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ABREVIATURES

3-MC: 3-met¡lcolantré

A: adenina

ADN: ácid desoxirribonucleic

ARN: ácid ribonucleic

AS-PCR: alíele specific PCR
BPDE: benzo[a]piré-7,8-dihidrodiol-9,10-epóxid
C: citosina

DMSO: dimetilsulfóxid

dNTPs: desoxinucleótidstrifostaf

EDTA: ácid etilendiaminotetraacétic

FIS: Fondo de Investigaciones Sanitarias
G: guanina

g.l.: graus de llibertat
GS': anió tiolat

GSH: glutatió
GST: glutatió S-transferasa
HPA: hidrocarburs policíclics aromátics
IARC: International Agency for Research on Cáncer (Agencia Internacional per a la
Recerca del Cáncer)
IC: interval de dbnfianga
mEH: epóxid hidrolasa microsomal
MPOC: malaltia pulmonar obstructiva crónica
MVR: minisatellite variant repeat
NAT: N-acetiltransferasa

NSCLC non-small cell lung cáncer (Cáncer de pulmó de cél lules no petites)
OMS: Organització Mundial de la Salut
OR: odds ratio



pb: parell de bases
PCR: Polymerase chain reaction (Reacció en cadena de la polimerasa)
Pl: punt ¡soeléctric
PM: pes molecular
PSA: persulfat amónic
RFLP: restriction fragments length polymorphisms (Polimorfismes de longitud de
fragments de restricció)
SAM: S-adenos¡n metionina

SCLC: small cell lung cáncer (Cáncer de pulmó de cél lules petites)
SNP: single nucleotide polymorphism (Polimorfismes nucleotídics senzills)
STR: short tándem repeats
T: timina

TBE: tris borat EDTA

TEMED: N.N.N'.N'-Tetrametiletilendiamina

TRIS: tris(hidroximetil)aminometá
UDPGA: ácid uridinfosfatglucurónic
UDPGT: UDP-glucuroriltransferases
VNTR: variable number of tándem repeats (Nombre variable de repeticions en

tándem)
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1. INTRODUCCIÓ

La majoria deis processos cancerígens són esporádics (adquirits), és a dir que no

están relacionats amb l’herénda, i solen estar causats per l’exposició a agents

carcinógens. Tant el cáncer de pulmó com el de laringe en són un exemple en

l’etiologia d’aquests dos tipus de cáncer destaca el fum del tabac com a principal
factor involucrat en el desenvolupament del cáncer de pulmó i com un factor molt

important en el de laringe.

El fum del tabac és una barreja complexa, en la que hi han identificáis

aproximadament de 4.000 a 6.000 compostos diferents (IARC, 1986). Entre ells es

traben productes químics d’elevada carcinogenitat com és el cas deis hidrocarburs

policíclics aromátics. Molts d’aquests compostos, els qual esdevenen també
contaminants ambientáis, están en forma de precarcinógens, és a dir que necessiten

patir un procés de bioactivació endógena per adquirir el potencial tóxic i esdevenir
els veritables responsables de la mutagénesi, activado oncogénica i inici del procés
de carcinogénesi.

La bioactivació deis precarcinógens del fum del tabac, així com la deis contaminants

ambientáis, té lloc a través del metabolisme deis propis tóxics dins de l’organisme,
en el qual hi han implicáis enzims com els citocroms P450 o l'epóxid hidrolasa que

pertanyen al metabolisme de fase I. La familia de les glutatió S-transferases (GSTs),
enzims que pertanyen al metabolisme de fase II, intervenen en la desactivado deis
metabólits electrófils generáis en les reaccions de fase I.

Els polimorfismes genétics deis enzims implicáis en la biotransformació són un deis

majors factors involucráis en la variabilitat individual en el metabolisme deis

xenobiótics, modificant el balang activació/desactivació del tóxics i esdevenint,

potser, factors moduladors deis efectes carcinogénics. En la present tesi
s’estudiaran els gens polimórfics de les glutatió-S-tranferases (EC 2.5.1.18): GSTM1,

GSTM3, GSTT1, GSTP1 i el de l’epóxid hidrolasa microsomal (EC 3.3.2.3) EPHX1
en els exons 3 i 4, en una poblado de malalts de cáncer de pulmó, una poblado de
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malalts de cáncer de laringe i una poblado de fumadors sans. L’análisi deis

polimorfismes genétics es realitzará per PCR en l’ADN extret a partir de leucócits
obtinguts de sang periférica. Mitjangant l’análisi de freqüéncies l’objectiu és esclarir
la possible implicado d’aquests polimorfismes en la modulado de la susceptibilitat al
cáncer de pulmó i de laringe.



II. ANTECEDENTS

I ESTAT ACTUAL
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2. EL CÁNCER D’ORIGEN TÓXIC

2.1. FITOPATOLOGIA DEL CÁNCER
El cáncer és un grup de malalties que es caracteritzen per un creixement cellular
incontrolat que dona lloc a la invasió deis teixits del voltant i s’estén a altres parts del .

eos, el que representa una alterado de la pauta del comportament més fonamental
de les céllules en un organisme pluricelular. És el resultat d’una série d’accidents

genétics subjectes a selecció natural, peí que no és probable que es produeixin dos
casos de cáncer genéticament idéntics malgrat que siguin la mateixa malaltia. A la

majoria de casos l’acumulacíó d’errors en la maquinária cel lular que condueix al
cáncer té lloc després del naixement i en les cél lules somátiques, pero també
existeixen excepcions en les que s’hereten els errors via cél lules germináis. Els
cáncers que s’originen a partir de cél lules diferents són malalties diferents (Alberts
et al., 1996).

Quan es parla de tumor es fa referéncia a una massa de cél lules anormals creixent
inexorablement. El tumor pot ser:
1. Benigne: les cél lules romanen agrupades en una única massa, creixen per

expansió pero sempre queden restringides en el lloc on apareix el tumor, no tenen

capacitat d’invasió. Conserven un elevat grau de diferenciado i mantenen les

característiques de la cél-lula originária.
2. Maligne: les cél lules tenen la capacitat d’envair teixits circumdants i poden donar

lloc a metástasi (capacitat d’alliberar-se i entrar al torrent sanguini o vasos

limfátics i formar tumors secundaris). Com més malignes són, més
desdiferenciades están les cél lules. Tenen un creixement més rápid que els

benignes.

El que diferencia un tumor benigne d’un tumor maligne és l’adquisició de la capacitat
invasiva que dona lloc a la metástasi
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2.1.1. PROGRESSIÓ TUMORAL

El cáncer és el resultat de múltiples mutacions que tenen com a dianes gens crítics

per a la divisió cellular normal i per a la mort cellular. Una única mutació no és
suficient per transformar la céllula normal a cancerosa, es requereixen varis
successos, cadascun d’ells de molt baixa probabilitat, acumulats en una mateixa
cél lula o clon cel lular per a la transformació. El fet d'acumular aquests successos és
més important que l'ordre en el que tenen lloc (Macdonald & Ford, 1997).
Una sola cél lula anormal genera un tumor pero aquesta anormalitat ha de ser

hereditária, ha de ser un canvi heretable. Aquesta anomalía heretable pot ser

deguda a un canvi genétic (alteració de la seqüéncia de l’ADN de la cél lula) o bé
un canvi epigenétic (canvi en la pauta d’expressió génica sense canvi en la

seqüéncia de l’ADN). La majoria deis cáncers s’originen a partir de canvis genétics

que poden estar influenciats o no per factors epigenétics.

Al principi es produeix una alteració, un canvi en el material genétic, la cél lula pero,

conserva el fenotip normal, no manifesta cap alteració morfológica. A mesura que es

van produint noves mutacions i que aqüestes afecten a gens implicáis en el control
de la proliferació cel lular es produeix l'expansió clonal d'aquestes cél-lules.
Posteriors mutacions proporcionaran les característiques invasives. Cadascun

d'aquests esdeveniments successius fan que les cél-lules siguin cada vegada més
inestables i per tant s'augmenta el risc de noves mutacions. En un cáncer ja

desenvolupat es continúen generant errors en les cél-lules, els cáncers
contínuament están canviant el seu comportament, el que crea problemes peí que fa
al tractament (King, 1996).

■

Per a que un tumor pugui créixer sense límits s’han de complir altres requisits com

que les cél-lules tumorals han d’estimular el desenvolupament de nous vasos

sanguinis (angiogénesi) que els hi proporcionaran els nutrients i l’oxigen necessari

per créixer. v

Cadascuna de les etapes implicades en el desenvolupament del cáncer está

governada per múltiples factors, alguns d’ells són dependents de la constitució

genética de l’organisme i altres de l’entom o del tipus de vida.
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2.1.2. HERÉNCIA DEL CÁNCER
Des d'aquest punt de vista podem classificar els cáncers en tres grups (King,1996):
1. Cáncers esporádics: on es traben la majoria (més del 90%) de tots els cáncers;
están causats per factors ambientáis, com agents químics, radiacions o virus, que
causen mutacions en céllules somátiques. No presenten evidéncia de relació
familiar hereditária.

2. Cáncers amb una relació familiar feble: representen un 5-10%. Les alteracions
están presents en les cél lules germináis i aqüestes alteracions augmenten el risc
de desenvolupar cáncer.

Exemples: HNPCC (hereditary non-polyposis colon cáncer) i l'APC (poliposis
adenomatosa familiar), a més aquesta malaltia presenta alteracions en uns gens

que també es traben alterats en la forma esporádica de la malaltia. No és el cas
del cáncer de mama el qual está causat en la seva forma heretada per

alteracions en els gens BRCA1 i BRCA2, en canvi en la seva forma esporádica no

s’han trobat defectes en aquests gens.
3. Cáncers amb una forta relació familiar representen un 0.1% del total. Es

desenvolupen durant la infantesa i són causats per una inactivació deis dos al.lels

que codifiquen per un gen supressor de tumor. El fet que es desenvolupi en nens

fa pensar que els canvis necessaris per desenvolupar en cáncer són pocs.

Exemples: retinoblastoma, tumor de Wilm i síndrome de Li-Fraumeni.

Les formes heretables es desenvolupen a unes edats més primerenques que les

esporádiques.

2.1.3. AGENTS CANCERÍGENS
Els agents cancerígens poden ser classificats en genétics o en epigenétics en fundó
de si produeixen una alterado en la seqüéncia de l'ADN de la cél lula o no.

La correlació entre carcinogénesi (generado del procés de cáncer) i mutagénesi

(producció d’un canvi en la seqüéncia de l’ADN) está clara per tres tipus d’agents:
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• Carcinógens químics: causen canvis locáis en la seqüéncia deis nucleótids.

Alguns exemples són: hidrocarburs policíclics aromátics, amines aromátiques,
crom, clorur de vinil, benzé, etc.

• Radiacions ionitzants: causen ruptura deis cromosomes i translocacions.
• Virus: introdueixen ADN alié dins la céllula: virus d'Epstein-Barr, virus de

l’hepatitis B, virus limfotrópic humé, etc.

2.2. CARCINOGÉNESI QUÍMICA
El desenvolupament del cáncer és un procés amb múltiples etapes, múltiples
mutacions i múltiples mecanismes, que pot ser induít per productes químics

mutagénics i no-mutagénics, i que pot ser influenciat per productes químics no

carcinógens.

2.2.1. MECANISMES DE CARCINOGÉNESI QUÍMICA

2.2.1.1.ADDUCTES

Els compostos químics que tenen grups electrófils a la seva molécula o grups que

mitjangant el metabolisme es poden convertir en electrófils, poden formar unions
covalents amb grups nucleófils (com els grups amino, hidroxil, sulfidril) d’altres
molécules, aquesta unió dona lloc ais adductes (King,1996).

L’ARN, l’ADN i les proteínes tenen en les seves molécules grups nucleófils i per tant
són susceptibles a la formado d’adductes. L’ADN no sempre presenta la mateixa

accessibilitat, si les seves dues cadenes formen la doble hélix es més difícil accedir

a les bases individuáis, pero durant la síntesi aqüestes cadenes es separen i l’ADN
esdevé més vulnerable. Un cop s’ha format l’adducte covalent es produeix una

distorsió en l’estructura de l’ADN. Si aquest no es reparat, dona lloc a una mutació ja

que una base errónia es introduída en la nova cadena. Diferents carcinógens formen
diferents adductes que generen mutacions diferents (King,1996).
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2.2.1.2. PUNTS CALENTS DE MUTACIÓ

Quan s’estudia el comportament d’una regió génica determinada enfront a les

mutacions, s’observa que aqüestes no tenen lloc a l’atzar sino que existeixen llocs
en el gen que són més susceptibles a la mutació que d’altres, aquests llocs son

anomenats "punts calents de mutació" (hotspots) (Lewin, 1997).
El fet que els mutágens no actúen a l’atzar va ser descrit fa uns 30 anys (Vineis et

al., 1999). Els carcinógens deixen la seva empremta o un espectre de mutacions
característic en els gens relacionats amb el cáncer com els oncogens o els gens

supressors de tumors que es pot caracteritzar en fundó del codo al que afecta i del

tipus de mutació. Els dinucleótids CpG són una diana d’aquests compostos i la
substitució d’un canvi de base és el canvi més específic (Lewin, 1997). Els
dinucleótids CpG són punts calents de mutació també per la seva tendéncia a

metilar-se, l'alteració de la pauta de metilació de l'ADN augmenta la inestabilitat

genética i altera l'expressió génica. En el cáncer s'ha observat que existeix una

desregulació del patró de metilació.

Aproximadament la meitat deis cáncers humans tenen mutacions en la p53, en el
cas concret del cáncer de pulmó existeix un gran nombre de transversions G-»T,

alguns deis seus punts calents de mutació están localitzats en els codons 157, 248 i
273, que corresponen a aminoácids presents en el domini d’unió a l'ADN de la

proteína. També el codo 179 és un punt calent de mutació. El codo 157 és
característic del cáncer de pulmó i no és un punt calent per cap altre cáncer, en

canvi els codons 248 i 273 están implicáis en molts altres cáncers (Denisenko et al.,
1996).
El punt calent de mutació del gen de la p53 en l’hepatocarcinoma está situat al codo
249 on el 50% del pacients tenien una transversió G->T (Freedman, 1999).

Existeixen punts calents de mutació espontánia i punts calents de mutació induída, a

vegades coincideixen pero a vegades no (Griffiths et al., 1995).
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2.2.2. CARCINÓGENS QUÍMICS
Un carcinogen és qualsevol agent que per les seves propietats, físiques o

químiques, pot incluir la transformado de cél lules normáis a cancerígenes, es a dir
que pot induir cáncer.

Els carcinógens químics són un grup de compostos naturals o sintétics, amb
estructura diversa de carácter orgánic o inorgánic. Exemples de carcinógens

orgánics són els hidrocarburs policíclics aromátics, les nitrosamines, amines

aromátiques, hidrazines, carbamats, aflatoxines i els agents alquilants entre d’altres;
i d'inorgánics alguns metalls, com l’arsénic i el crom, i complexes de silicat (Li &
Heflich, 1991).

El procés cancerigen comenga per un canvi en el material genétic, els carcinógens

químics poden induir aquest canvi per múltiples mecanismes que van des deis més

simples com la interacció directe amb l’ADN, fins a altres més complexes amb més
factors implicáis pero que finalment també donaran lloc a la mutació.

Quatre grups importants de carcinógens químics exerceixen els seus efectes
formant adductes: els hidrocarburs policíclics aromátics (HPA), les amines

aromátiques, les nitrosamines i els agents alquilants (King, 1996).
Dins deis carcinógens químics trobem compostos que són genotóxics per si
mateixos i d’altres que necessiten una metabolització prévia per poder reaccionar
amb l’ADN. Molts necessiten ser activats per enzims dependents del citocrom P450

que catalitzen la introducció de grups epóxid o hidroxil. Paral lelament a aqüestes
vies d’activació existeixen reaccions d’inactivació d’aquests productes actius formats,
de manera que és el balang d’activació-inactivació el que condiciona finalment la

capacitat carcinogénica (King, 1996).

2.2.2.1. NITROSAMINES

L’exposició a les N-nitrosamines esdevé per diferents fonts: tabac, productes
cosmétics, aliments fumats i nitrits afegits a l’aliment com a conservants, aquests
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últims reaccionen amb les amines i donen lloc a les N-nitrosamines, reacció
catalitzada pels ácids de l’estómac o per acció deis bacteris.

R

NO

R /

Fig. 2.1. Nitrosamina.

A la via d’activació d’aquests compostos intervé el citocrom P450 el qual oxida el
carboni a de la nitrosamina donant lloc a un intermedian hidroxilat molt inestable que

es descomposa en acetaldehid i metildiazohidróxid (agent alquilant). Les
nitrosamines sense hidrógens en el carboni a són inactives. Aquest esquema

d’activació és general i poden existir algunes variacions en fundó de la nitrosamina
de manera que l’activació de les nitrosamines dona lloc a una varietat d'espécies
reactives amb l’ADN (Li & Heflich, 1991).

2.2.2.2. HIDROCARBURS POLICÍCLICS AROMÁTICS
Els hidrocarburs policíclics aromátics (HPA) són una classe molt ámplia de

compostos orgánics que contenen tres o més anells aromátics condensats formats

per átoms de carboni i d’hidrogen.
Van ser caracteritzats com a productes de la pirólisi del carbó i deis olis. El primer
HPA que es va afilar va ser el dibenzantracé al 1924. Són contaminants atmosférics
ubics. Estem exposats a ells des de diferents fonts: fum del tabac, dieta, medi
ambient i medi laboral (Phillips & Sims, 1979; Vollhardt, 1992).

Cinética i metabolisme

S’absorbeixen per via respiratoria, digestiva i cutánia. Es distribueixen ámpliament

per tot l’organisme i es traben en quasi tots els órgans intems sobretot en els rics en

lípids.
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Peí que fa al metabolisme, els productes origináis es converteixen mitjangant

epóxids intermedis en diols, fenols i tetrols, que a la vegada poden conjugar-se amb

grups sulfat, amb glucurónic i amb glutatió. El metabolisme produeix majoritáriament
una desactivació, pero alguns dihidrodiols s’activen a especies que s’uneixen a

l’ADN, principalment els diol-epóxids, i poden esdevenir carcinógens. Els metabólits
deis HPA i els seus conjugáis s’eliminen per orina i femta pero els conjugats que

s’excreten per bilis poden hidrolitzar-se per enzims de la flora intestinal i reabsorbir-
se.

Els HPA tenen un cicle metabólic rápid, no romanen a l’organisme excepte en el cas

que hagin format adductes amb l’ADN o proteínes.

Exemples
El compost model deis HPA és el fenantré.

Regió "fíay"

Regió K

Fig. 2.2. Fenantré.

Els requeriments per esdevenir carcinogen són: estructura coplanar, tres anells
fusionats en la configurado del fenantré, anells fusionáis addicionals (com a mínim
un benzé), i/o grups metil a la regió bay (Ruddon, 1990).

Un potent carcinogen present en el fum del tabac és el benzo[a]piré
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Fig. 2.3. Benzo[a]piré

Els HPA formen adductes amb les bases púriques especialment amb la guanina,

pero els hi cal una activado metabólica per ser carcinógens que en el cas del

benzo[a]piré es mostra a la següent figura (Phillips & Sims, 1979; To-Figueras,

1999):

P4501A1

Benzo[a]piré
CYP1A1 v
CYP1A1.1
CYP1A1.2 (I462V)
CYP1A1.3 (T461N)

Benzo[a]piré 7,8-epóxid

EPÓXID...
HIDROLASÁ

** EPHX1

^ví^NO

P4501A1
ADN- ■*

OH
OH

Benzo[a]piré 7,8-diolBenzo[a]piré 7,8-diol-9,10-epóxid

BPDE

Fig. 2.4. Activado metabólica del benzo[a]piré.
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Les monooxigenases del citocrom P450 generen un epóxid que es converteix en diol

per l’epóxid hidrolasa. Un segon epóxid es forma sovint en la regió bay (els epóxids
formats en la regió bay solen ser molí més reactlus) per 1’accló de les

monooxigenases donant lloc al 7,8-d¡hidrodiol-9,10-epóxid (BPDE) que ataca
covalentment a l’ADN formant adductes (el metabolisme catalitzat peí citocrom P450
i l’epóxid hidrolasa és estereoespecífic) (Phillips & Sims, 1979).

El benzo[a]piré pot seguir altres vies metabóliques per donar lloc a productes
diferents del BPDE.

P4501A1

EPÓXID
HIDROLASAP4501A1

IH

OB

EPÓXD O
HIDROLASA P4501A1

OH

Benzo[a]piré 9,10-dihidrodiol-7,8-epóxid
Benzo[a]piré 4,5-dihidrodiol

Fig. 2.5. Altres vies metabóliques del benzo[a]pire.
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El BPDE pot ser inactivat per conjugado amb glutatió mitjangant l’acció de les

glutatió S-transferases, impedint així la seva unió a l’ADN (Hayes & Pulford, 1995).

GLUTATIÓ

HQ

GST

OH
OH

OH
OH

Fig. 2.6. Conjugado del BPDE amb el glutatió.

Els adductes de BPDE es formen principalment en les posicions 2-amino de la

guanina o 4-amino de Padenina (el BPDE s’uneix a la guanina amb molta més
eficiencia que a Padenina) (Denisenko et al., 1996).

N.

N

N1I

HO

4-amino de Padenina 2-amino de la guanina

Fig. 2.7. Adductes de BPDE.
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Els adductes BPDE-ADN solen ser reparats peí mecanisme d’escissió de nucleótid,
si aquest falla els adductes poden bloquejar la transcripció de gens essencials i
produeixen canvis en la estructura de la cromatina (Wei et al., 1996). Si s’analitza
l’empremta que deixa el BPDE en el gen de la p53 s'observa que el tipus de mutació

que provoca majoritáriament són transversions G-^T localitzades preferencialment
en els codons 157, 248 i 273 (Denisenko et al., 1996).
Per la coincidéncia deis punís calents de mutació en el gen de la p53 i els adductes

produ'íts peí BPDE en aquest gen es pot afirmar que el tabac amb el seu metabólit
BPDE está implicat en les mutacions de la p53 que donaran lloc al cáncer de pulmó
(Denisenko et al., 1996; To-Figueras, 1999).

3. EL TABAC

3.1. EPIDEMIOLOGIA

Avui en dia el consum de tabac és responsable d’una elevada taxa de morbilitat i
mortalitat, se’l relaciona amb més de 25 malalties. Constitueix la primera causa de

pérdua de salut i la primera causa de mort prematura i evitable en els paísos

desenvolupats. A nivell mundial l’hábit tabáquic és el responsable d’uns 3 milions de
morís anuals i d’uns 26 milions d’anys potenciáis de vida perduts (Pardell, 1999).
A Catalunya el pía de salut 1996-1998 va fer una estimació de 8.400 morts anuals,
es a dir un 16.3% de la mortalitat total (Pardell, 1999).
El fumador passiu també constitueix un problema serios de salut pública. L'exposició
al tabac genera morbilitat i mortalitat en la poblado no fumadora

A principis deis anys 90 uns 1.100 milions de persones consumien tabac (un terg de
la poblado adulta mundial aproximadament). S’estima que fumen el 42% deis homes
i el 24% de les dones en els paísos desenvolupats i un 48% deis homes i el 7% de
les dones en els paísos en desenvolupament. Concretament a Catalunya un de cada
tres ciutadans són fumadors actius i molts deis no fumadors actius són fumadors

passius (Salieras et al., 1994).
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En un estudi (Pardell et al., 1996) on es feia un seguiment sobre Pevolució de l’hábit

tabáquic a Catalunya durant els anys 1982-1994, s’observá una tendencia
decreixent a l’ús del tabac. Aquesta tendéncia global variava, pero, segons el sexe,

ja que mentre que en els homes sí s’observava una disminució del nombre de

fumadors, el nombre de dones que fumaven havia augmentat regularment fins al

1990, i s’havia estabilitzat en l’últim quatrieni. Malgrat tot al 1994, la prevalenga del

tabaquisme era encara superior en el sexe masculí que en el femení. En una

enquesta realitzada l’any 1998 es va produir un increment en la prevalenga global de
la poblado.

Estadístiques realitzades entre gener i desembre de 1999 indiquen que un 54% deis
fumadors són homes i un 46% dones (Pardell, 1999; Generalitat de Catalunya).

70 -

11 Mi
o má _ BU mi

■% HOMES

□ % DONES

1982 1986 1990 1994 1998

Fig. 3.1. Prevalenga de l'hábit tabáquic a la poblado general de Catalunya.

Taula 3.1. Distribució deis fumadors per edats (Generalitat de Catalunya).

EDAT(anys) % (respecte al total de fumadors)
<15 0,13

15-19 0,65
20-29 9,0

30-39 30,3

40-49 32,7

50-59 19,0
>60 8,2
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Les polítiques i programes globals de control del tabaquisme dirigides tant a la

prevenció com a la cessació tabáquica poden ajudar a disminuir el creixement de

l’epidémia del tabaquisme. Les característiques comuns en programes de
deshabituado que han tingut éxit han estat: recolzament social, resolució de

problemes, ensenyar habilitats, educado d’estils de vida saludables i terápia
substitutiva amb nicotina o una altre terápia farmacológica (Henningfield & Benowitz,

1995). El problema no és només deixar de fumar sino mantenir l’abstinéncia.

3.2. LEGISLACIÓ
Peí que fa ais continguts de nicotina, quitrá i monóxid de carboni en la Directiva
2001/37/CE s’estableix que:

• A partir de gener de 2004, el contingut máxim de nicotina, quitrá i monóxid de
carboni en un cigarret despatxat, comercialitzat o fabricat a la Unió Europea no

podrá ser superior a: 10mg de quitrá, 1mg de nicotina i 10mg de monóxid de
carboni.

• Els continguts de quitrá, nicotina i monóxid de carboni serán mesuráis segons les
normes ISO 4387, 10315 i 8454 respectivament.

També dona directrius sobre l’etiquetat, la informado que ha de portar cada paquet,
adverténcies i contingut de quitrá, nicotina i monóxid de carboni.

Peí que fa a la publicitat la Directiva 98/43/CE prohibeix la publicitat en premsa i el

patrocini d’esdeveniments esportius per part de les companyies tabacaleras, la data
límit és N d’octubre de 2006, á partir d’aquesta data només es podrá fer publicitat en
els estañes.

