0.41
W 4/R 12066853 B cYPi41 151048943 B cyPialrs1048943 B MGMT 1512917

B GSTM1 null
B GSTTI null
[ GSTPI rs947894

B CYPi41rs1799814
CYPIAI 14646903
B CYP1411s1800031

[ ERCC2 1513181
B CCNDI 13603965
B 7753 rs1042522

CYPIAI rs1799814
B CYPIA] 154646903
B CYPi141 151800031

Figure 1 - Conglomerate analysis showing the genetic heterogeneity of the population studied in this work. C — cluster number, n — number of individuals
per cluster and P — the probability of each cluster. Only under-represented genotypes are shown.

Discussion

Cancer is a polygenic disease, the risk of which may
be related to the presence of low-penetrance genes that
have additive effects. In this study, we examined the fre-
quency of some polymorphisms possibly related to the risk
of developing lung cancer in a sample of healthy Mexican
Mestizos. These polymorphisms may be useful biomarkers
of genetic susceptibility to lung cancer in specific popula-
tions.

We have previously reported on the high frequency of
the CYP1A1I rs1048943 polymorphism in Mexican Mes-
tizos (Pérez-Morales et al., 2008), a polymorphism that is
highly represented in Amerindians (Kvitko et al., 2000). In

some populations, the CYPIAI rs1048943 polymorphism
has been associated with a risk of LC (Quinofies et al.,
2001; Lee et al., 2008; Shah et al., 2008), although not all
studies have found such an association, especially when the
frequency of this polymorphism is very low, as in European
and American Caucasian populations (Hung et al., 2003).
However, in some populations the CYPIAI rs1048943
polymorphism has a significant influence on the risk of de-
veloping LC because of the additive effect of other poly-
morphisms.

Although the CYPIAI rs1799814 and CYPIAI
rs1800031 genotypes were found to be linked, the linkage
analysis may have been affected by the high frequencies of
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Figure 2 - Hierarchical cluster analysis of the different genotypes based
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Figure 3 - Estimated risk of lung cancer in a healthy Mexican Mestizo
population. The arrow indicates the 85th percentile.

the wild type allele at these loci in our population. On the
other hand, in contrast to a previous report (Hayashi et al.,
1991), the CYPIAI rs4646903 and CYPIAI rs1048943
polymorphisms were not linked. This observation is func-
tionally significant because the CYPIA1 rs1048943 poly-
morphism increases the activity of cytochrome CYPIAI,
resulting in a more efficient generation of reactive metabo-
lites, whereas the CYPI1A41 rs4646903 polymorphism in-
creases the levels of CYP1A1 mRNA. Hence, the combina-
tion of these alleles could increase the risk of LC (Yoon et
al., 2008). Some studies have associated CYPIAI
rs1799814 polymorphism with a risk of LC (Gallegos-
Arreolaet al.,2008), whereas CYP1A1 rs1800031 is report-
edly specific for African populations but is not associated
with a risk of LC (Taioli et al., 1998).

The proportion of the population carrying both the
EPHX]I rs1051740 and EPHX1 152234922 alleles was very
small. In these individuals, the allele EPHXI rs1051740
Tyrl13 apparently offered no protection against LC, in
contrast to previous observations (Voho et al., 2006). On
the other hand, the EPHXI 1s2234922 139Arg variant in-
creases the activity of the encoded enzyme (Hassett et al.,
1994), which could suppress the low activity of the EPHX1
113His variant (Salam ef al., 2007). For example, an indi-
vidual with the CYPI1A41 rs4646903, CYP1AI rs1048943,
EPHX1 151051740 and EPHXI 152234922 polymorphisms
will produce reactive metabolites more efficiently and con-
sequently have a higher risk of developing LC.

A conglomerate analysis of the genetic variability of
the population studied here revealed six groups that clus-
tered according to their genetic characteristics (Figure 1).
In clusters 2 and 4, the polymorphism CYP1A41 rs1800031
was quite separate from the rest of the genotypes, although
it should be noted that these two groups consisted of only
two subjects each such that the probability of finding indi-
viduals belonging to these clusters in a given population is
very low. In clusters 2, 3, 4 and 5, AhR 152066853, EPHX1
1s2234922, GSTTI null, ERCC2 rs13181, and CYPIAI
rs1799814 were over-represented with respect to the other
polymorphisms analyzed, but the number of individuals
was smaller than in clusters 1 and 6; there was no predomi-
nant genotype in the latter two clusters because of the com-
bination of polymorphic alleles at each locus in each indi-
vidual. Despite this clustering, our findings indicate that the
population studied was highly heterogenous, as is charac-
teristic of Mexican Mestizos.

Hierarchical cluster analysis showed that the genes
were grouped according to their frequency. This analysis
also revealed that CYPIAI rs1800031 and CYPIAI
rs1799814 occurred together, in agreement with the linkage
analysis, whereas CYPIAIl 154646903 and CYPIAl
rs1048943 were found together in some individuals but
were not linked (as indicated by the separation of their
branches). Overall, this analysis showed that a portion of
the population carried both risk alleles, although they were
not linked. However, we have not determined whether
these polymorphisms are in a cis or trans position, which
could affect the linkage results.

Our analysis revealed individuals with a high suscep-
tibility to LC based on the presence of risk genotypes, al-
though different combinations of risk genotypes may
confer varying degrees of susceptibility when combined
with other components, such as environmental factors.

If the risk of developing LC is attributed to the inter-
action of several low-penetrance genes that exert an addi-
tive effect then we should be able to detect individuals with
a high number of risk alleles and a greater genetic suscepti-
bility to LC. We estimated the levels of susceptibility and
found that the iCRV ranged from 1 to 16; there was a
marked decrease in the susceptibility to LC among individ-



uals with an iCRV > 12. Application of the polygenic
model (Fletcher and Houlston, 2010) (Figure 3) yielded a
normal distribution of risk alleles in which low and high
risk individuals occurred at the extremes of the distribution.
Theoretically, high-risk individuals should be more suscep-
tible to LC, but one cannot exclude the important role of ge-
notype x environmental interactions to which individuals
are exposed.

Based on the polygenic model of cancer, which takes
into consideration the additive effect of multiple risk al-
leles, the high risk genotypes identified in this study in-
cluded genes involved in phase I and II metabolism, DNA
repair, oxidative stress and cell cycle regulation. All of
these gene groups need to be considered when analyzing
the efficiency of reactive metabolite generation, DNA-
adduct repair, damage persistence and the cellular response
to cycle arrest or apoptosis. However, as shown here, only a
small minority of individuals actually possess a large num-
ber of risk alleles. Although studies of other populations
have associated specific polymorphisms with a risk of LC,
these relationships have not always been confirmed, possi-
bly because of the pleiotropic or epistatic effects of one ge-
notype on another within the same population.

Since LC is a multifactorial, polygenic disease, it is
incorrect to attribute the susceptibility to LC to a single
gene or group of related genes. In this context, determining
the genetic background of a healthy population, such as
done here for a Mexican Mestizo population, can provide a
sound basis for subsequent studies on the association be-
tween these risk genotypes and LC. In such cases, the iCRV
should be higher in patients than in the healthy controls.
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