3.3. COMPOSICIÓ QUÍMICA
El que es posa en contacte amb el fumador no és el tabac sino el fum aspirat, per
tant es parlará de la composició del fum del tabac.
Durant la combustió que es produeix en la calada, es forma una atmosfera pobre en

oxigen i rica en nitrogen on tenen lloc una gran varietat de processos químics i físics,

que tenen com a resultat la formado de la majoria de components del fum.
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En un cigarret d’1 g i de 70-80 mm de longitud es produeix 0.5 g de fum, on hi ha

aproximadament de 4.000-6.000 compostos identificats (susceptibles d’augmentar a
mida que es vagi estudiant). Entre aquests compostos trobem productes procedents
del tabac, deis insecticides i altres productes del conreu de la planta, del paper del

cigarret, deis additius del procés de curat del tabac i del tractament químic de la

planta (Generalitat de Catalunya, 1982; IARC, 1986).
La composició del fum del tabac depén no només del tipus de tabac sino de

múltiples factors com: profunditat de la inhalació, temperatura de combustió, longitud
del cigarret, porositat del paper i la presencia d’additius o filtres (IARC, 1986)

3.3.1. COMPOSICIÓ DEL FUM DEL TABAC

El fum del tabac está format per dues fases en les que es reparteixen els seus

components: fase gas i aerosol solid.

3.3.1.1. PRINCIPALS COMPONENTS DEL FUM DEL TABAC (IARC,

1986)
1. Óxids de carboni: CO, CO2.
2. Óxids de nitrogen: NO, NO2, N20, que poden ser els precursora de les N-

nitrosamines en el corrent principal.
3. Amoni i amines volátils.

4. Ácid cianhídric.

5. Aldehids i. cetones volátils: formaldehid, acetaldehid, propionaldehid, acroleína,
furfural.

6. Altres components volátils: benzé, tolué (és l’hidrocarbur aromátic volátil més
abundant present en el fum del tabac), hidrazina, uretá, 2-nitropropá, acrilonitril.

7. Alcans i alquens no volátils: ciclopentá, ciclohexá i biciclohexil.
8. Isoprenoids: solanesol.
9. Fitosterols: colesterol, sitosterol, campesterol, stigmasterol.
10. Hidrocarbura aromátics policíclics (HPA)
11.Aza-arenes.

12. Hidrocarbura O-heterocíclics: benzo[b] furá.13.Alcohols: metanol, etanol, 2-propanol, 2-butanol.
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14.Aldehids i cetones no volátils: benzaldehid, 4-anisaldeh¡d, glicoaldehid.
15. Compostos fenólics i quiñones.16.Ácids carboxílics: ácid fórmic, ácid acétic.
17. Ésters d’ácids grassos amb fitosterol, solanesol i glicerol.
18. Lactones: y-butirolactones.
19. Amines i amides: metilamina, pirroiidina, trimetilamina, anilina, naftalina,

formamida, propionamida.
20. Alcaloides del tabac: nicotina, formilnomicotina,

21. Piridines, pirrols i pirazines: piridina, picolina, lutidina, 2,3-dimetilpirazina.
22. N-nitrosamines: N’-nitrosornicotina, N’-nitrosoanatabina, N’-nitrosoanabasina.
23. Constituents inorgánics: la planta del tabac a l’igual que la resta de plantes conté

minerals i constituents inorgánics que deriven del sol: Alumini (Al) Cadmi

(Cd),Coure (Cu); Plom (Pb), Mercuri (Hg) Níquel(Ni), Crom (Cr) i Arsénic (As).
24. Radioelements: radi-226, radi-228, tori-228, 210Pb, 210Po (emissor de partícules

a), i també (emissor de partícules p).
25. Insecticides, herbicides, pesticides com el DDT, DDE, DDD o Malation.26.Additius: humectants com el propilenglicol i el glicerol, trietilenglicol, sorbitol,

aromatitzants com la cumarina o l’arrel de Glycyrrhiza glabra.

3.3.2. CORRENT PRINCIPAL I CORRENT SECUNDARI

Podem diferenciar com a mínim dues classes de fum del tabac:

1. Corrent principal (Mainstream smoke (MS))
2. Corrent secundan (Sidestream smoke (SD) o Environmental tobáceo smoke

(ETS)):corrent originat per la simple combustió del cigarret, sense que el fumador
fací cap aspirado o pipada.

El corrent principal es genera en una atmosfera pobre en oxigen a una temperatura
de 850-950°C, i el corrent secundan té lloc a temperatures més baixes i en una

atmosfera reductora. Qualitativament el corrent principal i secundan són bastant

semblants, pero quantitativament presenten algunes diferéncies (Generalitat de

Catalunya, 1982).
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Taula 3.2. Composició aproximada per cigarrct (sense filtre) d'alguns components del
fum del tabac presents en el corrent principal i en el secundari (IARC, 1986).

CORRENT

PRINCIPAL

CORRENT

SECUNDARI

COMPONENT

11,4mg24.1mgQUITRA

CO 10-23mg53.0mg

1-2.3mgNICOTINA 4.1mg

0.1-0.6mgOXID NITRIC 2-3mg

FENOL 60-140pg10-400|j.g

BENZE 20-50pg200-500|ig

BENZO[a]PIRÉ 0.04pg0-2pg

QUINOLINA 1-7|ig18pg
2-NAFTALINA 0.006jig 0.002pg

FORMALDEHID 7-3500(j.g 70-1OOjig

NITROSORNICOTINA 0.15-1.7jig 0.2-3pg
ACID CIANHIDRIC 400-500pg107.5pg

META 4.03mg 1.3mg
DIOXID DE CARBONI 324mg 20-60mg

ANILINA 360ng11^9
Po-210 0.004Bq 0.003Bq

El pH del fum del tabac influeix en la proporció de nicotina i d’altres components
básics en la fase vapor així com en la inhalabilitat del corrent principal (el pH del
corrent principal varia entre 5,8-6,1 i el del corrent secundari entre 6,9-8). El fum del
corrent principal de la majoria deis cigarrets és lleugerament ácid i menys irritant que
el de la pipa, que pot ser ácid o alcalí o que el del cigar que és alcalí. El fum del

cigarret és més fácil d’inhalar ja que és menys irritant.
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3.4. EFECTES TÓXICS DEL TABAC

Els principáis responsables de la toxicitat del tabac són: la nicotina, el monóxid de

carboni, els irritants i els carcinógens (Generalitat de Catalunya, 1982).

3.4.1. NICOTINA

La nicotina és la principal responsable de la dependencia del tabac, és una de les

drogues més addictives que es coneixen. Se sintetitza en les arrels de la planta

(genere Nicotiana) i es diposita en les tulles. La quantitat de nicotina continguda en

un cigarret varia en relació al tipus de fulla, técniques de plantado i métodes
d’industrialització com a factors més importants. Representa aproximadament el 7-
8% del condensat total (Generalitat de Catalunya, 1982).
Els paquets de cigarrets contenen una mitjana de 0,4 mg a 1,6 mg de nicotina per

cigarret. Está mesurada en unes condicions estandarditzades simulant amb una

máquina l'acte de fumar, i no representa necessáriament la veritable quantitat de
nicotina que arriba peí corrent principal al fumador.

ch3N

Fig. 3.2. Nicotina

És un alcaloide líquid de carácter básic, picant i cáustic, que actúa sobre els

receptors colinérgics nicotínics, comportant-se com estimulant i bloquejant
ganglionar. Es traba en el tabac en forma de sal i s’allibera per acció del calor en
forma de base lliure. En el moment de la combustió se’n destrueix una quantitat

important el 20-30%, un 30% s’allibera a l’atmosfera, el 45% passa a través del

cigarret peí corrent principal i només arriba a la boca del fumador un 10-20% del total

(Generalitat de Catalunya, 1982).
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3.4.1.1. TOXICOCINÉTICA
Absorció: la seva absorció depén del pH de la formulado (la forma no ionitzada
travessa fácilment les membranes biológiques): en els cigars i pipes, la nicotina es

troba en forma de sais básiques, que es solubilitzen en la saliva, de manera que

s’absorbeix la nicotina en l’epiteli de la cavitat orofaríngea, i no cal la inhalado del

fum; en canvi en els cigarrets el fum és més ácid (la nicotina es troba en forma de
sais ácides) i cal que aquest siguí inhalat per a l'absorció de la nicotina en la mucosa

bronquial. També depén la seva absorció del temps de contacte del fum amb les

mucoses, de la profunditat de la inhalado, de la quantitat de nicotina present en el
fum del tabac, del pH del líquid corporal que entra en contacte amb el fum, de

l'aglomeració de partícules del fum i de l’ús de filtres. L’absorció pulmonar és molt

rápida degut a la major superficie de contacte. Els fumadors de cigarrets que inhalen
el fum poden arribar a absorbir el 90% de la nicotina, pero els que no inhalen el fum
només absorbeixen un 10%. Quan el tabac es mastega, l’absorció de la nicotina és
escassa.

Distribució i metabolisme: la nicotina un cop absorbida, difon rápidament per tot

l’organisme i travessa la barrera hematoencefálica, també pot travessar la barrera

placentária; les zones de major captado de nicotina són el cervell, la hipófisi, i les

glándules suprarenals, la seva distribució está relacionada amb el contingut lipidie i
no pas amb el flux sanguini. Peí metabolisme es destrueix un 80-90% de nicotina,

aquest metabolisme té lloc en part al pulmó, ronyó i cervell i en un 90% al fetge (ais
microsomes hepátics). Presenta una semivida de 1-2 hores. Per l’isoenzim polimórfic
CYP2A6 del citocrom P450 es metabolitza a cotinina, metabólit principal i inactiu, la

qual té una semivida de 16-20 hores i s’elimina per l'orina, s’utilitza com a marcador

d’exposició tant directe com indirecte. Altres metabólits són: desmetilcotinina, 3-

hidroxicotinina, nicotina-1 -N-óxid, gamma-(3-piridil)-gamma-oxo-N-metilbutiramina

(Flórez, 1992; Gisbert, 1998).
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NICOTINA COTININA

Fig. 3.3. Oxidado de nicotina a cotinina

Eliminado: l’eliminadó majoritária deis metabólits és per l’orina pero una parí
s’elimina per la suor i la llet materna.

3.4.1.2. TOXICODINÁMIA
Produeix una estimulado inicial generalizada deis ganglis vegetatius a través deis

receptors nicotínics, que condueix a una complexa resposta com a resultat d’una
combinado d’accions simpátiques i parasimpátiques, donant lloc a:

1. Efectes cardiovascular com l’augment de pressió arterial, increment de la
contractilitat cardíaca, del flux coronan i del consum miocárdic d’oxigen. Provoca
vasoconstricció periférica.

2. Efectes sobre el tráete digestiu com l’augment del peristaltisme gastrointestinal.
3. Augment de la secreció salival i bronquial.
4. Acció sobre el SNC que produeix náusees, vómits, tremolors i estimulado de la

respirado, augment de l’atenció, facilita la memoria i disminueix la irritabilitat.
5. Increment de la concentrado plasmática de glucosa, cortisol, vasopresina i ácids

grassos lliures
A dosis elevades es produeix una inhibido de la transmissió ganglionar com a

conseqüéncia d’una despolarizado persistent deis ganglis (Flórez, 1992; Gisbert,

1998).

La dosi mortal en l’home de nicotina pura és de 1 mg/Kg de pes (Alfonso & Ibáñez,

1983).
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3.4.2. MONÓXID DE CARBONI

El monóxid de carboni (CO) és un gas no irritant, inodor, incolor i insípid, que es

produeix en totes les combustions incompletes. S’absorbeix per vía respiratoria, a

través del pulmó te una difusibilitat superior al CO2 i a l'O* Com a conseqüéncia del
catabolisme de l’hemoglobina es produeix CO endogen, peí que en condicions
normáis tenim un 0.4-0.7% d’hemoglobina saturada per CO. Aquest valor pot

augmentar-se fins a un 2% si el medi que ens envolta és urbá i fins un 6% si la

persona és fumadora (Marruecos et al., 1993; Gisbert, 1998).

3.4.2.1. ACCIÓ
S’uneix a la hemoglobina desplagant així a l’oxigen unit a ella ja que el CO presenta
una afinitat 240 vegades superior per la hemoglobina que l’oxigen i per tant
disminueix la concentrado d’oxihemoglobina en sang. En els teixits els enzims que

contenen grup hemo (mioglobina, citocrom P450 i la citocrom-c-oxidasa) també
tenen una elevada afinitat peí CO, en unir-se a la mioglobina disminueix el transport

d’oxigen al múscul cardíac i esquelétic, produint-se una hipóxia tissular. Aquesta

hipoxémia agreuja la insuficiénda coronária del malalt coronan i incrementa la

permeabilitat ais lípids, la qual cosa afavoreix la formado de plaques d’ateroma. El
CO exerceix un efecte inotrópic negatiu i augmenta l'adhesivitat i l’agregabilitat de
les plaquetes. Els efectes que exerceix sobre el SNC són dosi dependents. L’acció
del CO a nivell del SNC, sobreposada a la de la nicotina, és la causa de trastoms de
la percepció i de l’agilitat mental (Marruecos et al., 1993; Gisbert, 1998).

3.4.3. SUBSTANCIES IRRITANTS

Substáncies com els aldehids, els fenols, el quitrá, l’acroleína, l’acetaldehid i
l’amoníac tenen una acció irritant sobre l’arbre bronquial, al que s’ha d’afegir la

paralització deis cilis de la mucosa donant lloc a una disminució deis mecanismes

fisiológics de defensa.
El formaldehid és un tóxic que causa irritado ocular, nasal i faríngia.
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3.4.4. SUBSTANCIES CANCERÍGENES I CO-

CANCERÍGENES
Les substáncies millor estudiades són els hidrocarburs aromátics policíclics (HPA), el

formaldehid-acetaldehid, les nitrosamines, els elements radioactius, l’arsénic, els
additius i contaminants. Aqüestes substáncies determinen 1’aparició d’alteracions
histológiques de carácter metaplásic, provocant cáncer de les vies aéries i
digestives. No hi ha una sola substáncia responsable de l’efecte carcinogen sino que

són diverses les que actúen sinérgicament mitjangant diversos mecanismes
fisiopatológics: acció directa carcinógena sobre la céllula, alterado de mecanismes
enzimátics i depressió de la immunitat.

3.5. PATOLOGIA TÓXICA PER TABAC

En iniciar-se a l’hábit tabáquic es dona una simptomatologia de tipus vegetatiu, que
es produeix per l’efecte de la nicotina i del CO. Consisteix en: náusees, vómits,
sudoració profusa i freda, visió borrosa, vertigen i marejos.
La major part de la patología crónica derivada del consum del tabac es deu al
monóxid de carboni, a la nicotina, ais productes irritants i a compostos presents en el

quitrá com els hidrocarburs policíclics aromátics (HPA) (Generalitat de Catalunya,
1982; IARC, 1986; Gestal, 1988; Barrallo, 1998; Vaqué etal., 2001).

3.5.1. MALALTIES RESPIRATÓRIES
Malaltia pulmonar obstructiva crónica (MPOC): aquest terme engloba la

bronquitis crónica i l’emfisema pulmonar. Al principi, el dany causat peí fum és major
en les vies aéries superiors on es produeix contracció de la musculatura llisa

bronquial, bronquitis, augment del nombre de céllules calciformes secretores de
moc i disminució les cél lules ciliades que contribueixen de manera ¡mportant a

l’escombrat de la secreció bronquial cap a l’exterior de la secreció de moc, alterado
de les característiques del moc i destrucció i parálisi del cilis. Més tard, debilitáis els
mecanismes defensius s'afecta la membrana de l'alvéol capil lar encarregada de la
difusió deis gasos i es produeix l'emfisema que causará la destrucció de la paret
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alveolar. Els fumadors tenen una mitjana de 10 vegades més riso de morir per

MPOC que els no fumadors.
Cáncer de pulmó: el cigarret és el responsable de la gran majoria de cáncers de
pulmó. Es tractará aquest aspeóte posteriorment.

3.5.2. MALALTIES CARDIOVASCULARS

Arteriosclerosi: l’acció conjunta de la nicotina i el CO peí que fa a l'agregabilitat
plaquetária i a la composició de lípids afavoreixen el procés aterogénic.
Cardiopatia coronáría: el risc de malaltia coronária está relacionat directament amb
la quantitat de tabac consumit i el temps de persisténcia de l’hábit. La majoria deis
autors sitúen aquest increment del risc en unes 2-2.5 vegades en relació amb els no

fumadors de la mateixa edat, també cal teñir en compte que els fumadors que

inhalen el fum presenten més risc que els que no ho fan.
La forga del factor tabac en 1’aparició de la malaltia disminueix a mesura que

augmenta l'edat, degut a la importáncia creixent d’altres factors de risc.
En abandonar l’hábit tabáquic el risc coronari disminueix i ho fa de manera

relacionada al temps que fa que s’ha deixat de fumar.
Mort sobtada: de totes les morts per cardiopatia coronária un 50-60%

aproximadament tenen lloc en forma de mort sobtada. La mort sobtada s’associa
molt directament a l’hábit de fumar sobretot en homes joves. Existeix una disminució
de l’aparició de mort sobtada quan es deixa de fumar.

Hipertensió arterial: la nicotina per la seva acció adrenérgica augmenta el pols i la

pressió arterial, també augmenta els nivells d'hormona corticotropa i altera el sistema
de regulado de la pressió arterial renina-angiotensina-aldosterona.
Malaltia arterial periférica: existeix una associació intensa amb el consum de

tabac, s’ha trobat un increment del risc de 9 vegades per fumadors de més de 15

cigarrets al dia i un augment de 6 pels que fumen menys de 15. Existeix regressió
del risc en aquells fumadors que deixen de fumar.

3.5.3. MALALTIES DE L’APARÉLL DIGESTIU

A nivell de la boca fumar embruta i enfosqueix les dents, produeix halitosi, gingivitis,
piorrea i lesions leucoplásiques prévies al cáncer de boca.
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A nivell de l’esófag facilita el reflux gastroesofágic donant lloc a esofagitis. El cáncer
d’esófag té una relació directa amb l’hábit de fumar, la ingestió d’aliments massa

calents i el consum d’alcohol.

Peí que fa a l’estómac i intestí el fum del tabac augmenta la prevalenga d’úlcus

gastro-duodenal, retarda la seva cicatrització i incrementa les seves complicacions.
Per una altre banda la nicotina peí seu efecte parasimpátic és útil per evitar

1’estrenyiment atónic.

3.5.4. ALTRES MALALTIES

El tabac origina faringitis crónica, obstrucció nasal, alteracions de l’olfactació,

sinusitis, laringitis crónica, queratosi laríngia i s’associa al cáncer de laringe, de
bufeta, de ronyó i de páncreas. També origina ambliopia tabáquica, ocasionada per

déficit de factors vitamínics B secundaris al consum de tabac. Pot provocar rinitis
al lérgica i asma en comportar-se com a al lergen. El fum del tabac origina

conjuntivitis.

3.6. CÁNCER EN FUMADORS

Els Ilibres Cautions against the inmoderate use of snuff publicat peí Dr. John Hill

(17167-1775) i Chirurgical observations publicat peí Dr. Percivall Pott el 1775, són
les primeres referéncies sobre l’efecte carcinogen del tabac.

L’any 1914 es va demostrar científicament l’efecte carcinogen deis hidrocarburs

continguts en el fum del tabac per Yamagawa i Ichikawa, i va ser l’any 1933 quan

Cook i col laboradors van afilar el 3,4-benzopiré del fum del tabac
Els primers estudis cas-control (retrospectius) i de cohorts (prospectius), que

comparaven el risc de cáncer en fumadors i en no-fumadors, van ser publicáis a

principis deis anys 50 i concloíen que existeix una associació real entre el carcinoma
de pulmó i l’hábit tabáquic. Entre aquests treballs destaca el publicat per Richard
Dolí el 1950 (Dolí & Hill, 1950; Estapé et al., 1987).
Actualment está totalment demostrat l’important paper que juga el tabac en

determináis tipus de cáncers.
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3.6.1. EL FUM DEL TABAC COM A MESOLA

CARCINOGÉNICA
Podem distingir dos tipus d’agents carcinógens presents en el fum del tabac en

fundó del nivell d’actuadó en el procés cancerigen:
1. Substándes que actúen a nivell genétic, transformant la cél lula normal en

tumoral com els HPA.

2. Substándes que estimulen les cél lules ja préviament alterades: fenols, ésters
d’ácids grassos i ácids grassos lliures i nicotina. La nicotina estimula

l'angiogénesi i el creixement tumoral (Heeschen et al., 2001).

3.6.1.1. SUBSTANCIES CARCINÓGENIQUES PRESENTS EN EL FUM

DEL TABAC (IARC, 1986)
• El benzé és un carcinogen humá (IARC, 1982a) que es traba al corrent principal i

secundan. Es forma durant la combustió del tabac a partir de precursora que

tinguin un anell aromátic o ciclohexá, i també per pirosíntesi a partir de radicáis
com el C6H5-.

• La hidrazina és un carcinogen en rata i ratolí (IARC, 1974a).
• L’uretá (etil carbamat), carcinogen en ratolí, rata i hámster (IARC, 1974b).
• 2-Nitropropá, carcinogen en rates (IARC, 1982c),
• Clorar de vinil (IARC, 1982b), el seu nivell al corrent principal és directament

proporcional a la quantitat de clorar que conté el tabac.
• Metalls: l’arsénic i els seus compostos i el crom i els seus compostos són

associats de manera causal amb el cáncer humá. El níquel i el cadmi i els seus

compostos són probablement carcinógens pels humans. Els compostos de cobalt
han resultat ser carcinógens en animáis de laboratori.

• Acrilonitril (IARC, 1982b), és carcinogen en rates i probablement en humans.
• Formaldehid (IARC, 1982a), acetaldehid (IARC, 1985b), acrolei'na

(IARC, 1985c). El formaldehid indueix carcinoma nasal en rates.
• Hidrocarburo policíclics aromátics (HPA): antracé, benzo[a]piré, fluoranté,

fluoré, fenantré. El con de combustió del tabac (850-950°C) presenta una

atmosfera reductora (N2 53%, C02 18%, CO 12%, H2 8%, 02 1.4%) en la qual
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CH radicals primaris es formen per pirolisi de la materia orgánica. Aquests
radicáis inestables son els precursors de la pirosíntesi deis compostos aromátics

policíclics, i en especial del hidrocarbura policíclics aromátics.
• N-Nitrosamines: mentre es fuma el tabac tres classes de N-nitrosamines es van

formant:

1. N-nitrosamines volátils: N-nitrosopirrolidona N-nitrosodimetilamina. Formades

principalment a partir d’amines i óxids de nitrogen presents en el fum del
tabac. La fracció proteica del tabac és el seu precursor major. Totes elles van

ser classificades per la IARC com a carcinógenes.
2. Nitrosamines no volátils: els cigarrets, els cigara i les pipes contenen ácids

nitrosamínics no volátils que es poden descarboxilar durant la combustió i
donar lloc a les nitrosamines carcinógenes.

3. N-nitrosamines especifiques del tabac: N’-nitrosornicotina (NNN), N’-
nitrosoanatabina (NAT), N’-nitrosoanabasina (NAB). Apareixen durant els

processos de curat i de consum del tabac, per N-nitrosació de la nicotina i en
menor grau d’alcaloides piridínics. Se sospita del seu elevat poder

carcinogénic.

3.6.2. TIPUS DE CÁNCERS ASSOCIATS AL TABAC

3.6.2.1. CÁNCER DE PULMÓ
El primer diagnóstic de cáncer primari de pulmó, reconegut per la majoria deis

investigadora, va teñir lloc al 1810 peí Dr.Bayle, malgrat que els primera casos

probables de pulmó van ser descrits per Morgagni el 1761 (Gestal, 1988).
La mortalitat per cáncer de pulmó ha augmentat de forma important en tots els

paísos del mon després de la Segona Guerra Mundial. Aquest augment es va

produir uns 25 anys després que el consum de cigarrets passés a ser un hábit
corrent entre la població.

Tipus de cáncer de pulmó

L’organització Mundial de la Salut (OMS) va agrupar al 1977 els diferents tipus de
cáncer de pulmó en NSCLC (Non-small-cell lung cáncer) que comprenia:
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adenocarcinoma, cáncer de céllules escatoses i cáncer de céllules grans; i SCLC

(small-cell lung cáncer) cáncer de cél lules petites. El tipus NSCLC representa un

80% del total de cáncers de pulmó, mentre que SCLC representa en 20% restant.

Relació amb el tabac

El cáncer de pulmó rarament apareix en abséncia d’exposició ambiental,
aproximadament el 95% del risc atribulóle es degut al consum de tabac (IARC, 1986;
Sellers, 1996).
Els cáncers que s’associen al consum de tabac són: cáncer de cél lules escatoses,
Padenocarcinoma i sobretot el cáncer de cél lules petites (Macdonald & Ford, 1997).
Per estudis realitzats s’ha observat que el risc de desenvolupar cáncer de pulmó
está relacionat amb (Gestal, 1988):
1. El nombre de cigarrets consumits: el risc relatiu s’incrementa en augmentar el

nombre de cigarrets fumats al dia.
2. L’edat d’inici de rhábit: les persones que ha iniciat l’hábit tabáquic durant

l’adolescéncia i continúen fumant en l’edat adulta tenen un risc elevat.

3. Les formes de fumar que augmenten Pexposició del pulmó ais contaminants de
fum del tabac, els que fumen cigarrets tenen risc més elevat que els que fumen

cigars o pipes.
4. Ús de filtres: el risc de cáncer de pulmó a llarg termini (superior o igual a 20

anys) deis fumadors ámb filtre és menor comparat amb els altres fumadors.
5. Concentració de nicotina i quitrá deis cigarrets: s’ha fet l'observació que el

consum de cigarrets amb quantitats baixes o mitjanes de nicotina i quitrá
disminueixen el risc de patir cáncer de pulmó pels fumadors.

6. Tipus de tabac: existeix un risc més elevat de cáncer de pulmó en els fumadors
de tabac negre que en els fumadors de tabac ros (Benhamou & Benhamou,

1993).

Cal destacar que a tots els estudis epidemiológics prospectius, els fumadors que van
abandonar llur hábit experimentaren una important reducció del seu risc de patir

\

cáncer de pulmó en relació amb els que continuaren fumant, de tal manera que ais
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10-15 anys de deixar de fumar el risc és gairebé tant baix com els individus que mai
no han fumat.

L’any 1998 a Espanya es van morir 15.406 homes de cáncer de pulmó amb una

mitjana d’edat de 68 anys i 1.768 dones amb una mitjana d’edat de 68 anys (Servicio
de Epidemiología del Cáncer).

Predisposició familiar al cáncer de pulmó
El cáncer de pulmó es creu que és el resultat de la interacció gen-medi ambient, de
manera que en abséncia d’exposició ambiental (fum del tabac) la susceptibilitat
heretada és menor i no s’expressa. Es postula la hipótesi que la predisposició

genética al cáncer de pulmó existeix i s’hereta, pero només és manifesta quan es

posa en contacte amb el fum del tabac (Sellers, 1996).

Genética del cáncer de pulmó
En les céllules tumorals tenen lloc algunes anormalitats citogenétiques típiques

(Macdonald & Ford, 1997; Weintraub, 1998):
• Delecció en el brag curt del cromosoma 3 (3p14-p23) es creu que aquesta

pérdua d’informació genética precedeix al dany en el gen de la p53. El gen FHIT
s’ha mapat en aquesta zona i es considera com un possible candidat a gen

supressor del tumors.
• Mutacions en els oncogens Ras i Myc:

• Sobreexpressió deis 3 membres de la familia Myc (NMyc, LMyc i Myc).
• Mutacions en els membres de la familia Ras particularment en el codo 12

de KRas. Augment de l’expressió del gen Ras i anormalitats estructuráis
del gen.

• En el cáncer de pulmó predominen les transversions G -»T en el gen de la p53.
• Les cél lules deis tumors pulmonars tenen desregulada l’expressió de la

telomerasa, enzim relacionat amb la “immortalitat” de les cél lules tumorals

(Sancho et al., 2000).
• NSCLC: es característic d’aquest tipus les deleccions i translocacions en la

regió cromosómica 9p21(és el canvi més freqüent). Un 20-30% deis NSCLC

presenten mutacions en el gen Rb, i un 60% tenen mutada la p53. L’oncogen
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HER2/NEU (també anomenat ERBB2) codifica per a una proteína
transmembrana p185neu la qual té molta homología amb el receptor del factor de
creixement epidérmic (EGFR). Elevats nivells d'EGFR han estat associats a

NSCLC (Weintraub, 1998).
• SCLC: es característic d’aquest tipus les mutacions en ras, APC i membres de

la familia myc. El 90% deis SCLC presenten mutacions en el gen Rb. Els
pacients amb retinoblastoma que presenten mutacions germináis en el gen Rb
tenen un risc marcadament elevat de patir SCLC. La p53 en el tipus SCLC es

traba mutat en un 90% del casos (Weintraub, 1998).

3.6.2.2. CÁNCER DE LARINGE

Els fumadors presenten un risc de desenvolupar cáncer de laringe de 9 a 13

vegades més gran que els no-fumadors.

Juguen un paper important:
• El nombre de cigarrets fumats
• Si es fuma amb filtre o no

• El consum d’alcohol, que té un efecte sinérgic amb l’hábit tabáquic.
• El tipus de tabac fumat: el risc és major pels fumadors de tabac negre que pels

que fumen tabac ros (Sancho-Garnier & Theobald, 1993).

L’any 1998 la mortalitat a Espanya per cáncer de laringe va ser de 1.695 homes amb
una mitjana d’edat de 65 i de 53 dones amb una mitjana d’edat de 67 anys (Servicio
de Epidemiología del Cáncer).

3.6.2.3. ALTRES CÁNCERS
Cáncer de boca i leucoplásia: el tabac té un paper decisiu, sent el risc relatiu de 3
a 10 vegades més gran que en els no-fumadors. El consum d’alcohol té un efecte

multiplicatiu com a factor de risc (Jonhson, 2001).
Cáncer d’esófag: el risc relatiu del fumadors és de 1.35-11.1 segons els estudis i el

tipus de tabac consumit i s’ha trobat una relació positiva amb el consum d'etanol.
Cáncer de bufeta de l’orína: també relacionat amb el consum de tabac, existeix

relació entre el risc i la durada de l’hábit. Un altre factor de risc per aquesta malaltia
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són ocupacions que exposin al treballador a amines aromátiques. El fet de fumar

pipes o cigars comporta risc menor que el de fumar cigarrets (Pitard et al., 2001).
Cáncer de ronyó: el seu risc és proporcional al nombre de cigarrets consumits.
Cáncer de páncreas: risc relatiu de 5 en els fumadors en comparado amb els no-

fumadors.

3.7. EL TABAC DURANT LA GESTACIÓ
El pes del nadó fill de mare fumadora és en molts casos inferior al de filis de mares

que durant l’embarás no van fumar. Aquesta relació és independent de totes les
altres variables que també afecten al pes del nadó, com per exemple l’edat de la
mare. Aquest pes inferior del nadó es degut a un retard directe de creixement

intrauterí, que afecta a més del pes a totes les dimensions del fetus. Existeix la

hipótesi que la hipóxia fetal relativa que es produeix en els embarassos de dones
fumadores és la causa del retard creixement fetal.

Estudis han demostrat també l’existéncia d’una relació entre el consum de tabac

durant l’embarás i el risc d’avortament espontani, embarassos ectópics i mortalitat

perinatal.
El consum de tabac per les dones s’ha demostrat que redueix el seu període fértil, ja

que rebaixa l’edat de la menopausa espontánia, també redueix la fertilitat de la dona

(Gisbert, 1998; Vaqué et al., 2001).

3.8. EL FUMADOR PASSIU

El fumador passiu és aquella persona que está exposada al fum del corrent
secundad deis cigarrets, la composició qualitativa del qual és semblant al del corrent

principal, pero quantitativament conté més CO, quitrá, amoníac, nicotina i

benzo[a]piré que el corrent principal.
L’efecte del fum del tabac sobre el fumador passiu és un tema controvertid En els

primers estudis no quedava prou clara la relació entre l’exposició i el risc a

desenvolupar determinades patologies, pero estudis recents han esclarit més el
tema.
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En els fumadors passius s’ha trobat un increment del risc de cáncer de pulmó, tenen
alteracions deis fluxos espiratoris forgats mitjá i final, i pateixen les conseqüéncies

hemodinámiques provocades peí CO (Leonard & Sachs, 1999).
També s’ha associat a símptomes nasals aguts i crónics (Benninger, 1999), malalties
del tráete respiratori i del sistema cardiovascular (Pitard et al., 2001).
En els nens de famílies fumadores s’ha observat un augment de les infeccions

respiratóries.
La revista The Lancet va publicar que la companyia tabacalera Phillip Morris va

pagar a investigadors per a que desacreditessin un informe fet per 1’Agéncia
Internacional d’lnvestigacions sobre el Cáncer (IARC), que depén de l’OMS, on es

concloía que les dones de marits fumadors i les persones que treballen envoltades
de gent que fuma corren un risc més elevat de teñir cáncer (Ong & Glantz, 2000).

4. POLIMORFISMES METABÓLICS I LA SEVA

BASE GENÉTICA

4.1. EL METABOLISME DELS TÓXICS
Els organismes están exposats a un gran nombre de compostos químics aliens, els
xenobiótics, que poden teñir funcions diferenciades dins del nostre organisme: fundó
beneficiosa (per exemple fármacs a dosi terapéutica), fundó tóxica o bé cap fundó.
Aquests efectes están condicionats per les seves propietats fisicoquímiques.
Per fer front a aquesta exposició, l'organisme ha desenvolupat uns sistemes de

protecció cel lular, de tots ells el que més destaca és el metabolisme o

biotransformació. La majoria deis xenobiótics quan entren al nostre organisme són
transformats parcial o totalment en d’altres substáncies, els enzims encarregats de
fer aqüestes transformacions están localitzats al fetge principalment, malgrat que
també es traben en petites proporcions a. pulmó, ronyó, intestí i d’altres teixits.
Existeix una minoría de compostos que no són metabolitzats i s’excreten sense

modificar (Flórez, 1992).
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L’objectiu del metabolisme és facilitar l’eliminació deis tóxics (per exemple tóxics

lipófils), pero en alguns casos la pot alentir (alguns tóxics volátils). A vegades els
tóxics no s’eliminen sino que s’acumulen. El metabolisme canvia les propietats

fisicoquímiques deis compostos, per tant si els efectes deis xenobiótics dins de
l'organisme están condicionáis per aqüestes propietats, el metabolisme també
variará els seus efectes biológics. Malgrat que el resultat del metabolisme és sovint
una inactivació, també pot teñir lloc una bioactivació.

El metabolisme de les substáncies xenobiótiques esdevé principalment en dues

etapes: el metabolisme de fase I i el de fase II.
• El metabolisme de fase I implica l’addició de nous grups funcionáis a la

molécula, en general grups electrófils, ja siguí per oxidado, reducció o bé hidrólisi.

Aquests canvis augmenten en general la polaritat de la molécula i poden donar
lloc a metabólits inactius i/o a metabólits actius (procés de bioactivació) (Flórez,
1992; Lang & Pelkonen, 1999).

• El metabolisme de fase II és de conjugado. Els xenobiótics o els metabólits
resultants de la fase I s’uneixen a un substrat endogen com per exemple l’ácid

glucurónic o el glutatió. Els productes resultants són en general més grans de

tamany, més polars i més fácilment eliminables per l’orina o per la bilis. El fet
d'introduir un grup funcional a fase I facilita la reacció amb les molécules

endógenes de la fase II (Flórez, 1992; Lang & Pelkonen, 1999).

Alguns xenobiótics són metabolitzats per varis enzims i existeix un balan? entre els
enzims que s’encarreguen de la seva desactivado i els enzims que donen lloc a

metabólits més reactius i més tóxics (Nebert & Weber, 1990; González & Kimura,

1999).
Entre els sistemes de desactivado les glutatió-S-transferases (E.C. 2.5.1.18) i

l’epóxid hidrolasa (E.C. 3.3.2.3) juguen un paper important peí que fa a la protecció
de l’organisme contra els grups electrófils i els productes de l’estrés oxidatiu

(González & Kimura, 1999).
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4.1.1. METABOLISME DE FASE I

Inclou el sistema de les monooxigenases microsomals, oxidacions mitocondrials i

citosóliques, reduccions i hidrólisis.

4.1.1.1. SISTEMA DE LES MONOOXIGENASES MICROSOMALS

Les monooxigenases dependents del citocrom P450 i les que contenen flavina
catalitzen les reaccions de monooxigenació. Són enzims que es traben adossats a

l’estructura membranosa del reticle endoplasmátic llis.
La superfamília del citocrom P450 está formada per enzims amb grups hemo-tiolat,

hemoproteínes que al combinar-se amb el monóxid de carboni en el seu estat redui't
formen un complex que absorbeix la llum a 450nm. Es traben ámpliament

representades a la natura. En la seva major part són monooxigenases. Engloba al
voltant de 500 proteínes diferents classificades en 36 famílies i subfamílies en fundó
de la seva homología en la seqüéncia deis aminoácids. Tenen un paper important en
el metabolisme carcinogénic els citocroms P450 que pertanyen a les famílies 1, 2 i 3.
Les reaccions que poden catalitzar són molt diverses: hidroxilacions,

desalquilacions, desaminacions, desulfuracions, formado de sulfóxids i

epoxidacions.

L’expressió deis citocroms P450 es regula principalment per la transcripció de la

proteína, algunes formes s’expressen en l’individu de manera constitutiva, pero

d’altres ho fai\ en fundó del sexe, o del teixit en el que es traben, també poden
existir fenómens d’inducció per part d’altres xenobiótics.
La inducció del citocrom P450 pels hidrocarburs policíclics aromátics té lloc a nivell
de la transcripció de manera que la inducció esdevé per un augment de la síntesi de
l’enzim i no pas per l’adivació de proteína ja existent. Está mitjangada peí receptor
Ah (anomenat així perqué s’activa pels hidrocarburs aromátics), que és un factor de

transcripció citosólic. Presenta polimorfisme genétic (Lewis, 1996; Lang & Pelkonen,

1999).
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4.1.1.2.HIDRÓLISIS
Són catalitzades per hidrolases que es traben ámpliament distribuídes peí plasma i
els teixits. En fundó de l’enllag hidrolitzat es divideixen en: esterases, amidases,

glucosidases i pepidases.

4.1.2. METABOLISME DE FASE II

Són reacdons majoritáriament de conjugado.

4.1.2.1. GLUCURONITZACIÓ
És la transferencia enzimática de la molécula de l’ádd uridindifosfat glucurónic

(UDPGA), que actúa com a donador de l’ácid glucurónic, a diversos acceptors.

Aquesta reacció está catalitzada per les UDP-glucuronil transferases (UDPGT).4.1.2.2.CONJUGACIÓ AMB GRUPS SULFAT

Els enzims implicats són les sulfotransferases. Transfereixen un grup sulfat el qual

requereix una activado prévia.

4.1.2.3.METILACIÓ

Les meliltransferases catalitzen la reacció de metilació addicionant radicáis metil. Es

traben en molts teixits. El grup metil que es transfereix s’ha d’activar préviament a S-
adenosilmetionina (SAM). Els grups principáis de metiltransferases són: O-

metiltransferases, N-metiltransferases, S-metiltransferases i C-metiltransferases.

4.1.2.4.ACILACIONS

És la incorporado d’un grup acil (o acetil, a vegades) ais radicáis amino o carboxil
deis fármacs. La reacció está catalitzada per les aciltransferases i cal la participado
de deriváis del coenzim A.

Entre les aciltransferases destaca la N-acetiltransferasa (NAT), encarregada de
l’acetilació d’amines aromátiques o heterocícliques així com de les hidrazines. Es
traba en molts teixits i presenta polimorfisme.
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4.1.2.5. CONJUGACIÓ AMB GLUTATIÓ

És la transferéncia del glutatió (y-glutamilcisteinilglicina) a productes electrófils per

donar lloc a conjugats inactius. El glutatió en forma reduída o forma tiol (GSH) és un

nucleófil i intracel lularment es traba com a tal. Els enzims implicats són les glutatió
S-trasferases que serán tractades més ámpliament en un capítol posterior.

4.1.2.6. ALTRES CONJUGACIONS

Glucosidació (conjugado amb glucosa) i conjugado amb ribósids i ribósid-fosfat

4.2. POLIMORFISMES METABÓLICS
Nombrosos casos clínics han demostrat que les diferencies individuáis en la

capacitat de metabolitzar ais xenobiótics (polimorfisme metabólic) poden influir en la

resposta deis pacients a la terapia amb fármacs: poden conduir a un augment deis
efectes tóxics deis mateixos o be a disminuir el seus efectes terapéutics (Meyer &

Zanger, 1997).

4.2.1. N-ACETILTRANSFERASA

La variabilitat en l’acetilació fou observada per primera vegada amb la isoniazida en

pacients amb tuberculosi. El 1953 es va descriure la variació interindividual en

l’eliminació d’aquest fármac (Bónicke & Reif, 1953). Estudis familiars van posar de
manifest que la variació estava en part controlada genéticament. A partir d’aquí es
va veure que nombrosos xenobiótics (tóxics o fármacs) estaven acetilats de manera

polimórfica: procaínamida, dapsona, cafeína i sulfapiridina entre d’altres. Els
substrats de la N-acetiltransferasa són la major part amines aromátiques i hidrazines,
que en transferir el grup acetil es transformen en amides.

S’han identificat un pseudogen i dos gens funcionáis NAT1 i NAT2. Els dos gens

funcionáis, localitzats al cromosoma 8, són polimórfics i contribueixen al fenotip
acetilador (Meyer & Zanger, 1997; Lang & Pélkonen, 1999).
La capacitat d’acetilar és la mateixa per un individu durant tota la seva vida, pero
varia d’un individu a un altre. La freqüéncia del fenotip lent presenta diferencies en
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fundó de l’étnia, així per exemple en poblado caucásica existeix d’un 40 a un 70%
d’acetiladors lents, mentre que les poblacions asiátiques com la japonesa o xinesa
tenen d’un 10 a un 30% (Nebert & Weber, 1990; Meyer & Zanger, 1997).

Existeix una relació entre aquest polimorfisme i la toxicitat de certs fármacs i tóxics,
així com una possible relació de risc de desenvolupar alguns cáncers com el de
bufeta (Miller et al., 1997).

4.2.2. CITOCROM P4504.2.2.1.ISOENZIM P4501A1 (CYP1A1)
És l’isoenzim principal que catalitza el primer pas del metabolisme deis HPA i els
transforma en compostos electrofílics. La seva expressió está regulada

transcripcionalment peí receptor citosólic Ah (Lang & Pelkonen, 1999). Fins ara s’han
descrit quatre polimorfismes en el gen CYP1A1 (algún d’ells, com el Mspl s’ha
relacionat amb un possible augment del risc de cáncer de pulmó en fumadors)

(Pavanello & Clonfero, 2000).4.2.2.2.ISOENZIM P4502A6 (CYP2A6)
Aquest isoenzim metabolitza entre d’altres substrats a la nicotina i dona lloc

principalment a la cotinina, metabólit inactiu. Presenta polimorfisme i s’ha relacionat
amb la diferent capacitat addictiva de la nicotina en els individus. Els individus que

presenten al lel nul podrien teñir un risc menor d’esdevenir addictes a la nicotina.

Aquest isoenzim també bioactiva les nitrosamines, presents en el fum del tabac, a

compostos carcinógens, per tant en principi els al iéis nuls podrien disminuir aquesta
activado. S’ha postulat que en presencia d’al-lels nuls el risc de desenvolupar els
cáncers relacionáis amb el tabac pot ser menor (Pianezza et al., 1998).4.2.2.3.ISOENZIM P4502D6 (CYP2D6)
A final deis anys 70 es va observar en un voluntan sa una resposta hipotensiva molt
marcada a un fármac bloquejant adrenérgic antihipertensiu: la debrisoquina
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(Maghgoub et al., 1977), també es va descriure un augment deis efectes secundaris
associats a l’esparteína, un fármac antiarrítmic (Eichelbaum et al., 1979). Estudis
familiars van revelar que les reaccions d'oxidació presents en el metabolisme

d’aquests dos fármacs estaven sota control monogénic i que els que metabolitzaven

poc eren homozigots per l'al-lel recessiu. El polimorfisme implicat era el de l'isoenzim
CYP2D6 del citocrom P450.

Molts fármacs són metabolitzats per aquest isoenzim: antidepressius, barbitúrics,

opiácis, amfetamines, etc.
Determinats al-lels d’aquest polimorfisme podrien estar associats a un risc elevat de

desenvolupar cáncer (Meyer & Zanger, 1997).

Altres isoenzims del citocrom P450 també presenten polimorfisme genétic amb

implicacions en la resposta individual ais fármacs, així com altres enzims del
metabolisme de fase I com l’epóxid hidrolasa microsomal o l’alcohol deshidrogenasa;
i del metabolisme de fase II com les glutatió S-transferases. Els polimorfismes de

l’epóxid hidrolasa microsomal i de les glutatió S-transferases es desenvoluparan més
endavant.

4.3. POLIMORFISMES GENÉTICS
Alguns gens tenen una. seqüéncia estándard, l’al-lel normal, que es dona en la

majoria de la població, i els al-lels que no tenen aquesta seqüéncia determinada són
rars. N’hi ha.d’altres gens en els que no existeix aquesta seqüéncia estándard

perqué existeix molta variado i no es pot designar a cap al-lel com a al-lel normal. En

aquest segon cas es diu que existeix polimorfisme. Un polimorfisme genétic és un

locus amb dos o més al-lels polimórfics; i un al-lel és polimórfic si la seva freqüéncia
en la població és superior a l’1% (Lewin, 1997).
En l’ADN existeix una enorme variado a nivell de la seva seqüéncia entre diferents
individus de la població, aproximadament 1 de cada 100-200 pb és polimórfica. Per
tant l’ADN de cada individu conté milions de diferéncies respecte a un altre individu a

l’atzar (excepte bessons idéntics) (Beaudet et al., 2001).
Els polimorfismes poden ser-hi tant en regions codificants de l’ADN com en regions
no codificants, i es poden classificar en tres categories (Beaudet et al., 2001):
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1. Polimorfismes que NO tenen efecte fenotípic, com poden ser els polimorfismes
utilitzats en la identificació forense.

2. Polimorfismes que SÍ tenen efecte fenotípic pero sense afectar a la susceptibilitat
a la malaltia. Determinarien diferencies en el color deis cabells, deis ulls etc.

3. Polimorfismes que contribueixen al procés de malaltia. El seu paper pot ser des
de modest fins a molt important.

4.3.1. TIPUS DE POLIMORFISMES GENÉTICS

4.3.1.1. FRAGMENTS DE RESTRICCIÓ DE TAMANY POLIMÓRFIC

(RFLP)
Quan es sotmet l’ADN a l’acció d’enzims de restricció aquests el tallen en diferents

punts (dianes de restricció) i apareixen fragments d’ADN de longitud o tamany
variable. El patró d’aquests fragments i el seu tamany és característic de cada
individu, ja que entre la poblado pot existir variado en els llocs de tall. Els fragments
tenen herénda mendeliana.

Els RFLPs poden estar causats per:

1. Preséncia o abséncia d’un lloc específic de tall (diana) d’una endonucleasa de
restricció. Generalment és un polimorfisme de copia única.

2. Preséncia o abséncia de fragments extra d’ADN entre dues dianes de restricció

degudes generalment a insercions o deleccions de l’ADN (Gené et al., 1991).

4.3.1.2. POLIMORFISME NUCLEOTÍDIC SENZILL (SNP)
L’SNP (single nucleotide polymorphisms) és un polimorfisme on la variado té lloc en
un sol nucleótid, és un polimorfisme de seqüéncia. Cada individu és únic si es

defineix pels seus SNPs (Lewin, 1997). Un cas deis SNPs són els RFLPs on la
variado está localitzada en una diana de restricció.

Els SNPs es poden detectar mitjangant técniques de reacció en cadena de la

polimerasa (PCR) i posterior digestió amb enzims de restricció; o bé amb la técnica
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AS-PCR (alíele specific PCR), on els oligonucleótids de la PCR son específics per

cadascun deis al iéis. La técnica de PCR permet l’estudi de polimorfismes genétics a
partir de quantitats mínimes de material biológic.

4.3.1.3. MINISATÉLLITS I MICROSATÉLLITS
L’ADN satéllit está format per diferents seqüéncies repetides en tándem que no es

transcriuen, ni es tradueixen. Aquest ADN es traba localitzat en tots els cromosomes

(Lewin, 1997).
Els VNTR (variable number of tándem repeats) són polimorfismes de tamany la
detecció deis quals es realitza per la técnica de PCR, el fragment amplificat presenta
tamany variable en fundó del número de vegades que está repetida una unitat de

repetido. Els podem dividir en minisatéllits i microsatéllits en fundó del tamany

d’aquesta unitat:
1. Minisatél lits: la unitat de repetido sol teñir tamanys que oscil len entre 10-70 pb.
2. Microsatél lits o STRs (short tándem repeats) unitats de repetido entre 2-6 pb.

■■ ^

4.3.1.4. POLIMORFISME DE TAMANY I DE SEQUENCIA

Existeix una unitat de repetido pero pot patir alguna mutació i entre unitats de

repetido presentar seqüéncies diferents. Són una combinado de polimorfismes de

tamany i de seqüéncia, s’anomenen minisatél lits d’unitat de repetido variant o MVR

(Minisatellite Variant Repeat).

4.4. DELS POLIMORFISMES METABÓLICS ALS

POLIMORFISMES GENÉTICS
Les diferents formes d’una mateixa proteína són conseqüéncia en part de múltiples
variacions (aliéis) del gen que la codifica. Els enzims implicats en el metabolisme del
xenobiótics poden presentar diferents formes que poden donar Iloo a diferents

capacitats de metabolitzar els compostos (Lang & Pelkonen, 1999).
La resposta individual ais xenobiótics está modulada per diferents fadors: l’edat, la

dieta, les hormones, els fadors ambientáis, alteracions patológiques i per la

predisposició genética de l’individu (Nebert & Weber, 1990). Els polimorfismes
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genétics deis enzims implicats en la biotransformació són en un nombre elevat de
casos un deis majors factors involucrats en la varietat interindividual en el
metabolisme del xenobiotics (Wormhoudt et al., 1999).

Els gens deis enzims implicats en el metabolisme del xenobiotics, en general són
gens estructuráis amb un nombre variable d’exons i d’introns, i seqüéncies
reguladores a 5’ i 3’ de la regió codificant. La regulado d’aquests gens és complexa

ja que está afectada per factors genétics i ambientáis (Pelkonen et al., 1999).
Les alteracions a nivell genétic donen lloc a canvis en els enzims que es poden

agrupar en:

1. Canvi en les propietats catal[tiques deis enzims
2. Canvi en l’expressió de la proteína: o bé no s’expressa o bé presenta diferents

nivells d’expressió.
El polimorfismes genétics deis enzims metabólics están presents en les cél lules

germináis, presenten heréncia mendeliana i tenen baixa penetráncia. Generalment
els seus efectes només es manifesten quan l’individu s’exposa a xenobiotics que són
substrat d’aquests enzims polimórfics, si no els seus efectes romanen silents (Nebert
& Weber, 1990).

5. LES GLUTATIÓ S-TRANSFERASES

Les glutatió S-transferases (GST) (E.C.2.5.1.18.) són una familia d’enzims, implicats
en el metabolisme de fase II, que catalitzen reaccions de transferencia del glutatió

(GSH) a compostos amb un centre electrófil per formar conjugáis; també actúen com

a peroxidases i isomerases (Hayes & Pulford, 1995). Van ser identificades al 1961

(Booth et al., 1961).

Les proteínes amb activitat glutatió S-transferasa están codificades per dues
superfamílies géniques (Hayes & Strange, 2000):
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1. Familia d’enzims solubles que comprén aproximadament uns 16 gens. Són
enzims dimérics implicats en el metabolisme de xenobiótics i de compostos

endógens.
2. Familia d’enzims microsomals: comprén uns 6 gens. Els enzims són trimérics i

están implicats en el metabolisme de 1’ácid araquidónic.

Totes dues famílies juguen un important paper en la protecció contra tóxics i

productes de l’estrés oxidatiu.

5.1. FAMÍLIA D’ENZIMS SOLUBLES

5.1.1. ISOENZIMS CITOSÓLICS
Els isoenzims són entitats protéiques amb diferent origen genétic, que catalitzen la
mateixa reacció enzimática pero que poden teñir propietats diferents com ara el punt
isoeléctric (Pl), el pes molecular (PM), l’estabilitat térmica o les característiques

cinétiques. Existeixen com a mínim 20 isoenzims citosólics de les GST, el nombre
exacte es desconeix (Hayes & Pulford, 1995).

En l'espécie humana els isoenzims citosólics han estat assignats a vuit classes
diferents. Les classes hán estat identificades en fundó de l’especificitat de substrat,
afinitat química, comportament cinétic, seqüéncia d’aminoácids i estructura. Així
tenim les classes alfa, mi, kappa, pi, sigma, theta, zeta i omega. Totes elles es

diferencien entre si per l'estructura deis seus gens i la localització cromosómica

(Hayes & Strange, 2000; Landi, 2000). El gen ancestral seria el de la classe theta

que va evolucionar per donar lloc ais gens que codifiquen pels isoenzims citosólics

(Strange & Fryer, 1999).

5.1.2. NOMENCLATURA

Les diferents espécies de glutatió S-transferases es designen amb les lletres GST

seguides per una lletra en majúscula en fundó de la classe. Un número arábic
defineix la subfamilia.
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Taula 5.1. Nomenclatura de les principáis classes de glutatió S-transferases (Whalen &

Boyer, 1998; Hoyes & Strange, 2000).

GENCLASSE PROTEINA

GSTA1-1 GSTA1Alfa

GSTA2-2 GSTA2Alfa

GSTA3-3 GSTA3Alfa

GSTA4-4 GSTA4Alfa

GSTK1-1 GSTK1Kappa

GSTM1-1 GSTM1Mi

GSTM2-2 GSTM2Mi

GSTM3-3 GSTM3Mi

GSTM4-4 GSTM4Mi

Mi GSTM5-5 GSTM5

Omega GST01-1 GST01

GSTP1-1Pi GSTP1

Sigma GSTS1-1 GSTS1

Theta GSTT1-1 GSTT1

Theta GSTT2-2 GSTT2

GSTZ1-1Zeta GSTZ1

5.1.3. FUNCIONS

Tenen una funció desactivadora de mutágens carcinógens i d’altres compostos
tóxics com: aflatoxina B, benzo[a]piré, benzo[a]antracé, aldrin, benzoquinona, DDT,

lindane, malatió, clorur de vinil i acrolei'na entre d’altres. Aquesta funció la duen a

terme grácies a la seva activitat transferasa (Violet, 1993; Hayes & Pulford, 1995). La
reacció de conjugado amb el glutatió constitueix el primer pas per la formació
d’ácids mercaptúrics, que són un grup ¡mportant de productes d’excreció. El resultat

d’aquesta reacció no és sempre un metabólit menys reactiu, ocasionalment el
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resultat és una bioactivació del tóxic com és el cas de la conjugado amb alguns
dihaloalcans i alquens i alquins halogenats.

També tenen un paper protector davant deis hidroperóxids endógens generats

per l’estrés oxidatiu (activitat peroxidasa depenent de glutatió). Juguen dones, un
paper important en la protecció de les macromolécules enfront l’atac nucleófil
d'electrófils reactius. Les GST tenen l’habilitat d'inactivar les drogues anticanceroses.
A banda de la seva activitat enzimática s’uneixen a altres compostos hidrofóbics com

el grup hemo, bilirrubina i hormones amb una possible activitat transportadora
(Violet, 1993; Hayes & Pulford, 1995).

5.1.4. DISTRIBUCIÓ
Aquests enzims están ámpliament distribuíts entre els animáis, plantes, fongs i

bacteris, les GST es traben en gairebé tots els organismes eucariotes i bacteris

(Hayes & Pulford, 1995). Representen del 5-10% deis enzims citosólics hepátics i
están presents en tots els teixits del eos humá (Whalen & Boyer, 1998).

5.1.5. ESTRUCTURA

Les glutatió S-transferases citosóliques són protei'nes globulars dimériques,
funcionen com a homodímers principalment i en ocasions com a heterodímers, amb
un sol centre actiu per subunitat. El tamany de cada subunitat oscil-la entre 17-28
KDa (Violet, 1993) i está formada per uns 200-240 aminoácids (Whalen & Boyer,

1998).
Les cadenes polipeptídiques de cada subunitat formen dos dominis (Hayes &
Pulford, 1995; Whalen & Boyer, 1998):
• Domini N-terminal: té estructura de lámina p i tres hélixs a. Constitueix

majoritáriament el lloc d’unió a GSH o lloc G.
• Domini C-terminal: té estructura de 5-6 hélixs a i constitueix majoritáriament el
lloc H o lloc d’unió ais substrats hidrófobs. i electrófils.
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És important, en les classes alfa, mi, pi i sigma, un residu conservat de tirosina situat
a prop de l’N-terminal que forma un poní d’hidrogen amb l’átom de sulfur de l’anió
tiolat (GS") estabilitzant-lo, está implicat per tant en el mecanisme catalític ja que

promou l’activació del GSH mitjangant la formado del tiolat. En el cas de la classe
theta és un residu de serina (Ser11) l’implicat en la catálisi. Els residus que formen el
lloc H no están tan conservats com els que formen el lloc G. (Hayes & Pulford, 1995;
Whalen & Boyer, 1998; Landi, 2000).
Les GST també s’uneixen, com s’ha comentat abans, a compostos endógens que no

actúen com substrats, el lloc d’unió és diferent del lloc H i lloc G i es traba al solc que
formen les dues subunitats (Whalen & Boyer, 1998).

5.1.6. MECANISME D’ACCIÓ CATALÍTIC
El glutatió (GSH) és un tripéptid, és la y-glutamilcisteinilglicina (presenta un enllag y-

amina). Es sintetitza a partir del glutamat, de la cisteína i de la glicina per l’acció de
dos enzims: la y-glutamilcisteinasintetasa i la GSH sintetasa. Tant la síntesi com la
seva degradado tenen lloc a l’interior de la cél lula i formen part del cicle del y-

glutamil el qual constitueix un sistema de transport d’aminoácids cap a l’interior
cel-lular.

El mecanisme d’acció de les GST és el següent: el GSH s’uneix al centre actiu de
l’enzim i es transforma a pH neutre en l’anió tiolat, aquest anió té la capacitat
d’atacar nudeófilament i de manera espontánia a compostos hidrófobs i electrófils
situats a prop. Les GST per una banda promouen la formado de l’anió tiolat i per una
altra uneixen compostos amb grups eledrófils en un lloc d’unió proper al tiolat
(Hayes & Pulford, 1995).

5.1.7. SUBSTRATS

La majoria deis substrats de les GST són xenobiótics o produdes de l’estrés
oxidatiu, el conjugat que s’obté (unit mitjangant un pont tioéter) és un compost
menys reactiu, per tant l’acció de les GST és principalment protedora. Presenten
molta especificitat peí substrat.
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Alguns productes són per si mateixos substrats de la GST, d’altres necessiten una

primera metabolització peí citocrom P450 per tal de ser-ho. Aquest és el cas de
molts hidrocarburs policíclics aromátics (HPA) com el benzo[a]piré, benzo[a]antracé,

7-metil-benzo[a]antracé, 7,12-dimetilbenzo[a]antracé i 3-metilcolantré (3-MC). Els
carcinógens últims del HPA són metabólits que contenen epóxids, alguns deis quals
són substrat de les classes mi, pi i theta (Hayes & Pulford, 1995).
La classe alfa, mi i pi tenen com a substrats a carbonils a, p insaturats, entre aquests
trobem l'acroleína present en el fum del tabac. La classe zeta té com a substrat l’ácid
dicloracétic. La classe theta bioactiva el diclormetá a S-clormetilglutatió, també está

implicada en l’activació depenent de glutatió del dibromoetá (Hayes & Strange,
2000).
Les GST també participen en el metabolisme normal del leucotrié A4 i de la

prostaglandina H2.

5.1.8. ACTIVITAT PEROXIDASA

Catalitza la reducció d'hidroperóxids orgánics ais seus corresponents hidroalcohols.

Aquesta reacció te lloc a través de l’atac nucleófil peí GSH a l’oxigen electrofílic. Els
substrats sobre els que actúa són ácids grassos, fosfolípids i ADN hidroperóxids

(Hayes & Pulford, 1995).

5.1.9. INDUCCIÓ I REGULACIÓ DE L’EXPRESSIÓ
La regulado de les GST es complexa, la seva expressió depén del teixit i es poden
induir per drogues i alguns compostos químics. La gran diversitat de compostos que

augmenten l’expressió de les GST fa pensar en l’existéncia de varis mecanismes
diferents d’inducció, un exemple serien els HPA que ho farien a través del receptor
Ah (Hayes & Pulford, 1995; Landi, 2000).

5.2. ISOENZIMS I POLIMORFISMES

Les GST juguen un paper principal en la biotransformació deis tóxics, les variacions

genétiques en aquests enzims ¡nflueixen en la resposta cel lular ais diferents agents
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ambientáis. El polimorfisme en les GST es va descriure a principis deis anys 80 en

els eritrócits i en el fetge (Hayes & Strange, 2000)..5.2.1.CLASSE ALFA

Els isoenzims trobats en fetge son homodímers o heterodímers formats per dues
subunitats diferents, la subunitat A1 codificada peí gen GSTA1 i la subunitat A2
codificada peí gen GSTA2, que donen lloc a: GSTA1-1, GSTA1-2 i GSTA2-2. També
s’ha trobat aquesta classe en teixits extrahepátics, pero tenen subunitats diferents a

les del fetge, són les proteínes GSTA3-3 i GSTA4-4 (Hayes & Strange, 2000).
Els gens de la classe alfa están localitzats al cromosoma 6p12 i tenen una longitud
entre 11-12 Kb, engloben 7 exons. Existeixen dos o tres gens funcionáis i com a

mínim 4 pseudogens (Strange & Fryer, 1999).

Existeix una marcada variació interindividual en l’expressió de GSTA1 i GSTA2 en

els teixits. S’han trobat mutacions puntuáis en la subunitat GSTA2 a les posicions
deis aminoácids 112 i 210 pero les seves conseqüéncies no han estat descrites

(Strange & Fryer, 1999; Hayes & Strange, 2000).
A1 i A2 s’expressen de manera important en hepatócits, pero s’han descrit casos
ocasionáis en els que no existia expressió. Estudis en rata mostren que la regió

reguladora 5’ del gen GSTA2 conté elements reguladors en cis que responen a HPA
i antioxidants fenólics (Strange & Fryer, 1999; Strange et al., 2000).5.2.2.CLASSE KAPPA

La prote'ina GSTK1-1 es traba ais mitocondris del fetge malgrat que pertany a la
superfamília de les GST solubles (Pemble et al., 1996).5.2.3.CLASSE MI

Es van afilar al fetge. És una classe altament polimórfica. Hi han descrits 5 gens

situáis en tándem al cromosoma 1p13.3 seguint la següent seqüéncia: 5’-GSTM4-
GSTM2-GSTM1-GSTM5-GSTM3-3’, tenen 5 Kb i 8 exons (Strange & Fryer, 1999;

Strange et al., 2000).
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5.2.3.1. GSTM1-1

La GSTM1-1 s’expressa en fetge, estómac, cervell i d’altres teixits (Strange & Fryer,1999). Intervé en la desactivado deis epóxids derivats del benzopiré, contaminants
ambientáis i aflatoxina B (Miller et al., 1997).
Existeixen diferents isoenzims en fundó del polimorfisme que té lloc al residu 173 de
la protei'na: GSTM1a-1a, GSTM1a-1b i GSTM1b-1b. Tots aquests isoenzims tenen la
mateixa activitat catalítica pero tenen diferents punts isoeléctrics (Strange et al.,

2000).

Polimorfisme del gen GSTM1
El polimorfisme del gen GSTM1 va ser descrit per Seidegard l’any 1985. El gen
GSTM1 presenta tres al iéis: existeix un al-lel nul (GSTM1*0) degut a una delecció, i
dues variants en fundó d’una substitució d’un aminoácid al residu 173 (exó 7), la
variant GSTM1*A té una lisina mentre que la GSTM1*B té una asparragina (Hayes &
Pulford, 1995). L’al lel nul presenta una freqüéncia entre la poblado caucásica del
50%. Les combinacions deis tres al iéis donen lloc a sis genotips, a quatre fenotips i
a tres proteínes diferents.

Taula 5.2. Combinado deis al-lels GSTM1*0, £STM1*A i GSTM1*B.

GENOTIP FENOTIP PROTEINAAL-LEL

GSTM1*A GSTM1*A/GSTM1*A GSTM1 A GSTM1a-1a

GSTM1*A/ GSTM1*0

GSTM1*B GSTM1*A/GSTM1*B GSTM1 AB GSTM1a-1b

GSTM1*B/GSTM1*B GSTM1 B GSTM1b-1b

GSTM1*0 GSTM1*B/GSTM1*0

GSTM1*0/GSTM1*0 GSTM1 nul Abséncia de

proteína
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5.2.3.2. GSTM3-3

S’expressa sobretot en cervell i poc en pulmó. La seva expressió es creu que está
influenciada per la GSTM1-1 (Hayes & Strange, 2000).

Polimorfisme del gen GSTM3
El gen GSTM3 es localitza al cromosoma 1p13.3 i en una orientado inversa a la
resta de membres de la familia mi (Hayes & Strange, 2000).
Al 1995 es van identificar dos al iéis: GSTM3*A i GSTM3*B, per la presencia d’un

polimorfisme al intró 6 del gen, l’al-lel GSTM3*B presenta una delecció de 3bp en

aquest intró. A més l'al lel GSTM3*B es traba en desequilibri de lligament amb.
GSTM1*A (Inskip et al., 1995; Strange & Fryer, 1999; Hayes & Strange, 2000).

5.2.4. CLASSE OMEGA

Identificada recentment, existeix en varíes espécies de mamífers. En els humans la

proteína és la GST01-1 i s’expressa en molts teixits. Presenta activitat transferasa i
dehidroascorbat reductasa (Board et al., 2000). El gen que la codifica es localitza al
cromosoma 10q23-25 (Hayes & Strange, 2000).

5.2.5. CLASSE Pl

La proteína GSTP1-1 s’ha purificat a partir d’órgans extrahepátics, és la GST que

més s’expressa en pulmó. Presenta una elevada especificitat peí BPDE. Els gens

d’aquesta classe están situats al cromosoma 11q13, tenen 3Kb i 7 exons (Hayes &
Pulford, 1995; Milleret al., 1997).

Polimorfisme del gen GSTP1
Va ser descrit per Board (Board et al., 1989). Presenta 4 al iéis que es diferencien en

l’aminoácid de les posicions 105 i 114 de la proteína:

• GSTP1*A (lie 105-Ala 114)
• GSTP1*B (Val 10S-Ala 114)

-Val114)106
• GSTP1*C (Val
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• GSTP1*D (lie 106-Val114)

El polimorfisme lie -» Val a la posició 105 está causat per una transido A->G al
nucleótid +313 (exó 5); i el polimorfisme Ala-» Val a la posició 114, per una transido
C->T al nucleótid +341.

El polimorfisme al lélic que presenta degut a la substitució d’un aminoácid a la

posició 105, isoleucina per valina, dona lloc a dues proteínes amb una activitat
catalítica presumiblement diferent envers a alguns carcinógens derivats del
metabolisme del benzopiré. Segons alguns autors els enzims que contenen Val105
són 7 vegades més eficients per metabolitzar els diolepóxids que els que contenen
lie105. L’aminoácid 105 está situat a prop del centre actiu de l’enzim, en la regió
d’unió del substrat electrofílic, és per tant un aminoácid crític i pot influir en la seva

activitat (Miller et al., 1997; Hayes & Strange, 2000).
L’aminoácid 114 no está situat a prop del centre actiu de l’enzim i no se sap la

conseqüéncia funcional del polimorfisme A114V, pero es creu que augmenta els
efectes del polimorfisme a la posició 105. S'ha observat desequilibri de lligament
entre aquests dos polimorfismes (Harris et al., 1998).

5.2.6. CLASSE SIGMA

La proteína és la GSTS1-1 i es traba al fetge fetal i a la medul la óssia. El seu gen

está localitzat al cromosoma 4q21-22 (Hayes & Strange, 2000).

5.2.7. CLASSE THETA

En humans es van ai'llar GSTT1-1 i GSTT2-2 a partir de fetge. La GSTT1-1 és un

homodímer i cada subunitat té 25,3KDa. Els gens GSTT1 i GSTT2 están situats al
cromosoma 22q11, el GSTT1 té 8Kb i el GSTT2 en té 4Kb. Tots dos tenen una

estructura similar amb 5 exons i tots dos són polimórfics (Landi, 2000).

Una delecció de la totalitat del gen GSTT1 o de part d’ell dona lloc a ral-leí nul

(GSTT1*0) i té com a resultat l’abséncia de proteína GSTT1-1 si és homozigot, en

aquests casos es veu reduída la capacitat de conjugar glutatió amb dibrometá,
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dicloretá i bromur de metil. La freqüéncia de l’al lel nul varia en fundó de les étnies,
en la poblado caucásica está present en un 20% aproximadament (Strange &

Fryer,1999; Landi, 2000). L’al lel positiu és el GSTT1*1.
El polimorfisme en el gen GSTT2 ha estat descrit recentment, dona lloc a un canvi
d’aminoácid a la posició 139, metionina per isoleucina.

5.2.8. CLASSE ZETA

La proteína GSTZ1-1 es traba al múscul esquelétic i al fetge fetal. El seu gen es

sitúa al cromosoma 14q24.3 (Blakburn et al., 1998).
En el gen GSTZ1 s’han identificat variants al léliques que difereixen en la capacitat
de metabolitzar dicloracetat i fluoracetat (Hayes & Strange, 2000).

6. EPÓXID HIDROLASA

Les epóxid hidrolases (E.C.3.3.2.3.) són una familia d’enzims hidrolítics (les cc/(3-

hidrolases) que hidraten ais epóxids simples i óxids d’aré per donar lloc a diols
veínals i a trans-dihidrodiols respedivament (Tzeng et al., 1998; Fretland &

Omiecinski, 2000). S’han caracteritzat les següents cinc classes d’aquests enzims en
fundó de les seves diferents característiques immunológiques i estrudurals

(Omiecinski et al., 2000):

1. Enzim microsomal amb especificitat de substrat peí colesterol 5,6-
óxid: colesterol 5,6-óxid hidrolasa.

2. Hepoxilina A3 hidrolasa citosólica.
3. Leucotrié A4 hidrolasa

4. I per últim dos enzims encarregats del metabolisme xenobiótic:
forma soluble i forma microsomal.
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Colesterol 5,6-oxid hidrolasa

Catalitza la hidratado del colesterol 5,6 a- i 5,6p-óxid a colestá 3p, 5a, 6p-triol, és un

enzim microsomal que es troba en tots els teixits analitzats pero presenta més
activitat en els teixits hepátics.

Hepoxilina A3 hidrolasa
És un enzim citosólic que participa en el metabolisme deis metabólits de l’ácid
araquidónic. Aquesta proteína és ubíqua, pero ha estat estudiada principalment en
teixits vasculars i del sistema nervios central.

Leucotrié A4 hidrolasa

Els leucotriens, el precursor deis quals és l’ácid araquidónic, tenen un paper

important en la resposta al lérgica i inflamatoria. La leucotrié A4 hidrolasa té una

doble fundó: hidrolasa i aminopeptidasa.
El gen que codifica per aquest enzim está localitzat al cromosoma 12q22, conté 9
exons i codifica per una proteína de 54 KDa. En el seu processament existeix

splicing alternatiu.

Epóxid hidrolasa soluble
És un enzim que metabolitza els xenobiótics i els derivats epóxid deis ácids grassos

endógens. S’expressa en tots els teixits. El gen que la codifica está localitzat al
cromosoma 8p21-p12 i el seu producte és de 45 Kb aproximadament, está format

per 19 exons i el primer exó és no codificant. Aquest enzim presenta variació entre

poblacions.

Epóxid hidrolasa microsomal
La forma microsomal de l’epóxid hidrolasa és la que será subjecte d’estudi.

6.1. EPÓXID HIDROLASA MICROSOMAL

6.1.1. FUNCIÓ
L’epóxid hidrolasa microsomal (mEH) és un enzim implicat en el metabolisme de
fase I que es troba principalment en el reticle endoplasmátic llis i rugós (Seidegard &

DePierre, 1983). Catalitza, mitjangant la trans-addició d’aigua, la transformado deis

epóxids electrófils, altament reactius, en els seus corresponents trans-dihidrodiols,
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més polars i per tant més fácilment excretables (Hasset et al., 1994a). En principi, té
una fundó protectora pero en alguns casos els seus productes poden ser

posteriorment metabolitzats, per enzims oxidants, a compostos amb epóxids
secundaos els quals no són un substrat gaire bo per la mEH i per tant no podran ser

inactivats per aquest enzim. Aquests compostos diols-epóxids solen ser molt reactius
i poden estar implicats en processos carcinogénics i teratogénics. Així en aquest cas
l’acció de la mEH és la d’activació de tóxics (Hasset et al., 1997).
Al 1950 Boyland va proposar que la hidroxilació deis hidrocarburs policíclics
aromátics es duia a terme mitjangant un intermedian epóxid i que aquesta reacció
tenia lloc enzimáticament. Al principi deis 70 es va fer evident la proposta de

Boyland, la mEH es requerida per l’activació deis PAH (González & Kimura, 1999).
No juga cap paper important en el desenvolupament deis mamífers ni en la
homeostasi fisiológica. La seva abséncia produeix un canvi en la sensibilitat envers
la toxicitat deis diferents xenobiótics (González & Kimura, 2001).

6.1.2. DISTRIBUCIÓ
La mEH es troba, amb activitats diferents, en bacteris, fongs, plantes, insectes,

peixos, amfibis, ocells, rosegadors i humans (Oesch et al., 1991).

S’expressa en tots els teixits, órgans i tipus cel lulars (Hasset et al., 1994b;
Omiecinski et al., 2000), s’observen, pero, nivells més eleváis en el fetge, ronyó,
testicles, pulmons i limfócits (Seidegard & DePierre, 1983; Raaka et al., 1998). En
les diferents regions del fetge la seva distribució és semblant a la del citocrom P450.
En humans no presenta diferencies d’expressió en fundó del sexe (Hasset et al.,

1997).

6.1.3. PROTEÍNA
Está formada per una sola cadena polipeptídica de 455 aminoácids (proteína
monomérica) (Oesch et al., 1991; Hasset et al., 1994b), de pes molecular aproximat
de 50 KDa, determinat per electroforesi i peí coeficient de sedimentado En abséncia
de detergent la mEH s’agrega en forma d’oligómer amb un pes molecular de 600
KDa aproximadament. Presenta traces de ferro, zinc, coure, manganés i molibdé

(Seidegard & DePierre, 1983).
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Conté un nombre elevat de triptófans, de tirosines ¡ de residus no polars. L’N-

terminal, el primer aminoácid del qual és la metionina, presenta similituds amb l’N-
terminal del precursor de diferents formes del citocrom P450.
En ser un enzim de membrana els lípids del voltant influeixen en la seva activitat. El

pH óptim de l’enzim aíllat amb restiré 7,8-óxid com a substrat és entre 8,9-9,4, que
és similar al trobat ais microsomes, cal dir que el pH óptim varia en fundó del
substrat.

Les vies reguladores post-transcripcionals poden ser importants en la determinació
deis nivells constitutius de l’activitat funcional de la mEH (Omiecinski et al., 1994). És
un enzim que pot ser induít pels xenobiótics i presenta polimorfisme (Hasset et al.,

1994a).

6.1.4. SUBSTRATS IINHIBIDORS

Els substrats de la mEH són principalment els metabólits epóxids deis xenobiótics

que es generen en les reaccions d’oxidació de la fase I, pero intervé també en el
metabolisme deis esteroides endógens (Raaka et al., 1998).
La mEH presenta especificitat per una amplia varietat de substrats amb preferencia

pels epóxids hidrofóbics sense llargues substitucions: estiré 7,8-óxid, octé 1,2-óxid,
naftalé 1,2-óxid, benzé óxid, benzo[a]piré 4,5-óxid, benzo[a]piré 7,8-óxid,

benzo[a]piré 9,10-óxid, benzo[a]piré11,12-óxid, benzo[a]antracé 5,6-óxid, 3-
metilcolantré 11,12-óxid entre d’altres (Seidegard & DePierre, 1983; Oesch et al.,

1991).
Els seus inhibidors són: metalls pesants divalents (els més potents són el Zn i el Hg),

ciclopropiloxirá i 1,1,1-tricloropropé-2,3-óxid (Fretland & Omiecinski, 2000).

6.1.5. MECANISME D’ACCIÓ
La mEH catalitza l’addició d’aigua ais epóxids per donar lloc ais transdihidrodiols en

una reacció de dos passos: un atac inicial al lloc actiu carboxilat de l’oxirá, que es

transforma en un intermedian éster i la posterior hidrólisi d’aquest éster (Lauglin et

al., 1998).
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Fig. 6.1. Reacció catalitzada per la mEH.

Está implicat un mecanisme de catálisi básica: l’ió OH format a partir de la molécula

d’aigua per una histidina situada a prop del centre actiu de l’enzim, ataca
nucleófilament al carboni amb menys impediment estéric deis que formen l’epóxid

(Seidegard & DePierre, 1983; Oesch et al., 1991). L’enzim és enantioselectiu i

regiospecífic i com a producte dona lloc a un únic isómer amb una activitat óptica
pura.

Els residus implicats en la catálisi són básicament: His431, Asp
com un túnel hidrofóbic estret en el lloc catalític de manera que no és capa? de
hidrolitzar els epóxids voluminosos trans-substituíts, aixó també suggereix el paper
deis residus 320-328 en la interacció de la mEH amb altres proteines, probablement

generadores d’epóxids com el citocrom P450.

226 Glu404. Presenta

En fundó de les característiques estructuráis i estereoquímiques deis xenobiótics la
mEH pot desactivar, no jugar cap paper o bé bioactivar.

6.1.6. GEN EPHX1

La mEH está codificada peí gen EPHX1 situat al cromosoma 1 p-11 q, la seqüéncia
del qual está altament conservada. Només s’ha identificat un únic gen funcional i un
ARNm (Oesch et al., 1991; Hasset et al., 1994b).
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Aquest gen está format per 9 exons i 8 introns. L’exó 1 no codifica per la proteína
sino que la seqüéncia codificant comenga al nucleótid número 6 de l’exó 2. La

longitud del tránscrit primari nuclear és de 20.271 pb, s’ha determinat pero, la regió a

5’ de l’inici de transcripció i la regió a 3’ del lloc de poliadenilació, per tant la longitud
total del gen mEPHXI és de 24.790 pb. Presenta nombrases seqüéncies Alu dins
deis introns exceptuant una d’elles que es traba en un exó (Hasset et al., 1994b).

La regió reguladora a 5’ de finid de la transcripció del gen mEPHXI té les següents

característiques (Wilson & Omiecinski, 1989; Hasset et al., 1994b):
1. No té caixa CAAT.

2. La caixa TATA va ser identificada a la posició-32.
3. Conté un lloc d’unió CTF d’alta afinitat (-273 fins-279), un core enhancer

element SV40 (-519 fins -527), un lloc HNF-5 (-314 fins -320) i un XRE
entre les posicions -1907 i -1918.

Existeixen evidéncies que la mEH está regulada per múltiples exons que no es

tradueixen, flanquejats per promotors específics pels teixits (Gaedigk et al., 1997).

6.2. POLIMORFISMES DE L'EPÓXID HIDROLASA

MICROSOMAL

Els polimorfismes en el gen EPHX1 van ser descrits per primera vegada l’any 1988

(Skoda et al., 1988).

6.2.1. POLIMORFISMES A LA REGIÓ CODIFICANT

S’han identificat dos polimorfismes en la zona codificant, un a l’exó 3 i l’altre a l’exó 4

(Smith & Harrison, 1997):
• Polimorfisme a l’exó 3: la transido T-^C al codo 113, produeix una

substitució d’una tirosina (Y) per una histidina (H), l’activitat enzimática
en aquest cas es pot veure reduída.

• Polimorfisme a l’exó 4: en el codo 139 el polimorfisme está entre una

histidina (H) i la variant arginina (R) degut a una transido A->G, aquest
fet podría augmentar l'activitat de l’enzim.
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L’al lel salvatge no presenta cap d’aquests dos canvis. L'estranya coincidéncia
d'ambdues mutacions simultánies en el mateix gen donaría lloc a una mEH amb
activítat normal.

S’ha postulat la idea que la variació en els resídus 113 i 139 no afecten a la fundó
catalítica de l’enzim sino a la seva estabilitat, a la seva velocitat de recanvi

(Laurenzana et al., 1998; Omiecinski et al., 2000).
Un tercer polimorfisme al codo 119 (lys119) s’ha identificat en poblado japonesa
(Yoshikawa et al., 2000), és una transido G-M, que no té cap conseqüéncia

fenotípica ja que el nou codo és sinónim a l’anterior. L’interessant d’aquest

polimorfisme és que l’al lel His113 presenta desequilibri de lligament amb 1’al-lel

salvatge del polimorfisme en la posición 9.

6.2.2. POLIMORFISMES A LA REGIÓ NO CODIFICANT

Peí que fa a la regió no codificant 5’de l’inici de la transcripció, s’han identificat set

polimorfismes de canvi de base en les següents posicions:-200, -259, -290, -362, -
399, -613 i -699, afecten a la regulado de l’activitat transcripcional del gen EPHX1.
Deis set polimorfismes sis deis canvis de base són transicions, cinc són de la classe
C->T i una del tipus A->G; Túnica transversió G->T existeix a -290bp. Tots aquests

polimorfismes s’agrupen en dos grups de lligament: -200, -259, -290 per una banda i

-362, -613, -699 per una altre. Els polimorfismes situáis a -362 i -613 són cadascun

capados, de modificar Tactivitat transcripcional en un 30% aproximadament, el
mecanisme molecular és desconegut pero s’ha observat que la major activitat

transcripcional mesurada correspon ais polimorfismes que presenten C o G a la

posició variant en comptes d'A o T, donant per tant un possible paper al pont

d’hidrogen addicional en el mecanisme molecular. El lloc -290 és a prop d'una
seqüéncia consens de reconeixement de Telement NF-1. Recentment s’ha identificat

un nou polimorfisme situat en la regió no codificant a 3’ de l’inici de la transcripció,
concretament en la posició +66 (Raaka et al., 1998).
En poblado Japonesa (Saito et al., 2001) s’han descrit 33 SNPs, deis quals 6 están
localitzats a la regió flanquejant 5’, 17 en introns, 8 en exons, i 2 en la regió

flanquejant 3’.
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6.2.3. EFECTE DELS POLIMORFISMES SOBRE

L’ACTIVITAT DE L’ENZIM

Es pot concloure que l’expressió funcional de la mEH podría estar afectada:
1. Pels polimorfismes en els exons 3 i 4.
2. Pels polimorfismes en seqüéncies reguladores de la transcripció del gen.
3. Pels mecanismes post-transcripcionals que també poden estar subjectes a

variacions genétiques. Variacions en l’estabilitat de l’ARNm i de la proteína
resultant i diferencies en la capacitat de traducció deis diferents tránscrits
polimórfics (Hasset et al., 1997).

4. Per l’inducció génica pels agents mediambientals (Raaka et al., 1998).
5. Per la variació en els nivells de proteínes post-transcripcionals necessáries

per la l’expressió de la propia mEH (Raaka et al., 1998).

7. SUSCEPTIBILITAT AL CÁNCER I

POLIMORFISMES GENÉTICS.

Els polimorfismes genétics deis enzims implicáis en el metabolisme deis xenobiótics
poden condicionar l’efecte tóxic deis mateixos. En el cas de l’exposició al fum del
tabac o a contaminants ambientáis, existeix variabilitat individual en l’activitat deis
enzims encarregats de metabolitzar-los. La susceptibilitat individual al cáncer és en

part conseqüéncia del balang activació-desactivació deis carcinógens o

precarcinógens, que depén de la capacitat catalítica deis enzims encarregats del seu

metabolisme, que a la vegada es fundó en part deis polimorfismes genétics en els

gens que codifiquen per aquests enzims.

7.1. POLIMORFISMES DE LES GST I RELACIÓ AMB
EL CÁNCER
Board l’any 1981 va proposar la idea que els polimorfismes de les GST poguessin
modificar la predisposició al cáncer. Nombrosos estudis s’han dut a terme des
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d’aleshores amb resultats contradictoris. S’accepta que els polimorfismes deis
diferents gens GST poden influir en la susceptibilitat al cáncer (Strange & Fryer,1999), pero el mecanisme d’acció és encara incert en la determinació de la
susceptibilitat al cáncer de pulmó, bufeta, laringe i a d’altres cáncers (Strange et al.,
2000).

7.1.1. GSTM1

La GSTM1-1 pot inactivar ais electrófils reactius amb capacitat d’actuar com a

mutágens, es per aixó que es va considerar que el seu polimorfisme podría estar
relacionat amb la susceptibilitat al cáncer associat al tabac (Houlston, 1999).

Seidegard l’any 1985 va ser el primer que va relacionar la deficiéncia d’aquest enzim
i el cáncer de pulmó (Seidegard et al., 1986). Aproximadament en poblado
caucásica s’ha observat una freqüéncia del 50% de Pal-lel nul (Miller et al., 1997).

GSTM1 i cáncer de pulmó
Els primers treballs cas-control publicats demostraven una clara i important relació
entre el polimorfisme nul i el risc de cáncer de pulmó, pero estudis posteriora van

mostrar resultats contradictoris. El 1995 McWilliams et al. van realitzar un meta-

análisi amb la conclusió d’una lleu associació entre el genotip nul i el cáncer de

pulmó, més tard el 1996 d’Errico et al. en van realitzar un altre amb un resultat
semblant al de McWilliams. Al 1999 Houlston va publicar un meta-análisi en el que
recollia alguns treballs publicats entre 1985 i 1998 sobre el polimorfisme del gen
GSTM1 i la seva relació amb el cáncer de pulmó, la seva conclusió va ser que

aquest polimorfisme no modulava el risc de cáncer de pulmó (McWilliams et al.,

1995; d’Errico et al., 1996; Houlston, 1999). Altres autors (Miller et al., 1997) pero
afirmen que existeixen evidéncies que el genotip nul modula la susceptibilitat al
cáncer de pulmó en fumadors. Segons uns estudis recents l’efecte del genotip nul
varia en fundó de la dosi de tabac, així el seu efecte és més evident en individus que

han fumat menys de 35 PY, malgrat que d’altres estudis no corroboren aquesta
relació (Strange & Fryer, 1999).
De fet el paper que juga el polimorfisme GSTM1 és encara un tema controvertí.
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GSTM1 i altres cáncers

Alguns autors han relacionat el genotip nul amb risc de cáncer de laringe (Janhke et
al., 1996; Jourenkova-Mironova et al., 1998b; Lafuente et al., 1998; Hanna et al.,

2001).
En un estudi amb pacients afectats de cáncer de pell, es va trabar que el genotip
heterozigot AB tenia carácter protector ja que era menys freqüent significativament
entre els casos de carcinoma de cél lules bassals (Strange & Fryer, 1999).

7.1.2. GSTT1

En estudis amb rates es va observar que un augment de Pexpressió de GSTT1-1

podía prevenir alguns cáncers, es va sospitar que en humans el polimorfisme de la
GSTT1-1 podía estar relacionat amb la susceptibilitat al cáncer d’origen tóxic (Landi,
2000).

GSTT1 i cáncer de pulmó
No existeix .actualment, evidéncia en caucásics d’associació entre el genotip nul i un

augment de risc de cáncer de pulmó, malgrat que en alguns estudis es demostri el
contrari (Landi, 2000).

GSTT1 i altres cáncers associats al tabac

En principi en caucásics no existeix relació entre el genotip de la GSTT1-1 i el
cáncer de bufeta i de laringe (Strange & Fryer, 1999), s’han publicat, pera, alguns
estudis (Jahnke et al., 1996; Jourenkova-Mironova et al., 1998b) on es traba una

relació entre el genotip nul i el cáncer de laringe.

7.1.3. GSTM3

La caracterització al lélica del polimorfisme del gen GSTM3 va ser descrita al 1995

per Inskip et al. (Inskip et al., 1995). L’al lel GSTM3*B té una delecció de 3pb que

dona lloc a l'existéncia d’un motiu de reconeixement d’un factor de transcripció. En
aquest primer estudi la hipótesi era que Pal-lel GSTM3*B augmentava la

susceptibilitat al cáncer. Estudis posteriors no van trabar relació entre aquest
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polimorfisme i el cáncer de pulmó (Jourenkova-Mironova et al., 1998a; Saarikoski et
al., 1998).
Actualment el paper de Pal-lel GSTM3*B en relació al cáncer de laringe no está prou

ciar, alguns estudis afirmen que és un factor protector ja que individus homozigots o

heterozigots per Pal-lel GSTM3*B tenen un risc menor de cáncer escamós de laringe
1996;si es comparen amb els que són homozigots GSTM3*A (Janhke et al.

Saarikoski et al., 1998); pero d’altres estudis diuen que Pal-lel GSTM3*B és un al-lel
de risc al cáncer de laringe en fumadors (Jourenkova-Mironova et al., 1999)

7.1.4. GSTP1

S’ha estudiat la relació entre el polimorfisme a la posició 105 i la susceptibilitat al
cáncer. En un estudi (Ryberg et al., 1997) s’afirmava que Pal-lel GSTP1*B (Val106)
estava associat al cáncer de bufeta, de testicles i també de pulmó ja que es va trabar
un augment de freqüéncia d’homozigots GSTP1*B/GSTP1*B entre els casos; no es

va trabar relació entre el genotip de la GSTP1 i la susceptibilitat a altres cáncers com

el de colon ni el de pit. També es va observar que la freqüéncia de Pal-lel GSTP1*A

(lie106) estava lleugerament disminuida en pacients de cáncer de próstata (Ryberg et

al., 1997). Un treball posterior no va confirmar els resultats anteriors en relació al
cáncer de pulmó (Jourenkova-Mironova et al., 1998a). Peí que fa a la relació

d’aquest polimorfisme i el risc de cáncer de próstata en un altre treball (Gsur et al.,

2001) s’arriba a la conclusió que GSTP1 és un bon candidat a ser un biomarcador
del risc de cáncer de próstata, de manera que el homes que són homozigots pels
al iéis mutants tindrien menor risc que els homozigots per al-lel salvatge.
Peí que fa al cáncer de laringe no s’ha trobat relació amb el polimorfismes del gen
GSTP1 (Jourenkova-Mironova et al., 1999).

7.1.5. RISC ASSOCIAT A LA COMBINACIÓ DE

POLIMORFISMES

Alguns contaminants ambientáis i nombrosos components del fum del tabac són
substrat per la GSTM1-1, GSTM3-3, GSTP1-1 i GSTT1-1, el risc de desenvolupar
cáncer associat a un sol genotip podría no ser tan important com el risc associat a la
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combinado de determinats genotips (Houlston, 1999), per tant en principi els
individus que tinguin defectiu més d’un sol d’aquests gens podrien teñir un riso
associat major que qui té només un gen defectiu (Saarikoski et al., 1998).
L’estudi de la combinado del polimorfismes de la GSTM1 i GSTT1 dona els

següents resultats:
• La combinado GSTM1 nul i GSTT1 nul pot augmentar les aberracions

cromosómiques (Landi, 2000).
• No s’ha trobat associació entre el genotip GSTM1nul+GSTT1nul, i el risc al

cáncer de pulmó en el cas de grans fumadors, pero en el cas de petits i mitjans
fumadors sí que té més relleváncia (Saarikoski et al., 1998; Landi, 2000).

• Els individus amb GSTT1nul+GSTM1nul podrien teñir un risc més elevat de

desenvolupar carcinoma de pulmó de cél lules escatoses quan es compara amb
individus amb altres combinacions (Saarikoski et al., 1998).

• El risc de cáncer de laringe associat a la combinado GSTM1nul+GSTT1nul varia
en fundó de la poblado estudiada, els asiátics tenen més risc que els caucásics
si tenen la combinado deis dos genotips, caldrá valorar també altres factors que

poden influenciar en aquesta diferéncia (Landi, 2000).
• Si s’estudia en combinado amb altres genotips de susceptibilitat el genotip nul de

la GSTM1 pot esdevenir un determinant significatiu del cáncer de pulmó en

fumadors (Miller et al., 1997).

S’ha postulat una relació entre l’expressió de GSTM3-3 al pulmó i el genotip de
GSTM1, els fumadors que són GSTM1 nul podrien expressar menys GSTM3-3 en el

pulmó (Inskip et al., 1995: Strange & Fryer, 1999). Individus amb una baixa

expressió de GSTM3-3 al pulmó podrien teñir un risc elevat de patir adenocarcinoma
de pulmó (Antilla et al., 1995).
Hi ha desequilibri de lligament entre GSTM1*A i GSTM3*B i s’ha postulat la hipótesi

que GSTM1*A confereix un augment del risc degut a l'associació amb GSTM3*B

(Inskip et al., 1995).
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7.2. RELACIÓ ENTRE ELS POLIMORFISMES DE LA

mEH I CÁNCER
A principis deis anys 90 en varis estudis es va suggerir la possible associació entre
la variació de l’activitat de la mEH i el risc a desenvolupar determinats tipus de
cáncers relacionats amb el consum de tabac, com el cáncer de pulmó, d’esófag,

d’orofaringe i de bufeta (Heckbert et al., 1992).
Més tard es va descriure com afectaven els polimorfismes en els exons 3 i 4 del gen
EPHX1 a l’activitat de la mEH (Hasset et al., 1994a), i a partir d’aquí s’han publicat
articles en els que s’estudia la relació entre aquests polimorfismes i el risc a

determinats tipus de cáncer relacionats o no amb l’hábit tabáquic.
La primera relació positiva entre un genotip de la mEH i el cáncer es traba en un

treball (McGlynn et al., 1995) sobre la susceptibilitat a rhepatocarcinoma i els

polimorfismes deis enzims implicáis en el metabolisme de l'aflatoxina Bi. Estudien el

polimorfisme de l’exó 3 del gen EPHX1 entre d’altres, i conclouen que els individus

exposats a l'aflatoxina Bi amb el genotip mutant tenen un risc més elevat de

desenvolupar la malaltia. Un estudi posterior (Tiemersma et al., 2001) confirma

aquest resultat, els genotips 113HH i el 139HH augmentarien el risc de carcinoma

hepatocellular.

7.2.1. CÁNCER DE PULMÓ
L’any 1997 es va publicar un estudi (Smith & Harrison, 1997) on no es va trabar
relació entre el cáncer de pulmó i genotips de la mEH. Es va demostrar una

associació entre l’activitat de la mEH definida genéticament i la susceptibilitat a la
malaltia pulmonar obstructiva crónica (MPOC) i l’emfisema. Segons els autors els
individus amb activitat lenta de la mEH són més susceptibles a MPOC i emfisema

que els que hereten els al iéis de l’activitat normal de l’enzim.
Més tard un altre treball (Benhamou et al., 1998) va concloure que l’activitat de la
mEH determinada genéticament estava fortament relacionada amb el risc de cáncer

de pulmó associat al tabac. El risc augmentava amb els fenotips rápids. Els resultats
van ser similars entre el cáncer escamós i el de cél-lules petites.
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S’han realitzat estudis en poblado xinesa amb la conclusió que les variants
al léliques del gen EPHX1 están associades amb un augment del riso relatiu peí
cáncer de pulmó (Persson et al., 1999) i que existeix relació entre el fenotip rápid i
normal i el cáncer de pulmó de céllules escatoses, malgrat que la relació entre
l’activitat de la mEH i els polimorflsmes en els exons 3 i 4 és encara incerta (Lin et

al., 2000). Aquest mateix estudi (Lin et al., 2000) afirma que el fum del tabac indueix
la mEH, un increment significant en l’activitat de la mEH va ser trobat entre els
fumadors en comparació amb els no fumadors.
El nombre de paquets per any (PY) acumuláis podría jugar un important paper en el
risc que representen un o altre genotip (Zhou et al., 2001), de manera que el genotip
de molt baixa activitat podría esdevenir un factor relativament protector en els molt
fumadors i un factor de risc en els no fumadors. Segons aquest estudi la interacció
entre els PY acumuláis i la mEH és estadísticament significativa en els casos de
carcinoma de cél lules escatoses i és no significativa pels casos d’adenocarcinoma.

La influéncia deis polimorfismes genétics de la mEH sobre el risc de cáncer de

pulmó varia en fundó del grup étnic, així per exemple en un estudi (Wu et al., 2001)
sobre els mexicans i afroamericans de Texas s’ha trobat que aquests polimorfismes
están associats al cáncer de pulmó només en els individus joves de la poblado
mexicana i a més existeixen diferencies significatives en la distribució del

polimorfisme de l’exó 4 én els dos grups.

7.2.2. CÁNCER DE LARINGE

Els genotips de la mEH associats amb una elevada activitat de l’enzim poden estar
relacionats amb un augment del risc deis cáncers de la cavitat oral, faringe i laringe
associats amb l’exposidó del tabac.
S’ha relacionat, en un treball (Jourenkova-Mironova et al., 2000), un augment del risc
de cáncer de faringe i oral amb un increment de l’activitat de la mEH. El risc associat
amb la predicció de l’activitat no es modificaría per la durada de l’hábit tabáquic ni

per l’exposició a l’alcohol. Els mateixos autors afirmen que existeix una interacdó
entre la predicció de l’activitat de la mEH i el genotip de la GSTM3 en el risc del
cáncer de laringe. Els que tenen la combinado de relevada activitat de la mEH i
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GSTM3*A/GSTM3*B o GSTM3*B/ GSTM3*B tenen un risc 13 vegades més gran que

els que tenen la combinado genotip lent de la mEH i genotip GSTM3*A/GSTM3*A.

7.2.3. ALTRES TIPUS DE CÁNCER
L’activitat lenta de la mEH pot ser un factor de risc peí cáncer de colon. Segons un

estudi (Harrison et al., 1999) éls individus amb His113 tenen més de tres vegades
més risc de patir cáncer colorectal. Pero no está tant ciar ja que en un altre estudi

(Cortessis et al., 2001) no es va trabar cap relació o es va trabar una molt baixa
relació entre l’adenoma colorectal i els genotips de la mEH. Sí que es va trabar
associació entre el genotip que prediu una alta activitat de l’enzim i l’adenoma quan

es va estudiar la relació conjuntament amb l’hábit de fumar i el genotip de la GSTM3,
de manera que el risc augmentava si s’era fumadors o si be s’era GSTM3 AA. Un
altre treball (Ulrich et al., 2001) no va trabar relació entre els polimorfismes de la
mEH i el risc a pólips colorectals, pero sí que existeix un risc associat al genotip
relacionat amb el fenotip lent si existeix hábit tabáquic.
Peí que fa a la relació entre la mEH i el cáncer d’ovari es podría dir, segons un estudi

(Spurdle et al., 2001), que la mEH implicada en la bioactivació deis components del
fum del tabac a formes mutagéniques no está involucrada en l'etiologia del cáncer
d'ovari en general pera si que una taxa de metabolització rápida (fenotip rápid) pot
disminuir el risc de cáncer d'endometri.
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8. OBJECTIUS

L'any 1995 es va iniciar una nova línia de recerca en el departament de Salut Pública
de la Universitat de Barcelona sobre l’estudi de diferents polimorfismes genétics i
metabólics amb una possible relació amb la susceptibilitat al cáncer induít per tabac i
contaminants ambientáis (especialment hidrocarburs policíclics aromátics). Al llarg

d'aquests anys han estat concedits 3 ajuts FIS peí desenvolupament d'aquest estudi

(N° 95/0529, N°98/1390 i N°00/0504). Fruit d'aquesta línia hi ha diferents

publicacions en revistes internacionals i la present tesi doctoral.

L'objectiu principal d'aquesta tesi és el de valorar la possible modulado del risc

carcinogénic pels polimorfismes de les glutatió S-transferases (GSTM1, GSTT1,
GSTM3 i GSTP1) i de l'epóxid hidrolasa microsomal (EPHX1 exons 3 i 4) en el
cáncer de pulmó i en el de laringe. Per tal d'assolir aquest objectiu és necessari:

• Posar a punt i validar els métodes d’análisi genética per PCR deis

polimorfismes deis gens EPHX1 en els exons 3 i 4, GSTM3 i GSTP1.
• Estudiar les freqüéncies d’aquests polimorfismes en:

• Una mostra de 203 voluntaris fumadors sans extrets d’un programa de
deshabituado tabáquica.

• Una mostra de 177 malalts de cáncer de pulmó i de 205 malalts de
cáncer de laringe.

• Ampliar l'estudi deis polimorfismes deis gens GSTT1 i GSTM1 en les

poblacions abans esmentades. Aquests dos polimorfismes ja havien estat
estudiats en una poblado de fumadors control i en una de malalts de cáncer
de pulmó amb un nombre menor d'individus.

• Fer un estudi:

• De la possible desviado de freqüéncies en els grups de malalts.
• De la relació deis polimorfismes amb el risc d’aparició de cáncer de

pulmó i de laringe.
• De la valorado del risc considerant l’efecte del sexe i del consum de

tabac.
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També es realitzará una análisi de les freqüéncies d’aquests polimorfismes:
• S'estudiará l'equilibri de Hardy-Weinberg en la poblado de fumadors control.
• Entre els gens EPHX1 (exons 3 i 4), GSTM1 i GSTM3, tots ells situats al

mateix cromosoma, s'estudiaran possibles desequilibris de lligament.
• Es fará un estudi comparatiu de les freqüéncies géniques i alléliques en

aquesta poblado amb d'altres freqüéncies publicades en diferents grups

étnics.



IV. MATERIAL I MÉTODES
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9. DISSENY DE L’ESTUDI

Aquest treball és un estudi epidemiológic cas-control. Els estudis cas-control
s’inclouen dins deis dissenys observacionals analítics (Bolúmar, 2001). És
retrospectiu, el punt de partida és la malaltia i s’estudien els seus antecedents per

esbrinar si existeix relació entre l’aparició de la malaltia i un determinat factor de risc.
Es defineixen dos grups diferents, els casos i els Controls, que es classifiquen en

fundó de la presencia o abséncia de la malaltia respectivament. Un cop s’han definit
els grups s’estudien com a possibles factors de risc diferents genotips deis gens:

GSTM1, GSTM3, GSTT1, GSTP1 i EPHX1.

S'estudiaran primerament les freqüéncies genotípiques i al léliques de cadascun deis

gens polimórfics (GSTM1, GSTT1, GSTM3, GSTP1, EPHX1 exons 3 i 4) en els
casos i en els Controls.

Es dura a terme també, un estudi del possible desequilibri de lligament entre els

gens GSTM1, GSTM3 i EPHX1, tots ells situats al mateix cromosoma 1.

9.1. DESCRIPCIÓ DE LA MOSTRA

En el nostre estudi els casos són una mostra de malalts de cáncer de pulmó i de
malalts de cáncer de laringe. Els Controls són una mostra d’individus fumadors
sans.

Els casos han de ser representatius de la malaltia. Van ser escollits per diferents
criteris d’inclusió:

• Tots els malalts de cáncer de pulmó o laringe consecutius diagnosticáis a

l’hospital en un període determinat
• Caucásics i residents a l’área metropolitana de Barcelona
• Historia clínica disponible
• Diagnóstic recent, ciar i inequívoc
• Consentiment informat de la seva participado en l’estudi.

Una possible variable de confusió seria el fet de que gairebé tots els casos són
fumadors, per tant el grup control estará format per individus fumadors. Uns altres
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factors de confusió serien l’edat i el consum de tabac (dosi), aquests es tindran en

compte en l’análisi estadístic posterior. El consum de tabac es mesura en paquets
any (PY, Packs Year). Els PY es calculen, a partir de la historia referida de l'individu,
multiplicant el nombre de paquets que es fuma en un dia l’individu, pels anys que

porta fumant.
A més també es realitzará un estudi del risc associat a cada polimorfisme en fundó
de la dosi de fum de tabac a la que ha estat exposat un individu. També el sexe

podria influir en l’estudi, hi ha molt poca representado del sexe femení, per aixó
farem un estudi paral lel només considerant la poblado masculina.

9.1.1. FUMADORS CONTROL

La mostra está formada per 203 individus fumadors sans del programa de
deshabituado del tabac, Departament de Medicina Preventiva, Universitat de

Barcelona, recollida durant els anys 1994-2000. Tots ells participen en aquest estudi
de manera voluntaria i van donar el seu consentiment informat.

La poblado és caucásica, tots van néixer a Espanya amb domicili a l’área

metropolitana de Barcelona com a mínim des de fa 10 anys.

EDAT

Fig. 9.1. Dis+ribució per edat del grup de fumadors control.
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La mitjana d'edat al moment de ser inclosos en l’estudi era de 50±10 anys, l'interval
va de 28 a 82 anys. Peí que fa al sexe 171 són homes i 32 dones.

La intensitat de l’hábit tabáquic ve donada en PY i la mitjana és de 47+27 PY,
l'interval va de 7-196 PY.
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60

40

20

0

PY

Fig. 9.2. Distribució per PY del grup de fumadors control.

Es va valorar també l'exposició laboral coneguda a carcinógens i l’estat de salut, no

presentaven cap tipus de cáncer que pogués estar relacionat amb el tabaquisme.

9.1.2. MALALTS DE CÁNCER DE PULMÓ
La mostra está formada per 177 malalts diagnosticáis de carcinoma broncogénic al
Servei d’Oncologia de l’Hospital Clínic i Provincial de Barcelona, recollida durant els

anys 1995-1999. La seva participado ha estat voluntária i segons els criteris del
comité étic de l'Hospital Clínic i Provincial de Barcelona.

Des del punt de vista histopatológic, van ser classificats segons les normes de l'OMS
en quatre subgrups principáis: carcinoma de céllules escatoses (n=61), carcinoma
de cél lules grans (n=14), carcinoma de cél lules petites (n=56) i adenocarcinoma

(n=46). Els pacients amb altres histologies o amb una histología dubtosa no van ser

inclosos en aquest estudi.
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Són caucásics, nascuts a Espanya i residents a Tarea metropolitana de Barcelona.
La mitjana de l’edat en el moment del diagnóstic i de l'extracció de sang per l’estudi
és 60+11 anys, l'interval va de 32 a 87 anys. Peí que fa al sexe la distribució és la

següent: 162 homes i 15 dones.
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EDAT

Fig. 9.3. Distribució per edat del grup de malalts de cáncer de pulmó.

El 98% deis malalts són fumadors i la intensitat del seu hábit tabáquic és de 55+27

PY, i l'interval va de 0-170 (tenint en compte ais no fumadors).

PY

Fig. 9.4. Distribució per PY deis malalts de cáncer de pulmó.
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Es va obtenir en cada cas una historia detallada sobre l'exposició laboral a

carcinógens i antecedents familiars de cáncer. El grup seleccionat no presentava

exposició laboral coneguda a carcinógens. Els malalts que presentaven altres tipus
de cáncer o altres patologies majors van ser exclosos de l’estudi.

9.1.3. MALALTS CÁNCER DE LARINGE

Poblado representada per una mostra de 205 malalts de cáncer de laringe (202
homes i 3 dones) diagnosticáis de carcinoma de cél lules escatoses (127 glótic i 78

supraglótic) entre els anys 1998-1999 al servei d’otorrinolaríngologia de la Ciutat
Sanitária i Universitária de Bellvitge i entre els anys 1999-2001 al servei

d’otorrinolaringologia de l’Hospital Clínic de Barcelona. Participen en l'estudi de
manera voluntária.

Són caucásics, nascuts a Espanya amb domicili a l’área metropolitana de Barcelona.

La mitjana d’edat és de 60+10 anys (interval de 30 a 86 anys).

EDAT

Fig. 9.5. Distribució per edat deis malalts de cáncer de laringe.

La intensitat de l’hábit tabáquic és de 53+27 PY (interval de 0 a 190), existeixen 5
malalts no fumadors.
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PY

Fig. 9.6. Distribució per PY deis malalts de cáncer de laringe.

De cada malalt se sap el consum de tabac i d'etanol, l’exposició laboral coneguda a

carcinógens i el seu estat de salut. Es van rebutjar per l’estudi tots aquells que

presentaven altres patologies importants.

Tant els malalts com els Controls van ser informats sobre els objectius de l’estudi i
van donar el seu consentiment per escrit per tal d’incloure’ls en el protocol
d’extracció de sang ¡ de genotipat.
El disseny de l’estudi ha estat aprovat peí comité étic de L’Hospital Clínic i Provincial
de Barcelona.

9.2. RECEPCIÓ DE LES MOSTRES

Les mostres es processen immediatament o com a máxim es guarden un dia a 4°C.
Es fa un control de cada mostra amb un registre o fitxa que inclou:

• Un número d’ordre seguit de dues lletres (CP: Malalts de cáncer de Pulmó,
CL: Malalts de cáncer de Laringe i FC: Fumadors Control).

• Nom i cognoms del pacient.
• Procedencia de la mostra.

• Domicili.

• Lloc i data de naixement.
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Edat (al moment del diagnóstic, o de l’extracció de sang).
Sexe.

PY.

Consum d’etanol.

Histopatologia i localització de tumor (en els casos).
Data extracció de limfócits.

Data extracció de l’ADN.

Concentrado de l’ADN i quantitat d’ADN total.
Altres observacions.

10. MÉTODES DE LABORATORI

Els polimorfismes que s’estudien en aquest treball són polimorfismes de línia

germinal. L'estudi en limfócits una sola vegada és suficient per a caracteritzar el

polimorfisme ja que no presenta variació al llarg de la vida.
La qualitat de l’ADN és crítica per a que l’análisi deis polimorfismes genétics siguí

corréete, així l'obtenció del l’ADN es fará a partir de mostres de sang total. No es

requereix que l’individu estigui en dejú (Blómeke & Shields, 1999).

10.1. OBTENCIÓ DE L’ADN

Si es parteix de mostres de sang fresca el primer que cal fer per l’obtenció de l’ADN
és l’extracció de céllules sanguínies mononucleades.

Mitjangant centrifugado de la mostra de sang amb gradient de densitat

s'aconsegueix separar les cél lules mononucleades de la resta de cél lules

sanguínies. El gradient de densitat está creat per HISTOPAQUE ©-1119 que conté
polisacarosa i diatrizoat de sodi (Sigma®, 1994).
Si es sotmet el tub a centrifugado, les cél lules mononucleades es queden a la
interfase HISTOPAQUE ®-1119/plasma, i els granulócits i eritrócits precipiten al fons
del tub.
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Es recupera amb un pipeta pasteur la interfase on es troben les cél-lules
mononucleades i es renten. Es centrifuga i les cél-lules precipitaran al fons de tub.
Es descarta el sobrenedant i es procedeix a l’extracció de l’ADN.

Per obtenir ADN pur cal eliminar proteínes i d’altres restes cel-lulars. Primer es lisen
les cél-lules obtingudes per que alliberin el seu contingut d’ácids nucleics, s'utilitza un

tampó de lisi amb els següents components: NaCI 100mM, TRIS 10Mm, EDTA
25Mm i 0,5% de SDS (l’SDS és un agent desnaturalitzant de proteínes, i l’EDTA és
un inhibidor de les DNases) (Ausubel et al., 1989).
Posteriorment es fa una digestió amb proteínasa K, que és un enzim proteolític, per
tal d’eliminar les proteínes.

Un cop acabada la digestió es realitza l'extracció de l'ADN amb fenol-cloroform-
alcohol isoamílic, es formaran dues fases després d’agitar i centrifugar, els ácids
nucleics están a la fase aquosa i les proteínes a la fase orgánica (en aquest cas més
densa que l'aquosa). Es separa la fase aquosa i es descarta la fase orgánica.
El fenol és un bon agent desnaturalitzant de proteínes, pero no inhibeix

completament a la RNAsa, pero amb l’ús del cloroform i de 1’isoamil alcohol es

soluciona el problema. L’extracció amb cloroform elimina les restes de fenol deis
ácids nucleics.

Per tal de concentrar l’ADN de la fase aquosa, es precipita amb etanol pur en

presencia de l’acetat d’amoni 7,5M com a catió monovalent el qual redueix la

precipitado deis dNTPs. Es centrifuga i es renta l’ADN i s'eliminen les restes d’etanol
fins a obtenir un precipitat sec. Es resuspén el precipitat amb aigua esterilitzada, i es

quantifica.

La quantificació de l’ADN es du a terme mitjangant espectrofotometria UV a les

longituds d’ona de 280 i 260. La mesura a 260 permet el cálcul de la concentrado de

l’ADN tenint en compte que el valor 1 de densitat óptica (DO) correspon

aproximadament a 50 üg/ml d’ADN de doble cadena o a 40Dg/ml per ADN o ARN
de cadena simple. La mesura de l’absorbáncia a 280 mesura el contingut proteic. La
relació (ratio) entre la DO obtinguda a 260 i la DO a 280 dona una estimado de la

puresa de l’ADN obtingut: en general l’ADN pur té una ratio superior a 1,8, en canvi
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les barreges ADN-proteína al 50% presenten una ratio inferior a 1,5, la ratio també
és inferior a 1,8 si queden restes de fenol. (Maniatis et al., 1987; Ausubel et al.,

1989).
De 109 cél lules es poden extreure aproximadament 2mg d’ADN de llargária com a

mínim de 100Kb (Ausubel et al., 1989).
Un cop s’ha quantificat es prepara la concentració de treball que en el nostre cas és
de 100ng/pl.

10.2. REACCIÓ EN CADENA DE LA POLIMERASA

(PCR)
Mitjangant la técnica de la PCR simplifiquen fragments deis gens EPHX1 i GSTM1,
GSTT1, GSTP1 i GSTM3 que contenen els polimorfismes. La reacció en cadena de
la polimerasa ha esdevingut una de les més poderoses técniques utilitzades en

biología molecular; s’utilitza per amplificar selectivament un segment d’ADN que es

traba flanquejat per dues regions de seqüéncia coneguda.
Dos oligonucleótids, complementaris a aqüestes seqüéncies flanquejants

conegudes, són utilitzats com a encebadors per una série de reaccions de síntesi
catalitzades per l’ADN polimerasa.
El primer pas és desnaturalitzar per calor (90-95°C) l’ADN patró en presencia d’un
excés deis dos oligonucleótids i deis quatre dNTPs. La barraja de la reacció després
és refredada fins a una temperatura (50°C) que permet ais oligonucleótids hibridar
amb la seva seqüéncia diana (seqüéncia complementária) també s’anomena a

aquest procés annealing. L’últim pas és l'extensió (72°C), a partir deis

oligonucleótids hibridats, per l’ADN polimerasa (síntesi del segment d’ADN).
El cicle de desnaturalització, annealing i extensió es repeteix unes quantes vegades.
L’ADN sintetitzat en un cicle pot servir de motile per cicles posteriors per tant la
síntesi de l’ADN per aquesta técnica és exponencial.

Aquest pero no és un procés il limitat, la quantitat de l’ADN polimerasa esdevé
limitant ais 25-30 cicles (Maniatis et al., 1987).
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10.2.1. COMPONENTS DE LA PCR

10.2.1.1. OLIGONUCLEÓTIDS

Solen teñir com a mínim 16 nucleótids de longitud, la longitud més adient és entre
20-24. El contingut en GC ha de ser del 40-60% distribui'des uniformement. S’ha
d’evitar que siguin complementaris amb ells mateixos o amb altres oligonucleótids
amb que es treballa (especialment a l'extrem 3’).
El nucleótid més a l’extrem 3’ no ha de ser una T, ja que aquest és el nucleótid que

més tolera un aparellament incorrecte, disminuint Tespecificitat. Tanmateix també cal
evitar a la zona 3’ més de 3 C o G seguides perqué també aixó permetria

aparellaments incorrectes.
Normalment es treballa a una concentrado de 1pM, que és suficient per 30 cicles

d’amplificació, la preséncia de concentracions majors d’oligonucleótids pot causar
hibridacions inespecífiques. Peí contrari la PCR és extremadament ineficient si la
concentrado deis oligonucleótids és limitant (Maniatis et al., 1987).
Els oligonucleótids poden estar marcats o no amb un fluorocrom en funció del
métode utilitzat posteriorment per a la identificado del fragments amplificáis. Si están
marcats el producte de PCR presentará fluorescéncia.

10.2.1.2. TAMPONS

El tampó per la PCR conté: 50mM KCI, 10mM Tris-HCI i 1,5mM MgCh. Dona un pH
de 8,3 a 20°C, pero en augmentar la temperatura baixará fins 6,8-7,8.
La preséncia d'ions divalents és crítica. Els ions magnesi són superiors ais de

manganés, i els ions calci són inefectius. Degut a que la concentrado óptima de

Mg+2 és molt baixa (1,5mM), és molt important que la preparado de l’ADN patró no

contingui concentracions elevades de quelants tipus EDTA o d'ions carregats

negativament com els fosfats. Els dNTPs són la principal font de fosfats i qualsevol
canvi en la seva concentrado podría afectar a la disponibilitat del Mg +2. La
concentrado de Mg afecta a l’astringéncia i a la desnaturalització així com a l'activitat
de la polimerasa (és un factor crític per l'activitat de les ADN polimerases). Una
concentrado massa elevada de MgCh estabilitza l’ADN de doble cadena impedint
una desnaturalització total, també estabilitza hibridacions inespecífiques,
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augmentant la quantitat de productes no desitjats. Peí contrari una concentrado
massa baixa redueix la quantitat de producte amplificat.10.2.1.3.TAQ ADN POLIMERASA

Tenen la fundó 5’-»3’ polimerasa i exonucleasa pero no tenen la fundó 3’->5’
exonucleasa. Si hi ha excés existeix risc d'inespecificitats.
L’ús de polimerases termoestables en les reaccions de PCR evita haver d’afegir
enzim en cada nou cicle, simplificant molt el procés.

10.2.1.4.dNTPs

Es fan servir a concentracions saturants de 200 pM per cada dNTP, aixó suposa un

excés de dNTPs respecte a l’ADN patró, el que fa que la concentrado deis dNTPs
es mantingui gairebé constant. El pH será de 7,0 per la barreja deis dNTPs. Per
evitar incorporacions errónies cal que tots els dNTPs estiguin a la mateixa
concentrado i que aquesta no siguí major de 200pM.10.2.1.5.SEQÜÉNCIA DIANA

La longitud de l’ADN que s’ha d’amplificar no és en principi un factor crític.
És important la qualitat de l’ADN que es fa servir com a patró, ja que restes de fenol,
EDTA i proteínasa K, entre d’altres, són potents inhibidors de la Taq polimerasa.10.2.1.6.ALTRES COMPONENTS ADDICIONALS

BSA: estabilitza a la Taq Polimerasa
FORMAMIDA: incrementa l’especificitat en regions riques en GC
DIMETIL SULFÓXID (DMSO): accelera la renaturalització de les cadenes i dona
estabilitat térmica a l’ácid nucleic contra la depurinació.
GLICEROL: es creu que augmenta l'estabilitat térmica de la polimerasa i disminueix
la temperatura necessária per la separado de les cadenes.
SULFAT D’AMONI: afecta a la temperatura d’annealing i de desnaturalització de
l’ADN.
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SINGLE STRAND BINDING PROTEIN: accelera \’annealing mentre que inhibeix
l’extensió d'hibridacions inespecífiques (Sigma®, 1997).

10.3. ELECTROFORESI D’ADN

L’electroforesi és un métode de separado, identificado i també de purificado de
l’ADN. Aquest se separa en fundó del seu tamany quan migra a través d'un gel

d’agarosa o poliacrilamida amb un voltatge determinat.

10.3.1. ELECTROFORESI EN GELS D’AGAROSA

És una técnica que s'utilitza tant per a la detecció deis productes amplificáis per la

PCR, per comprovar que s'ha amplificat el fragment desitjat (en el cas concret deis

polimorfismes en els gens GSTT1 i GSTM1 aixó ja permet identificar els genotips

positiu i nul en funció de la preséncia o abséncia respectivament de producte

amplificat), com per a la identificado deis fragment de restricció de longitud

polimórfica (RFLP) després d’una digestid de l’ADN amplificat per PCR amb un

enzim de restricció.

La mostra es prepara amb el producte de la PCR o de la digestió al que s’afegeix
una barreja de colorants: blau de bromofenol i xilencianol, que indicaran per on

avanga l’electroforesi, i glicerol per donar densitat a la mostra.

S’aplica una diferencia de voltatge a través del gel i l’ADN que a pH neutre está

carregat negativament, migrará cap al pol positiu.
Per tal de visualitzar-lo s'utilitza bromur d’etidi. L’etidi és un catió aromátic pía que

s’intercala en l’ADN de doble cadena produint sota la llum UV una fluorescéncia molt
més intensa que la que té per si sol (Escarmís, 1985; Maniatis et al., 1987).

10.3.2. ELECTROFORESI EN GELS DE POLIACRILAMIDA

La poliacrilamida és un polímer format per acrilamida i N,N’-metilenbisacrilamida. La

polimerització té lloc en barrejar aquests dos components amb persulfat amónic i
TEMED. Es formen llargues cadenes d’acrilamida entrecreuades per bisacrilamida i
formen un gel, la porositat del qual depén de la longitud de les cadenes d'acrilamida
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que depén de la seva concentrado (des de 3,5 fins al 20%) i del grau

d’entrecreuament.

S'utilitzaran en aquest estudi gels de poliacrilamida d'alta resolució per a

seqüenciadors amb láser. Per tal d'identificar els fragments amplificats cal que
aquests presentin fluorescencia, per tant els oligonucleótids de la PCR estarán
marcats amb un fluorocrom. S’utilitzen condicions desnaturalitzants si els fragments
d’ADN que es volen separar son de cadena senzilla. Quan es fa la PCR només un

deis dos oligonucleótids está marcat amb fluorescencia de manera que quan es fa
correr en el gel només es detecta una sola cadena (la cadena marcada).

Les mostres abans de carregar es barregen amb tampó de cárrega que conté:

formamida, blau de bromofenol i xilencianol. Es desnaturalitzen per calor, la
formamida ¡mpedeix la reassociació de les dues cadenes, i es fan correr en el gel. El

gel també conté una concentrado elevada d’agent desnaturalitzant que ajuda a

mantenir separades les dues cadenes complementáries (Maniatis et al., 1987).

La resolució d’un gel de poliacrilamida és molt major que la d’un gel d’agarosa,

permetent la discriminado de fragments que difereixen en un sol nucleótid de

tamany. Será la técnica emprada per la identificado deis al iéis del gen GSTM3 ja

que el producte de PCR pels dos al iéis presenta una diferéncia de longitud de 3pb.

10.4. IDENTIFICACIÓ DELS POLIMORFISMES

10.4.1. DIGESTIÓ AMB ENZIMS DE RESTRICCIÓ
Per detectar els polimorfismes en els gens GSTM3, GSTP1, EPHX1 exó3 i EPHX1
exó4 es necessita l’ús d’enzims de restricció.

Els enzims de restricció són endonucleases que reconeixen regions curtes de l’ADN
i el tallen, el tall pot ser en el mateix lloc de reconeixement o bé a una certa
distáncia.
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Existeixen tres tipus d’enzims de restricció: I, II i III; els que s’utilitzen en enginyeria

genética són els de tipus II (Griffiths et al., 1995).
La seqüéncia que reconeixen els enzims de restricció de tipus II és de tipus

palíndrom, és a dir una seqüéncia capicúa, la lectura en el sentit 5’->3’ d’una de les
cadenes de l’ADN és igual a la de l’altre cadena també llegida en direcció 5’->3’.

Poden donar lloc a extrems cohesius o extrems roms, per exemple: Eco Rl donará
lloc a extrems cohesius:

5’-G AATTC-3’

3’-CTTAA G-5’

Haelll té la següent diana de restricció i donará lloc a extrems roms:

5’-GGCC-3’ 5’-GG CC-3’=>

3’-CCGG-5’ 3’-CC GG-5’=>

La longitud deis fragments d’ADN que apareixen després de sotmetre aquest a

racció d’un enzim de restricció que talla les cadenes en punts concrets, dianes de

restricció, pot variar entre individus. Aquesta variació (polimorfisme) pot ser deguda a

mutacions que afecten áls punts de tall o bé a diferent tamany de l'ADN entre dues
dianes de restricció degut a insercions o deleccions.
A vegades poLpassar que la mutació que es vol detectar no forma part de cap diana
de restricció, en aquests casos es pot introduir artificialment una diana de restricció

mitjangant el canvi d’alguns nucleótids deis oligonucleótids, com és el cas del
métode descrit per Smith i Harrison per J’estudi del polimorfismo a I’exó3 del gen
EPHX1 (Smith & Harrison, 1997; Blómeke & Shields, 1999)! ~

%

:\

:r'i :í

10.4.2. AS-PCR (ALLELE SPECÍFIC-PCR) K¡..

Els oligonucleótids de la PCR es dissenyen per amplificár preferencialment un deis
al-lels. Aquesta técnica permet detectar mutacions puntuáis, així com petites
deleccions i insercions (Sommer et al., 1992; Blómeke & Shields, 1999). Será la
técnica emprada per l’estudi deis polimorfismes GSTM1 i EPHX1 exó3.
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Es realitzen dues reaccions de PCR per cada mostra, les dues tenen un

oligonucleótid en comú -1- i un oligonucleótid específic per cada al-lel -2A, 2B

(específics pels al iéis A ¡ B respectivament)- que tenen diferent Pextrem 3’. Així per
exemple, l’oligonucleótid 2A hibridará només amb la seqüéncia que correspon a

ral le! A i amb la seqüéncia de Pal-lel B es produirá un aparellament erroni de
manera que no será estable el dúplex o si ho és la Taq polimerasa no podrá fer

l’elongació, per tant només existirá amplificado en el cas que la mostra contingui
l’al lel A, i el mateix passará amb 2B.
En Pelectroforesi, es fa correr en el gel d’agarosa cada mostra en dos carrils, en un

carril (A) es carrega el producte de la PCR que tenia l’oligonucleótid 2A i en l’altre
carril (B) el del 2B. Si només s'obté una banda en el carril A és perqué Pindividu és

homozigot per Pal-lel A, si s'obté una banda en cada carril és heterozigot AB i si
només s'obté en el carril B és homozigot B.
Les condicions de la PCR han de ser molt ajustades per evitar inespecificitats, per
tant es recomanable concentracions de MgCb baixes (<3.5mM) i concentrado deis

oligonucleótids també baixes 0,05-0,1 OpM (Sommer et al., 1992).

10.4.3. POLIMORFISMES DE TAMANY

Els al-lels presenten diferencia de longitud o tamany, si aquesta diferencia és gran la
resolució de Pelectroforesi en gel d’agarosa és suficient per identificar-los; si la
diferencia de tamany és petita és necessari una electroforesi en géls de

poliacrilamida.

10.5. ANÁLISI DELS POLIMORFISMES

En el nostre laboratori per dur a terme la reacció de PCR es treballa amb un tampó
10x (500mM de KCI i 100mM de tris), MgCh 25mM, els oligonucleótids tenen una

concentrado de lOpmols/pl, els dNTPs de 10mM i la taq ADN polimerasa té una

concentració de 5u/[¿l.
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10.5.1. POLIMORFISME GSTM1

El gen GSTM1 presenta tres al iéis: GSTM1*A, GSTM1*B ¡ GSTM1*0. L’al lel
GSTM1*0 presenta una delecció, que si está en homozigosi té com a conseqüéncia

que la proteína no s’expressa. Els al iéis GSTM1*A i GSTM1*B es diferencien en

1pb a l’exó 7, GSTM1*A té una lisina al residu 173 mentre que GSTM1*B té una

asparragina.

Es realitzen dues reaccions de PCR:

1. Primera reacció de PCR (To-Figueras et al., 1996): per veure la preséncia
o abséncia de GSTM1. El producte de PCR és de 165pb.

2. Seqona reacció de PCR (To-Figueras et al., 1997): reacció de subtipat per

AS-PCR, amplificado de l’intró 6 i de l’exó 7 del gen GSTM1. El producte
de PCR és de 132pb.

Les amplificacions es realitzen amb 3 oligonucleótids:
• Un oligonucleótid (intró 6), comú a GSTM1*A i a GSTM1*B.
• 2 Oligonucleótids (exó 7): un específic per GSTM1*A i l’altre per

GSTM1*B.

Es sap que l’oligonucleótid específic per GSTM1*B no híbrida amb la seqüéncia de
GSTM1*A i viceversa.

Primera reacció de PCR

Oligonucleótids utilitzats:

Oligonucleótid 1: 5’-GAA GGT GGC CTC CTC CTT GG-3’

Oligonucleótid 2: 5’-AAT TCT GGA TTG TAG CAG AT-3’

El volum final de la reacció és de 25pl que contenen aproximadament 300ng d’ADN

patró, 5pmols de cada oligonucleótid, 250pM de cada dNTP, 50mM de KCI, 10mM

tris, 1,5mM de MgCb i 0,75 unitats de taq ADN polimerasa. El protocol exacte és :
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14,85plH20

2,5(j,ITampó

MgCI2
dNTP

Oligonucleótid 1

Oligonucleótid 2

Taq ADN polimerasa
ADN patró

1,5(0.1

2jul

0,5pl

0,5|j.l

0,15(0.1

3(j,l

Les condicions de l'amplificació són les següents: 1 min a 95°, 30 cicles de 45s a

95°C->45s a 55°C->1 min a 72°C i l'última extensió és de 3 min a 72°.

El termociclador és el GeneAmp® PCR System 9700 Thermal Cycler. En la reacció
s’inclou un control negatiu (sense ADN) i un control positiu.

La identificació es fa per electroforesi submarina amb bromur d’etidi en gel

d’agarosa al 2%: 1’aparició o no d’una banda a 165 pb permet diferenciat entre
GSTM1*0 i GSTM1 positiu. Es fa correr també un marcador de tamany amb una

escala de 100pb. En la fotografía del gel d’agarosa (figura 10.1.) es pot observar que
només una mostra de les carregades en els pous davant del marcador de tamany de

100pb (pou número 6) té el genotip positiu, concretament la mostra carregada en el

pou número 5, la resta de pous de l’1 al 4 contenen mostres a les que els hi

correspon un genotip nul.

1 2 3 4 5 6

^M65 pb

Fig. 10.1. Resultats de la primera reacció de PCR del polimorfisme G5TAA1.
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Segona reacció de PCR

Oligonucleótids:

Oligonucleótidl (intró 6): 5’-GCT TCA CGT GTT ATG AAG GTT C-3
Oligonucleótid2 A (exó 7): 5’-TTG GGA AGG CGT CCA AGC GC-3’
Oligonucleótid2 B (exó7): 5’-TTG GGA AGG CGT CCA AGC AG-3’

Reacció de PCR amb volum final 20pL que conté 100ng d’ADN patró, 1,5 mM de

MgCI2, 200pM de cada dNTP, 10mM de tris-HCI, 50mM de KCI, 20 pmols de cada
oligonucleótid i 0.5 unitats d’ADN polimerasa (Ampli Taq Gold™).

10,1plH20

Tampó

MgCI2

dNTP

Oligonucleótid 1

Oligonucleótid 2 A/B 2p.l

Taq ADN polimerasa 0,1 pl
ADN patró

2pl

1,2pl

1,6|xl

2pl

1pl

Reacció amb hot start per activar a l’ADN polimerasa: 11 min a 95°C->5 cicles: 45s a

94°C, 1 min a 59°C, 2 min a 72°C->30 cicles: 30s 94°C, 30s a 58°C, 45s a 72°C. El

termociclador és el GeneAmp® PCR System 9700 Thermal Cycler. En la reacció
s’inclouen Controls positius i negatius.

La identificació del genotip es du a terme en electroforesi submarina amb bromur
d’etidi en gel d’agarosa al 2%. Es carreguen per paredes (dos pous per cada

mostra). Corren paral lelament a un marcador de tamany de 100bp. El producte de
les dues PCR té el mateix tamany, 132pb. Si apareix una banda en el primer pou a

132 pb i no apareix cap en el segon pou, a la mostra li correspondrá un genotip de

positiu A (GSTM1*A/GSTM1*0 o GSTM1*A/GSTM1*A), si existeix banda a tots dos

carrils el genotip será AB (GSTM1*A/GSTM1*B), i si només existeix banda al carril
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B (GSTM1 *B/GSTM1 *0 odel segon pou el genotip será positiu
GSTM 1 *B/GSTM1 *B).

132pb

Fig. 10.2. Resultats obtinguts de la segona reacció de PCR del polimorf isme GSTM1.

A la figura 10.2 els carrils 1 i 2 corresponen a una mostra amb el genotip positiu B ja

que només s'observa banda en el pou on s’ha carregat el producte de la PCR

específica per Pal-lel B. Els carrils 3 i 4 pertanyen a una mostra amb el genotip

positiu AB ja que es veu banda ais dos carrils. Els carrils 5 i 6 corresponen a una

mostra GSTM1 positiu A, només es veu una banda en el carril corresponent a la
PCR específica per l’al-lel A.

Aquest métcde per subtipar els GSTM1 positius no permet diferenciar entre
GSTM1*A/GSTM1*A i GSTM 1*A/GSTM1*0 ni entre GSTM1*B/GSTM1*B i

GSTM1*B/GSTM 1*0.

10.5.2. POLIMORFISME GSTM3

El gen GSTM3 presenta dos possibles al.lels :

• GSTM3*A: la seva seqüéncia presenta 3 dianes de restricció per l’enzim
Mnll

• GSTM3*B: presenta una delecció de 3pb a l’intró 6. Té 2 dianes de
restricció per Mnll, la delecció deis 3pb está just a dins d’una diana de
restricció per aquest enzim.
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Per estudiar aquest polimorfisme es fan servir dos métodes diferents, el métode A
que és PCR-RFLP (Iskip et al., 1995), i el métode B per polimorfisme de tamany del
producte de la PCR.

10.5.2.1. MÉTODE A: PCR-RFLP

Mitjangant la reacció de PCR simplifiquen I’exó6-intró6-exó7 del gen GSTM3.
Els oligonucleótids que es van fer servir són:

Oligonucleótid 1: 5’-CCT CAG TAC TTG GAA GAG CT-3’
Oligonucleótid 2: 5’-CAC ATG AAA GCC TTC AGG TT-3’

La reacció de PCR té un volum final de 30pl que conté 125ng d’ADN patró, 200pM

de cada dNTP, 30pmols de cada oligonucleótid, 50mM de KCI, 10mM de tris-HCI,

1,5mM de MgCh i 0,6 unitats de taq ADN polimerasa.

H20

Tampó

MgCh

dNTPs

Oligonucleótid 1

Oligonucleótid 2

Taq ADN polimerasa

ADN patró

15,43(d

3pl

1,8pl

2,4|tl

3pl

3\x\

0,12pl

1,25pl

La reacció va comengar amb 2 min a 93° i va continuar amb 35 cicles de

temperatura (50s a 94°C, 45s a 55°C i 1min 30s a 72°C) i una extensió final de 5 min

a 72°. Es va dur a terme en GeneAmp® PCR System 9700 Thermal Cycler amb un

control negatiu i un positiu.
Per l'electroforesi submarina amb bromur d’etidi en gel d’agarosa al 2% es comprova

que la reacció de PCR hagi sortit bé, es veu una banda a 273pb per Tamplificació de
l'al-lel GSTM3*A i de 270 peí GSTM3*A. La resolució en gel d’agarosa no és



Material i Métodes 97

suficient per detectar aquesta diferencia de 3pb, per tant es veurá una sola banda
cap a 270pb aproximadament.

Per fer la digestió es va purificar el producte de PCR amb columnes Ultrafree®-MC

Centrifugal (Millipore™).
L’enzim és el Mnll la diana de restricció del qual és:

5\..CCTC(N)7>k..3’; 3’...GGAG(N)6T...5’.
La reacció de restricció amb un volum final de 12p.l és la següent:

H2O dd MQ autoclavada

Tampó MBI Y/TANGO amb BSA
Enzim Mnñ MBI fermentas

(10 unitats/|o.l)
Producte PCR purificat

S’incuben les mostres O/N a 37°C (aproximadament 18 hores). Juntament amb les
mostres es digereixen un control GSTM3*A/ GSTM3*A, un control GSTM3*A/
GSTM3*B i un GSTM3*B/ GSTM3*B.

1.2|il

1,2nl

0,3jj.I

9,3|o.l

La identificació deis al-lels es du a terme mitjangant electroforesi submarina amb
bromur d’etidi en gel d’agarosa, Nusieve3:1 FMC™ al 3%.
Els productes de la digestió (tant les mostres com els Controls) corren paral lelament
a un marcador de tamany de 100pb. L’al lel A presenta tres dianes de restricció per

l’enzim Mnll i 1’aHel B només dues, per tant les bandes que han d’aparéixer són les

següents:

GSTM3W GSTM3*A:11,51,86 ¡125 pb.
GSTM3*A/ GSTM3*B: 11,51,86,125 i 134 pb.
GSTM3*B/ GSTM3*B:11,125 i 134 pb.
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Fig. 10.3. Genotipat del polimorfisme &STM3 peí métode PCR-RFLP.

A les mostres carregades en els tres primers pous de la fig. 10.3, els hi correspon un

genotip AA, en la del quart pou AB, en el cinqué pou s'ha posat un marcador de
tamany de 100 pb, una mostra BB es trabaría al nové pou. La banda de 11 pb no es

pot visualitzar en el gel d’agarosa

10.5.2.2. MÉTODE B

Com ja s’ha mencionat abans el producte de PCR deis dos al iéis GSTM3*A i
GSTM3*B té tamany diferent (3pb) i l’electroforesi en gels d’agarosa no té una

resolució suficlentment elevada per detectar aquesta diferéncia, en canvi els gels de

poliacrilamida si que permeten diferenciar entre 3pb. Farem dones una electroforesi
en gels de seqüenciació de poliacrilamida al 6% en condicions desnaturalitzants.
L’electroforesi es va dur a terme en un seqüenciador monocrom Automated Láser
Fluorescent (ALF) ADN Sequencer (Pharmacia) a 1450 volts, 38 mA i 50° amb una

poténcia de láser de 3mW durant 220 minuts.
La reacció de PCR és la mateixa que en el métode A pero l’oligonucleótid 1 está
marcat amb fluoresce'ína. El producte de PCR es barreja amb uns marcadors de

tamany interns de 100 i de 250pb i corre parallelament a un marcador de tamany
extern que va de 50 a 500pb.
En aqüestes condicions es pot identificar els dos al iéis per la diferéncia de longitud
deis fragments amplificats.
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Fig. 10.4. Resultats de l'electroforesi en gel de poliacrilamida. Escala de

tamany en parells de bases (pb).

Taula ÍO.I. Tamany deis pies de les línies 2 a la 7.
LÍNIA NÚMERO DE PIC TAMANY (pb) ALLEL

2 1 272,0

274,9

B

2 2 A

3 1 271,7 B

4 1 274,7 A

5 1 274,8 A

6 1 272,3

275,2

B

6 2 A

7 1 272,3

275,2

B

7 2 A
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Els pies presents a la primera línia corresponen al marcador de tamany que va de 50
a 500 pb, així els tres pies que es veuen corresponen ais tamanys de 200, 250 i 300

bp.
El tamany de l’al lel A és aproximadament de 275 bp i el de l’al lel B de 272bp. El

genotip que li correspondria a la mostra de les línies 2,6 i 7 seria el de heterozigot

AB, a la de la línia 3 el d’homozigot BB i al de les línies 4 i 5 el d’homozigot AA.

10.5.3. POLIMORFISME GSTT1

El gen GSTT1 presenta dos al iéis: GSTT1*1 (al-lel positiu) i GSTT*0 (al-lel nul

delecció).

Oligonucleótids (To-Figueras, et al., 1997):

• Oligonucleótid 1: 5’-TTC CTT ACT GGT CCT CAC ATC TC-3
• Oligonucleótid 2: 5’-TCA CCG GAT CAT GGC CAG CA-3’

El volum final de la reacció de PCR és de 25¡jJ i conté 12ng d’ADN patró, 2mM de

MgCI2. 50mM de KCI, 10mM de Tris( pH 9), 0,1% de tritó-X-100, 200pM de cada

dNTP, BSA, 10pmols de cada oligonucleótid i 0,625 unitats de Taq ADN polimerasa.

H20 13,175pl

Tampó

MgCI2

dNTPs

BSA (1mg/ml)

Oligonucleótid 1

Oligonucleótid 2

Polimerasa

ADN patró

2,5pl

2pl

2pl

2pl

1 pl

1pl

0,125pl

1,2pl
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La reacció té lloc en 40 cicles (1 min a 94°C,1 min a 62°C, 1 min 15 s a 72°C) amb
una extensió final de 5 min. Es du a terme en un termociclador GeneAmp® PCR

System 9700 Thermal Cycler. S’inclouen a la reacció un control positiu i un negatiu.

La identificació es realitza en electroforesi d’agarosa al 2%, el producte de la
reacció té una longitud de 480pb. Si existeix una banda a 480pb és GSTT1 positiu, i
si no apareix la banda és GSTT1 nul.
En la figura 10.5. es pot comprovar que només la mostra carregada en el pou

número 2 és GSTT1 nul, la resta són GSTT1 positiu. En el pou número 10 hi ha un

marcador de tamany de 100pb.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

PPÜS ■v'?R|m pi!
Mi -

?■
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Fig. 10.5. Fotografía del gel d'agarosa deis resultats del polímorfisme GSTT1.

tm
m

10.5.4. POLIMORFISME GSTP1

La técnica d’identificació del polímorfisme al codo 105 és PCR-RFLP (Harries et al.,

1997). La transido A->G a l’exó 5 del gen GSTP1 dona lloc a un canvi al codo 105

lle->Val, i també dona lloc a l’aparició d’una diana de restricció per l’enzim Alw26l.
En el polímorfisme del codo 105 es poden diferenciar dos al iéis:

Al lel GSTP1*A (lie 105): no té la diana de restricció
Al-lel GSTP1*B (Val105): sí té la diana de restricció
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La reacció de PCR té un volum final de 20pJ que conté 100ng d’ADN patró, 8 pmols

de cada oligonucleótid, 200pM de cada dNTP, 50mM de KCI, 10mM de Tris-HCI (pH

8.3), 1,5 de MgCh i 0,5 unitats de Taq ADN polimerasa (Ampli Taq Gold™ )

H20

Tampó

MgCI2

dNTPs

Oligonucleótid 1

Oligonucleótid 2

Polimerasa

ADN patró

12,74pl

2pJ

1,2pl

1,36pl

0,8pl

0,8nl

0,1 ni

Ipil

Els oligonucleótids van ser descrits per Harries et al. (Harries et al., 1997):

Oligonucleótid 1: 5’-ACC CCA GGG CTC TAT GGG AA-3’

Oligonucleótid 2: 5’-TGA GGG CAC AAG AAG CCC CT-3’

La reacció comenga amb hot start (11min a 94°) seguit de 32 cicles (50s a 94°C, 50s
a 54°C, 50s a 72°C) i última extensió de 5 min a 72°. S’afegeixen Controls positiu i

negatiu. Es realitza en Perkin-Elmer GeneAmp® PCR System 9700 Thermal Cycler.
El producte de la reacció té un tamany de 176 pb.

La digestid del producte de PCR es realitza previa purificació del mateix, amb
l’enzim Alw26l, la diana de restricció del qual és:
5’-... GTCTC(N)U... 3’; 3’... CAGAG(N)5t
La reacció té un volum final de 15pl.

Tampó MBI Y/TANGO amb BSA

Enzim Alw26l (1 Ou/pil) (MBI fermentas)
Producte de PCR

1,5 ni

ini

I2.5ni
S’incuben les mostres per digerir O/N a 37°C (aproximadament 18 hores). També
s'incuben Controls GSTP1*A/GSTP1*A, GSTP1*A/GSTP1*B i GSTP1*B /GSTP1*B.
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La identificació del genotip es du a terme mitjangant electroforesi submarina en

gels d’agarosa Nusieve 3:1 FMC™al 3% amb bromur d’etidi en fundó del tamany de
les bandes en cada pou, que corresponen al producte de PCR digerit amb l’enzim de
restrlcció Alw26l. Així GSTP1*A/GSTP1*A presenta una única banda a 176 pb (pous
6 i 7 de la fig. 10.6); GSTP1*A /GSTP1*B presenten tres bandes a 176, 91 i 85 pb
(pous 1, 2 i 3 de la fig. 10.6); i per últim GSTP1*B/GSTP1*B donaría lloc a dues
bandes a 91 i 85 pb (pous 4 i 5 de la fig. 10.6).
Cal teñir en compte que les bandes a 85 i 91 bp tenen tant poca diferéncia de tamany

que en el gel de la fotografía no es poden apreciar i es veuen com una única banda.
En els pous 8 i 17 están els marcadors de tamany de 100pb.

Fig. 10.6. Resultat del genotipat del polimorfisme &STP1.

10.5.5. POLIMORFISME EPHX1 exó 3

La mutació C->T a l’exó 3 dona lloc a un canvi d’aminoácid a la posició 113:

Tyr->His. Presenta dos al iéis:
• Al leí salvatge (A)-»Tyr 113
• Al-lel mutant (B)->His 113

Per detectar aquests al iéis es van fer servir dos métodes diferents: PCR-RFLP i AS-
PCR.
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10.5.5.1. MÉTODE A: PCR-RFLP

Els oligonucleótids que es van fer servir van ser descrits per Smith i Harrison (Smith
& Harrison, 1997).

EPO 1: 5’- GAT CGA TAA GTT CCG TTT CAC C-3’

EPO 2: 5’-ATC CTT AGT CTT GAA GTG AGG AT -3’

De fet en la seqüéncia del gen EPHX1 no existeix cap diana de restricció per 1’enzim

EcoRV, que será l’enzim utilitzat en la digestid. L’oligonucleótid 2 s’acaba justament
en el lloc del polimorfisme, de manera que introduint un canvi de base en la seva

seqüéncia es genera una diana de restricció només en el cas de Pal leí A (wild-type,

Tyr113).

La reacció de PCR té un volum final de 25pl que conté 150ng d’ADN patró, 200pM
de cada dNTP, 15pmols de cada oligonucleótid, 5% de DMSO, 50mM de KCI, 10mM
de tris-HCI, 1,5mM de MgCI2 i 0.625 unitats de taq ADN polimerasa (Ampli Taq Gold
TM )•

h2o 13,125pl

Tampó

MgCI2

dNTPs

DMSO

EPO 1

EPO 2

Taq ADN polimerasa 0,125|ol

ADN patró

2,5(j.l

1,5|il

2jol

1.25pl

1,5pl

1,5(o.l

1,5(ol

Comenga la reacció amb hot start 11 min a 94° i 5 cicles de temperatura: 1min a

94°C, 50s a 60°C (-1° cada cicle) i 1min a 72°C; seguits de 37 cicles: 55s a 94°, 50s
a 55° i 1min 20s a 72°; finalitzant amb una extensió final de 5 min a 72°.
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La reacció es va dur a terme en GeneAmp® PCR System 9700 Thermal Cycler amb
un control negatiu i un positiu.

Per fer la digestid es va purificar el producte de PCR amb columnes Ultrafree®-MC

Centrifugal (Millipore™).
L’enzim és PEcoRVIa diana de restricció del qual és:

5’...GAT 4r.ATC..3’;
3\..CTA t TAG...5’.

La reacció de restricció amb un volum final de 12jil és la següent:

Tampó D Promega

BSA (1 mg/ml)
Enzim EcorV Promega (10 Ul/pl)
Producte PCR purificat

S’incuben les mostres O/N a 37°C (aproximadament 18 hores). Juntament amb les
mostres es digereixen un control AA, un control AB i un BB.

1,2pl

1,2nl

1.5pl

8,1 ni

La identificació del genotip es du a terme mitjangant electroforesi submarina amb
bromur d’etidi en gel d’agarosa, Nusieve3:1 FMC™ al 3%.
Els productes de la digestió (tant les mostres com els Controls) corren paral lelament
a un marcador de tamany de 100pb. L’al lel Tyr113 (al-lel A) presenta una diana de
restricció per l’enzim EcorV, l'al-lel His113 (al-lel B) no, per tant les bandes que

s'observaran serán:

Homozigot Tyr113/Tyr113: 20 i 140 pb.

Heterozigot Tyr113/His113: 20, 140 i 162 pb

Homozigot His113/His113: 162pb
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Si es fa la identificació de cadascuna de les mostres del gel de la fig. 10.7 la banda a

20pb no es pot identificar perqué queda emmascarada pels oligonucleótids sobrants
de la PCR, per tant la identificado es realitzará amb la banda a 162 i la banda a

140bp. A la primera mostra li correspon un genotip AA, a la segona AB, al tercera AA
i a la quarta BB. El pou número 10 té el marcador de tamany de 100pb.

10.5.5.2. MÉTODE B: AS-PCR.

Els oligonucleótids van ser descrits per Persson et al. (Persson et al., 1999) i són els

següents:

Ex3F: 5’-TTT GCT CTT GTG CTC TGT-3’

Ex3RA: 5’-AGT CTT GAA GTG AGG GTG-3’

Ex3RB: 5-AGT CTT GAA GTG AGG GTA-3’

Ex3RA i ex3RB són oligonucleótids específics pels al iéis A i B respectivament, i es
diferencien en la base terminal de la posició 3’.
La reacció de PCR per l’al lel A té un volum final de 20jal que conté 120ng d’ADN

patró, 10mM de Tris-HCI (pH 9.0 a 25°C), 50mM de KCI i 0.1% de tritóX-100, 1,5mM
de MgCh, 8 pmols de cada oligonucleótid, 200|aM de cada dNTP i 0,6 unitats de Taq
ADN polimerasa.
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H20 12,3(j.l

Tampó

MgCI2
dNTPs

Ex3F

Ex3RA

2\x\

1,2pl

1.6pl

0,8nl

0,8ptl

0,1 niPolimerasa

ADN patró 1,2pl

Les condicions de reacció de l’allel A són: 1min a 94°C-^30 cicles de temperatura:
1 min a 94°C, 1 min a 52°C i 1 min 15s a 72°C.

La reacció de PCR per ral-lel B també té un volum final de 20pil, té la mateixa

composició que la reacció per l'al lel A excepte el MgCI2 que ara és 1.2mM.

H20 12,94pl

Tampó

MgCI2
dNTPs

Ex3F

Ex3RB

2|il

0,96(0.1

1,6pl

0,8|ol

0,8pl

Polimerasa 0,1 pl

ADN patró 0,8jjJ

Les condicions de reacció d’amplificació de l’al lel B són: 1min a 94°C->30 cicles de

temperatura: 1min a 94°C, 1min a 56°C i 1min 15s a 72°C.
Ambdues reaccions es van dur a terme en un Perkin-Elmer GeneAmp® PCR System
9700 Thermal Cycler. Es van incloure Controls positius i negatius.

La identificació es realitza en gel d’agarosa al 2%. El producte de les dues
reaccions té el mateix tamany: 232pb. Es carreguen per parelles (dos pous per cada
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mostra). Si existeix banda en el pou on s’ha carregat el producte de la reacció de
PCR específica per l’al lel A i no existeix banda en el pou on s’ha carregat el

producte de la reacció de PCR específica per l’al lel B a la mostra li correspon el

genotip Tyr113/ Tyr113; si existeixen bandes a tots dos carrils el genotip és

Tyr113/His113 i si només existeix banda en el carril B el genotip és His113/His113.

1 2 3 4 5 6 7

Fig. 10.8. Genotipat del polimorfisme EPHX1 exó3 peí métode AS-PCR.

Els dos primers carrils del gel de la fig. 10.8 corresponen a un genotip AA (només

apareix banda en el carril A), els dos següents a un AB (apareix banda en els dos

carrils), després ve el marcador de tamany de 100pb, i els dos carrils següents al
marcador corresponen a un genotip BB (només apareix banda en el carril B).

10.5.6. POLIMORFISME EPHX1 exó4

La técnica per estudiar aquest polimorfisme és PCR-RFLP.
La transido A->G dona lloc a un canvi d’aminoácid en la posició 139, en l’exó 4,

His->Arg. Aquesta mutació genera una diana de restricció per l’enzim Rsa I.
Existeixen per tant dos al iéis.

• Al lel A: His139

• Al lel B: Arg139. Té la diana de restricció.

Oligonucleótids descrits per Smith i Harrison (Smith & Harrison, 1997):
• EPO-3: 5’-ACA TCC ACT TCA TCC ACG T-3’
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• EPO-4: 5’-ATG CCT CTG AGA AGC CAT-3’

La reacció té un volum final de 20pl que conté 40ng d’ADN patró, 10mM de Tris-HCI

(pH 9.0 a 25°C), 50mM de KCI i 0.1% de tritóX-100, 1,5mM de MgCI2l 12 pmols de
cada oligonucleótid, 5% de DMSO, 200pM de cada dNTP i 0,5 unitats de Taq ADN

polimerasa.

H20 11,3pl

Tampó

MgCI2
dNTPs

DMSO

2 ni
1 >2|xl

i,6ni
1 pi

EPO 3 1,2jxl

EPO 4 1,2pl

Taq Polimerasa
ADN patró

0,1 ni

o,4ni

Les condicions de la reacció són: 45s a 94°C ->5 cicles de temperatura: 1min a

94°C, 50s a 60°C(-1° per cicle) i 1min a 72°C->37 cicles de temperatura: 55s a 94°,
50s a 55° i 1 min 20s a 72°->extensió final de 7min a 72°.

Es va dur a terme en GeneAmp® PCR System 9700 Thermal Cycler. El producte de
la reacció és de 210pb.

Després de purificar el producte de PCR es va digerir amb l’enzim Rsa I que té la

següent diana de restricció:
5’-GT i AC-3’

3’-CA T TG-5’

La reacció de digestió té un volum final de 12pl

H20

Tampq X/TA^GO (MBI Fermetas)
Enzim/?^/(10y/nl)

(MBI Fermentas)

1,2pl

1,2|xl

i,5ni
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8,VIProducte de PCR purificat

La identificació deis al iéis es realitza per electroforesi en gel d’agarosa al 3%, en
fundó del tamany del producte de PCR (210pb) digerit amb Rsal, només l’al lel B
presenta una diana de restriccló per aquest enzim. A l’homozigot His139/His139 li
correspon una banda a 210bp, a l’heterozigot His139/Arg139 tres bandes a 210, 164
i 46 pb, ¡ per últim a l’homozigot Arg139/Arg139 dues bandes a 164 i 46 pb.
En la següent fotografía del gel d’agarosa (figura 10.9.) es pot observar que el primer

pou correspon a un genotip AA, el segon pou a un AB i el tercer pou a un BB. En el

pou número 10 es troba el marcador de tamany de 100bp.

1 23456789 10

Fig. 10.9. Resultat de la digestid amb Rsa I.

11. MÉTODES D’ANÁLISI ESTADÍSTICA

Els cálculs estadístics s’han realitzat amb el programa Statgraphics Plus versió 5.0

per Windows®.

11.1. ESTUDI DE L’EQUILIBRI GENÉTIC
De l'análisi de les poblacions s'obtenen les freqüéncies genotípiques. Aqüestes han
d'estar en equilibri de Hardy-Weinberg. L’equilibri és conseqüéncia directa de la
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segregado deis al iéis durant la meiosi deis heterozigots i es basa en la premissa de
creuament aleatori. Quan es considera una poblado de gran tamany, en la que no

operen ni la mutació ni la selecció, per un locus determinat, si els individus d’aquesta

poblado es creuen entre si a l’atzar, el valors de les freqüéncies genotípiques es

mantenen indefinidament de generado en generado i són les que s’esperen del
creuament aleatori deis al iéis (Caeiro & Canabal, 1988; Griffiths et al. 1995).

Els genotips possibles pels gens GSTM3, GSTP1, EPHX1 exó 3 i EPHX1 exó 4 són

(esquemáticament) AA, AB i BB. Peí gen GSTT1 existeixen dos genotips possibles:

positiu o nul. Peí gen GSTM1 existeixen quatre genotips diferents: nul, positiu A,

positiu AB i positiu B. Pels polimorfismes GSTM1 i GSTT1 no és possible el cálcul de

l'equilibri de Hardy-Weinberg, ja que no se sap el nombre d'heterozigots.

A partir de les freqüéncies genotípiques observades es calculen les freqüéncies
al léliques p (freqüéncia de l'allel A) i q (freqüéncia de l'allel B) (excepte pels gens

GSTM1 i GSTT1). Es calculen ara les freqüéncies genotípiques absolutes teóriques

(esperades):

AA= p2n
AB=2pqn

BB=q2n
Sent n el nombre d’individus consideráis a la mostra.

Es confronten les distribucions de les freqüéncies genotípiques observades

(empíriques) i teóriques (esperades) per poder verificar la hipótesi nul-la (Ho)

d'aparellament aleatori de la poblado. Aquest valor es quantifica mitjangant
l’estadístic %2 (Sentís et al., 1995). Si p>0,05 s'accepta la hipótesi nul-la i la poblado
estudiada está en equilibri de Hardy-Weinberg ja que no existeixen diferencies
estadísticament significatives entre les freqüéncies observades i les que s'esperarien
del creuament aleatori del al iéis.
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11.2. ESTUDI DEL DESEQUILIBRI DE LLIGAMENT
El desequilibri de lligament és l’associació preferencial o el lligament de gens o

marcadors d’ADN en la poblado, per exemple la tendencia d’alguns al-lels en un

locus d’estar associats amb uns altres al-lels d’un altre locus pero del mateix
cromosoma amb freqüéncles majors que les que s’esperarlen de l’atzar (Griffiths et

al., 1995; Brennan, 1999; Garte et al., 1999).

De tots els gens polimórfics estudiáis GSTM3, GSTM1 i EPHX1 es traben en el
mateix cromosoma, el cromosoma 1, per tant s'estudiará el possible desequilibri de

lligament entre els seus al-lels. Es combinaran els genotips de dos polimorfismes i
s'estudiará si són independents els uns deis altres mitjangant el test de la khi al

quadrat. Si p<0.05 s'observa desequilibri de lligament entre els dos gens estudiáis ja

que existeixen diferéncies estadísticament significativas entre la combinado de

freqüéncies observades i les esperades de l'atzar.

11.3. MESURES D’ASSOCIACIÓ
La hipótesi que s’ha de confirmar és si la proporció d’individus amb un genotip
concret és diferent en els casos que en els Controls.
Es proposa una hipótesi nul-la (Ho): la proporció d’individus és la mateixa en els
casos que en els Controls, no existeixen diferéncies estadísticament significatives. La

significació estadística ve donada peí test de la khi al quadrat (x2).
No indica la magnitud de l’efecte de posseir un genotip concret, només si les
diferéncies observades són estadísticament significatives (Bolúmar, 2001).

11.3.1. ODDS RATIO

Els resultáis d'un estudi epidemiológic de casos i Controls es poden resumir en una

taula de freqüéncies 2xN en la que figurín el nombre de casos i Controls per

cadascun deis N valors de la variable independent (en el nostre cas, cadascun deis

genotips possibles d'un determinat locus polimórfic). La forma més simple d'analitzar
els resultáis per determinar si existeix risc associat a algún deis valors de la variable
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dependent respecte a altre valor que es considera com categoría de referencia és

mitjangant el cálcul de la denominada "odds ratio" (OR).

genotip
AA AB BB

bcasos a c

fControls d e

"Odds ratio” (OR) del genotip AA respecte al genotip BB = a*f/c*d

"Odds ratio" (OR) del genotip AB respecte al genotip BB = b*f/c*e

"Odds ratio” (OR) deis genotip AA o AB respecte al genotip BB = (a+b)*f/c*(d+e)

La "odds ratio" es pot considerar una mesura del risc relatiu; el seu valor indica el
risc relatiu de contreure la malaltia en cas de teñir un genotip respecte al cas de
tenir-ne un altre. Una OR (AA/BB) igual a 2 indica que el risc de cáncer es doble en

individus amb genotip AA respecte ais individus amb genotip BB. Per comprovar que

aquest resultat és estadísticament significatiu s'ha de calcular l'interval de confianza
de l'OR per a un determinat nivell de significado. Es considera que l'OR indica risc

significatiu si el valor 1 no está compres en l'interval de confianza (Brennan, 1999).

Aquest métode no permet corregir l'efecte d'altres variables que poden afectar al risc
de contreure la malaltia. En el nostre cas, per exemple, es ben conegut que el

tabaquisme es el principal factor de risc de cáncer de pulmó; encara que s'ha
seleccionat un grup control de fumadors amb un nivell de consum tabáquic
raonablement similar al del grup de casos, la distribució de la variable tabaquisme

(PY) no és idéntica en ambdós grups. El mateix podríem dir d'altres variables con

edat, sexe o, fins i tot, la preséncia d'altres polimorfismes diferents al que s'está
analitzant. Aquest tipus de problemes se solen tractar amb métodes de regressió
multivariant (Silva, 1995).

Es pot, en principi, proposar una regressió lineal, en que la variable depenent siguí
dicotómica (abséncia de malatia=0, preséncia de malatia=1):
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malaltia = a + b(genotip) + c(PY) + e(edat) + ....

Aixó no és possible matemáticament, perqué en una regressió la variable depenent
no pot ser discreta sino continua. Per a resoldre aquesta dificultat es defineix una

variable:

P

In

1 -P

on p és la probabilitat d'aparició de la malaltia. Aquesta és una variable continua que

pot assolir qualsevol valor i, per tant, s'utilitza com a variable depenent en el model
de regressió:

P

In = a + b(genotip) + c(PY) + e(edat) + ....

1-p

Reordenant, s'obté:

1

P =

(-a - b(genotip) - c(PY) + e(edat) -....)
1+e

Aquest es el tipus d'equació que s'ajusta en el model de Regressió Logística i que
permet modelar quantitativament la probabilitat de la malaltia en fundó de diferents

factors de risc. Evidentment, les variables independents categóriques com "genotip"
s'han de recodificar préviament a variables numériques discretes: "1" peí genotip de
risc i "0" peí genotip de referencia.
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Es pot demostrar que, si considerem únicament un factor de risc per exemple el
genotip, l'odds ratio es pot expressar com:

OR (genotip) = exp(b)

on "b" es el coeficient del genotip en la regressió. Análogament, si considerem un

model multivariant, exp(b) correspondrá a un valor de "odds ratio ajustada" que

indicará el risc relatiu associat al genotip, tenint en compte l'efecte de les altres
variables.



V. RESULTAIS
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12. ESTUDI DE FREQÜÉNCIES

12.1. RESULTAIS DEL POLIMORFISME GSTM1

El gen GSTM1 pot presentar en principi tres al iéis diferents: l’al lel nul o GSTM1*0

(delecció), l’al-leí positiu A o GSTM1*A (lys173) i l’al lel positiu B o GSTM1*B (Asn173).
Peí que fa ais genotips possibles, el métode emprat peí seu análisi no permet

GSTM1*A/GSTM1*A ni entre

GSTM1*B/GSTM1*0 i GSTM1*B/GSTM1*B, per tant es parlará de genotip nul i

genotip positiu, i entre els positius es diferenciará entre positiu A, positiu AB i positiu

diferenciar entre GSTM1*A/GSTM1*0

B.

Els diagrames de barres següents mostren les freqüéncies absolutes deis genotips.

104
.

103 -

102
:

101
103 i

100 i
;

■

10099 Si!

v

MSI I

98 T

Nul Positiu

Fig. 12.1. Freqüéncies absolutes deis genotips positiu (positiu A+ positiu AB+ positiu B) i

nul en el grup de fumadors control.
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Fig. 12.2. Freqüéncies absolutes deis geno+ips en el grup de fumadors control.
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Fig. 12.3. Freqüéncies absolutes deis genotips positiu (positiu A+ positiu AB+ positiu B) i

nul en el grup de malalts de cáncer de pulmó.
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Fig. 12.4. Freqüéncies absolutes deis genotips en el grup de malalts de cáncer de pulmó.
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Fig. 12.5. Freqüéncies absolutes deis genotips positiu (positiu A+ positiu AB+ positiu B) i

nul en el grup de malalts de cáncer de laringe.
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Fig. 12.6. Freqüencies absolutes deis genotips en el grup de malalts de cáncer de

laringe.

Taula 12.1. Freqüéncies relatives deis genotips del polimorfisme GSTM1.

Freqüéncies genotípiques

na POSITIUNUL Positiu A Positiu AB Positiu B

203 0.492 0.508 0.296Fumadors 0.044 0.167

Control

0.582Cáncer 177 0.418 0.294 0.011 0.113

Pulmó

Cáncer 205 0.473 0.527 0.297 0.078 0.151

Laringe

(a) Nombre d'individus estudiáis



Resultats 123

0.7 mmmm

0.6 □ Fumadors Control

-Th n-T1 iI
fM Ht i lima

0.5

M Malats cáncer de

pulmó
□ Malats cáncer de

laringe

0.4

0.3

0.2
■i

0.1 -

0

PositiuNul

Fig. 12.7. Freqüéncies relatives deis genotips positiu (positiu A+ positiu AB+ positiu B) i

nul en els diferents grups estudiats.

Deis tres grups estudiáis els que tenen la freqüéncia més elevada del genotip nul
són els malalts de cáncer de pulmó, i el grup que la té menor són els malalts de
cáncer de laringe. S'observa també en el cas del subtipat deis positius, diferencies
considerables peí que fa a les freqüéncies del genotip AB entre els diferents grups

analitzats. Posteriorment s’estudiará si aqüestes diferéncies són estadísticament

significatives i si están relacionades amb la susceptibilitat al cáncer de pulmó o de

laringe.

L'any 2001 ha sortit publicat un estudi realitzat peí GSEC (International Project on
Genetic Susceptibility to Environmental Carcinogens) (Garte et al., 2001) a on es

crea una base de dades amb les freqüéncies deis polimorfismes més estudiats deis

gens que codifiquen per enzims implicáis en el metabolisme deis carcinogens
mediambientals. La freqüéncia del genotip nul en la poblado fumadora control del
nostre estudi está d’acord, ja que no presenta diferéncies estad ísticament

significatives (P=0,280), amb la publicada peí GSEC en poblado caucásica que és
de 53.1% amb un interval de freqüéncies entre els estudis que hi participen en el

projecte del 42 al 60%.
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La freqüéncia del genotip nul varia en fundó de l'étnia, en asiátics (Garte et al
2001) és de 52,9% (P=0,332, respecte a les nostres), i en africans (Garte et al.,
2001) la freqüéncia és de 26,7% (P<0,001), en la poblado mexicoamericana (Kelsey
et al, 1997) és de 40,4% (P=0,101), en afroamericans (London et al., 1995) és de
27,1% (P<0,001) i en la poblado de l’índia (Sreelekha et al., 2001) és de 33.0%
(P=0,006). S’observa que les nostres freqüéncies presenten diferencies
estadísticament significatives amb els africans, amb els afroamericans i amb la

poblado de l’índia; i no les presenta amb els mexicoamericans ni amb els asiátics.

■ j

12.2. RESULTAIS DEL POLIMORFISME GSTT1

El gen polimórfic GSTT1 té dos possibles al iéis, GSTT1*0 o al-lel nul i l’al lel positiu
o GSTT1*1, que donen lioc a dos genotips diferents:

•genotip nul: GSTT1*0/GSTT1*0

•genotip positiu: GSTT1*1/GSTT1*0 o GSTT1*1/GSTT1*1
El métode d’análisi genétic emprat no permet diferenciar si els positius són

homozigots positius o bé si són heterozigots amb un al-lel nul.

Els diagrames de barres mostren les freqüéncies absolutes de cada genotip
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Fig. 12.8. Freqüéncies absolutes deis genotips nul i positiu en el grup de fumadors
control.
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Fig. 12.9. Freqüéncies absoiutes deis geno+ips nul i positiu en el grup de malalts de
cáncer de pulmó.
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Fig. 12.10. Freqüéncies absoiutes deis genotips nul i positiu en el grup de malalts de

cáncer de laringe.
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Taula 12.2. Freqüéncies relatives deis genotips del polimorf¡sme SSTT1.

Freqüéncies genotípiques

na GENOTIP POSITIUGENOTIP NUL

0.763203 0.236Fumadors

Control

177 0.774Cáncer 0.226

Pulmó

205Cáncer 0.171 0.829

Laringe

(a) Nombre d'individus estudiats.

1 "BU

□ Fumadors control0.8
L
§|
iBHM

■
:L0.6 - EMalalts cáncer de

pulmó
□Malalts cáncer de

laringe

0.4

0.2 -

■
: •:

0

Nul Positiu

Fig. 12.11. Freqüéncies relatives deis genotips nul i positiu en els diferents grups

estudiats.

S'observa que el grup de fumadors control és el que té una freqüéncia major del

genotip nul, i el grup de malalts de cáncer de laringe és el grup amb una major

freqüéncia de genotip positiu. Les possibles implicacions d’aquestes diferéncies en

relació a la susceptibilitat al cáncer de pulmó i de laringe serán estudiades més
endavant.
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La nostra freqüéncia trabada en la poblado control del genotip nul está d’acord amb
la publicada peí GSEC (Garte et al., 2001) que és de 19,7% amb un interval de 13 a

26% (P= 0,167, respecte les nostres freqüéncies). També la freqüéncia d’aquest

genotip varia en fundó de l'étnia així en asiátics és de 47.0% (P<0,001, respecte les
nostres freqüéncies) (Garte et al.,2001); en japonesos és de 44,4% (P<0,001)

(Katoh et al., 1996); en afroamericans de 21,8% (P=0,710) (Nelson et al., 1995); en
mexicoamericans de 9,7% (P=0,009) (Nelson et al., 1995); en poblado de l’índia de
8.0% (P=0,001) (Sreelekha et al., 2001); en tures 20,0% (P=0,353) (Oke et al.,

1998); en xinesos 64,4% (P<0,001) i en coreans 60,2% (P<0,001) (Nelson et al.,

1995). Totes elles, excepte les freqüéncies de la poblado turca i afroamericana,

presenten diferéncies estadísticament significatives amb les de la nostra població
caucásica.

12.3. RESULTATS DEL POLIMORFISME GSTM3

El gen polimórfic GSTM3 presenta dos possibles al iéis en fundó d’una delecció de

3pb a l’intró 6 del gen, GSTM3*A (no té la delecció) i GSTM3*B (té la delecció). Es
fará referencia a l’al lel GSTM3*A com l’al lel A i a GSTM3*B com l’al lel B, per tant
existirán tres genotips que serán AA, AB i BB els quals equivaldrán a

GSTM3*A/GSTM3*A, GSTM3*A/GSTM3*B i GSTM3*B/GSTM3*B respectivament.

El resultats obtinguts amb el métode PCR-RFLP són equivalents ais obtinguts amb
el métode de PCR i electroforesi en gel de poliacrilamida. S'han estudiat tots els

grups pels dos métodes per tal de validar el segon métode i no s'ha trobat cap
resultat contradictori.

A continuado els diagrames de barres representen les freqüéncies absolutes de
cada genotip en els tres grups estudiats:
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Fig. 12.12. Freqiiéndes absolutes deis genotips en el grup de fumadors control.
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Fig. 12.13. Freqiiéndes absolutes deis genotips en el grup deis malalts de cáncer de

pulmó.
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Fig. 12.14. Freqüéncies absolutes deis genotips en el grup deis malalts de cáncer de

laringe.

Taula 12.3. Freqüéncies relatives del polimorfisme GSTM3.

Freqüéncies genotípiques Freqüéncies al-iéliques

na AA AB BB A B

202 0.678Fumadors 0.292 0.030 0.824 0.176

Control

Cáncer 177 0.712 0.271 0.017 0.848 0.152

Pulmó

Cáncer 204 0.700 0.265 0.035 0.833 0.167

Laringe

(a) Nombre d’individus estudiats
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Fig. 12.15. Freqüéncies alléliques en els diferents grups estudiats.

S’observa que la freqüéncia de i’allel GSTM3*B és més elevada en els Controls que
en els dos grups de casos. Per altre banda, el grup que presenta una freqüéncia
més elevada de l’al lel GSTM3*A són els malalts de cáncer de pulmó. S'estudiaran
més endavant aqüestes diferéncies en relació al risc de cáncer de pulmó i de

laringe.

En estudiar l’equilibri de Hardy-Weinberg en la poblado control s'obtenen els

següents resultats (taula 12.4.):

Taula 12.4. Resultats de l'equilibri de Hardy-Weinberg

Freqüéncies

observades

Freqüéncies

esperades

2AA AB BB AA AB BB PX

137 59 6 137.1 58.6 6.3Fumadors 0.017 >0.05

Control
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En obtenir un valor de P superior a 0,05 es pot afirmar que la població control
estudiada es troba en equilibri de Hardy-Weinberg.

Les freqüéncies del polimorfisme del gen GSTM3 no han estat publicades encara

peí GSEC. Les de la nostra població control están d’acord amb les publicades per

Inskip et al.: AA 70,9%. AB 25,8% i BB 3,4% (P=0,723); amb les publicades per

Hand et al. que són AA 73,7%, AB 21,3% i BB 5.0% (P=0,089); amb les publicades

per Jahnke et al. AA% 66,5%, AB 27,5% i BB 6,5% (P=0,294); i també amb les

publicades per Jourenkova-Mironova et al.: AA 72,7%, AB 24,4% i BB 2,9%

(P=0,576). Totes elles en població caucásica. (Inskip et al., 1995; Hand et al., 1996;
Jahnke et al., 1996; Jourenkova-Mironova et al., 1999)

12.4. RESULTATS DEL POLIMORFISME GSTP1

El gen GSTP1 pot presentar dos al iéis en fundó d’una transido A->G a l’exó 5 que

implicará un canvi d’aminoácid a la posició 105 de la proteína: GSTP1*A (al leí A)
lie105 i GSTP1*B (al-lel B) Val105 Aquests dos al iéis donen lloc a tres genotips
diferents: GSTP1*A/GSTP1*A o genotip AA, GSTP1*A/GSTP1*B o genotip AB i
GSTP1 *B/GSTP1 *B o genotip BB.
Els següents diagrames de barres representen les freqüéncies absolutes de cada

genotip en els diferents grups estudiáis:
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Fig. 12.16. Freqüéncies absolutes deis genotips en el grup de fumadors control.
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Fig. 12.18. Freqüéncies absolutes deis genotips en el grup de malalts de cáncer de

laringe.
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Taula 12.5. Freqüéncies relatives del polimorfisme 6STP1.

Freqüéncies al-léliquesFreqüéncies genotípiques

na A BAB BBAA

0.2990.7010.398 0.100201 0.502Fumadors

Control

0.124 0.686 0.3130.497 0.378Cáncer 177

Pulmó

0.700 0.300205 0.493 0.415 0.093Cáncer

Laringe

(a) Nombre d'individus estudiats.
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Fig. 12.19. Freqüéncies al léliques en els diferents grups estudiats.

La freqüéncia més elevada de l’al lel GSTP1*A correspon ais fumadors control,

mentre que la més baixa correspon al grup de malalts de cáncer de pulmó. Més
endavant s’estudiaran les OR associades a aqüestes freqüéncies i si presenten

diferencies estadísticament significativas.
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L'estudi de Tequilibri de Hardy-Weinberg en la poblado control dona el resultat

següent (taula 12.6.).

Taula 12.6. Resultats de I' equílibri de Hardy-Weinberg.

Freqüéncies

esperades

Freqüéncies

observades

PAA AB BB AA AB BB X

>0.0598.8 84.2 18.0 0.480101 80 20Fumadors

Control

La P és major de 0,05 per tant la poblado control estudiada es troba en equílibri de

Hardy-Weinberg.

Les nostres freqüéncies en la poblado control per aquest polimorfisme están

d’acord amb les publicades en la poblado noruega (Ryberg et al., 1997): AA 51,5%,
AB 39,4% i BB 9,1% (P=0,93); així com també están d’acord amb les publicades en

la poblado escocesa (Harrles et al., 1997) AA 51.0%, AB 42,5% i BB 6,5%

(P=0,485); i amb les publicades per Jourenkova-Mironova et al. en la poblado
caucásica que són: AA 50,0%, AB 37,2% i BB 12,8% (P=0,661) (Jourenkova-
Mironova et al., 1999).
Les freqüéncies d’aquest polimorfisme varíen en fundó de les poblacions i deis
diferents grups étnlcs, així en la poblado afroamericana les freqüéncies són les

següents: AA 35.0%, AB 46.0% i BB 19.0%; i en canvi en taiwanesos són; AA

67.0%, AB 30.0% i BB 3.0% (Watson et al., 1998). Ambdues poblacions presenten
diferéncies estadísticament significatives en les seves freqüéncies respecte a les de
la nostra poblado control amb uns valors de P igual a 0,007 i 0,003 respectivament.
També en el mateix treball (Watson et al., 1998) es publiquen les freqüéncies

d’aquest polimorfisme en poblado americana d’origen europeu: AA 42%, AB 51% i

BB 7%, les quals també presenten diferéncies estadísticament significatives amb les
trobades peí nostre grup, P=0,042.
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12.5. RESULTAIS DEL POLIMORFISME EPHX1

EXÓ3
El gen EPHX1 a l’exó 3 presenta un polimorfisme que dona lloc a dos possibles
al iéis en fundó de la variado d’un aminoácid al codo 113 de la proteína: Tyr113

(al-lel A) i H¡s113 (al-lel B). Per tant es fará referéncia al genotip Tyr113/Tyr113 com

a AA, a Tyr113/His113 com a genotip AB i a His113/His113 com a genotip BB.

Aquest polimorfisme va ser estudiat per dos métodes diferents. El primer métode

que es va emprar va ser el métode A (PCR-RFLP), es van estudiar el grup de
fumadors control i el grup de malalts de cáncer de pulmó. Les freqüéncies

obtingudes en el grup de fumadors control no estaven en equilibri de Hardy-

Weinberg i per tal de confirmar aquests resultats es va estudiar una segona

població control, la poblado general, que continuava sense estar en equilibri. Es va
tornar a fer l’estudi d'aquest polimorfisme amb un métode diferent, el métode B (AS-

PCR), i els resultats van ser satisfactoris donat que les dues poblacions control

estudiades, tant els fumadors com la població general, estaven en equilibri genétic.
El grup de malalts de cáncer de laringe en ser l’últim grup estudiat només va ser

analitzat peí métode B (Smith & Harrison, 1997; Persson et al., 1999).
Les característiques de la població general estudiada com a segon grup control són
les següents: 126 individus catalans procedents del bañe de sang de l’Hospital
Clínic i Provincial de Barcelona, mostra recollida durant els anys 1997-1999. Són
caucásics nascuts tots a Espanya i amb domicili a l’área metropolitana de
Barcelona. La mitjana de l’edat és 43±10 anys, amb un interval comprés entre 26 i
77 anys. Peí que fa al sexe hi ha 99 homes i 27 dones. No tenen cap relació de

parentesc entre ells. L’hábit tabáquic i l’exposició laboral a altres carcinógens són
factors desconeguts.

La representado gráfica de les freqüéncies absolutes obtingudes pels dos métodes

emprats (PCR-RFLP i AS-PCR) es mostra en les figures següents:
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Fig. 12.20. Freqüéncies absolutes deis genotips en el grup de fumadors control.

Fig. 12.21. Freqüéncies absolutes deis genotips en el grup de poblado general.
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Fig. 12.22. Freqüéncies absolutes deis genotips en el grup de malalts de cáncer de

pulmó.

S’observen clarament les diferencies entre les freqüéncies absolutes obtingudes

pels dos métodes.
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Fig. 12.23. Freqüéncies absolutes deis genotips en el grup de malalts de cáncer de

laringe.
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Taula 12.7. Freqüéncies relatives del polimorfisme EPHX1 exó3.

Freqüéncies

al-léliques

Freqüéncies genotípiques

nc BAAA AB BB

0.3500.650203 0.458 0.384 0.158Fumadors

Control

0.3110.458 0.689203 0.463 0.079Fumadors

Control15

0.476 0.317 0.206 0.635 0.365126Població

General

0.476 0.686 0.314126 0.421 0.103Població

General6

177 0.548 0.723 0.277Cáncer 0.350 0.102

Pulmó3

Cáncer

Pulmób

177 0.548 0.401 0.051 0.748 0.252

Cáncer

Laringe6

203 0.517 0.409 0.074 0.721 0.279

(a) Grup estudiat peí métode PCR-RFLP.
(b) Grup estudiat peí métode AS-PCR.
(c) Nombre d'individus estudiats.

Les freqüéncies del genotip homozigot AA (Tyr113/Tyr113) són les mateixes en els
dos métodes amb els que s’ha estudiat les poblacions pero les freqüéncies de

l’hererozigot (Tyr113/His113) i de l’homozigot BB (His113/His113) són diferents. De
fet si s’estudia la població peí métode A s’observa un augment de genotips

homozigots mutants (el doble) i una disminució d’heterozigots respecte l’estudi de
les poblacions peí métode B.

L'estudi de Tequilibri de Hardy-Weinberg en les poblacions control amb les

freqüéncies obtingudes pels dos métodes dona els resultáis següents (taula 12.8.):
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Taula 12.8. Resultats de l'equilibri de Hardy-Weinberg.

Freqüéncies

esperades

Freqüéncies

observades

2BBAA AB BB AA AB PX

Fumadors

Control3

85.8 92.4 24.9 4.87 <0.0593 78 32

Fumadors

Controlb
1.34 >0.0593 94 16 96.4 87.0 19.6

Població 50.8 58.4 16.8 12.49 <0.0560 40 26

General

Població

General5
60 53 13 59.3 54.3 12.4 0.068 >0.05

(a) Grup estudiat peí métode PCR-RFLP.
(b) Grup estudiat peí métode AS-PCR.

S’observa que les poblacions control estudiades peí métode PCR-RFLP no es

traben en equilibri Hardy-Weinberg (P<0,05), en canvi si s'estudien peí métode AS-
PCR sí que es traben en equilibri (P>0,05).
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Si> • 0Malalts cáncer de

pulmó
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0.1

0

Tyr113 His113

Fig.12.24. Freqüéncies relatives deis al iéis Tyrll3 i Hisll3 en els diferents grups

estudiats peí métode AS-PCR.
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S'observa que les freqüéncies de ral lel Tyr113 són més elevades en els malalts

que en el Controls, la possible relació d’aquest fet amb l'aparició de cáncer de pulmó
o de laringe será estudiat posterlorment.

Es comparen ara les freqüéncies obtingudes peí métode B (AS-PCR) en les nostres

poblacions control estudiades, amb les freqüéncies d’aquest polimorfisme ja

publicades.

Taula 12.9. Freqüéncies i métode emprat en cada estudi.

MétodeFreqüéncies
al.léfiques

Freqüéncies
genotípiques

Estudi

BAA AB BB A

0.306 PCR-
RFLP
EcoRV

0.6940.450 0.490 0.060Edinburgh
n=203 (Smith &
Harrison, 1997)

AS-PCR0.580 0.4200.340 0.480 0.180Suécia
xinesos n=122

(Persson et al.,1999)
PCR-
RFLP

0.4040.372 0.448 0.18 0.596Franga n=172
(Benhamou et al.,

1998) Aspl
PCR-
RFLP

0.517 0.081 0.718 0.2820.402Los Angeles
Caucásics

n=458 (London et
al., 2000)

Alw26l

0.050 0.791 0.209 PCR-
RFLP
Alw26l

0.632 0.318Los Angeles
Afroamericans.
n=242 (London et

al., 2000)
SSCP0.258 0.396 0.345 0.456 0.543Shanghai n=116

(McGlynn et al.,
1995)

0.362 0.562 0.076 0.643 0.357Seattle n=105
(Hasset et al.,1994a)

0.330 0.480 0.200 0.565 SSCP0.445Japó n=107
(Yoshikawa et al.,

2000)
0.0640.613 0.323 0.775 0.225Texas

Afroamericans
n= 72

(Wu et al., 2001)

PCR-
RFLP
Tthlll I
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Taula 12.9. Continuado.

MétodeFreqüéncies
al.léliques

Freqüéncies
genotípiques

Estudi

BAB BB AAA
PCR-
RFLP
Tthlll I

0.664 0.3360.453 0.1090.438Texas
Mexicans n=76

(Wu et al., 2001)

Hi ha molía variabilitat tañí en les freqüéncies genotípiques com en les alléliques
així com en els métodes emprats per estudiar aquest polimorfisme.
Les nostres freqüéncies están d’acord, ja que no presenten diferencies
estadísticament significatives, amb les de la poblado caucásica d’Edimburgh (Smith
& Harrison, 1997) (P=0,67), amb les deis caucásics de Los Angeles (London et al

2000) (P=0,32) i amb les de la poblado de Seattle (Hasset et al., 1994a) (P=0,24).
En canvi no están d’acord amb les de la poblado caucásica de Franga (Benhamou
et al. 1998) (P=0,008).
Les nostres freqüéncies, tant al léliques com genotípiques, están d’acord (P=0,143)
amb les publicades en l’estudi del GSEC en caucásics (Garte et al., 2001).

■ j

Taula 12.10. Freqüéncies publicades peí GSEC.

Freqüéncies genotípiques Freqüéncies aHéliques
AA AB ABB B

GSEC n=685 0.485 0.398 0.117 0.684 0.316

Peí que fa a altres poblacions diferents, les nostres freqüéncies presenten

diferéncies estadísticament significatives amb les de la poblado xinesa de Suécia

(Persson et al., 1999) (P=0,008), amb les de la poblado afroamericana de Los

Angeles (London et al., 2000) (P<0,001), amb les de la poblado de Shanghai

(McGlynn et al., 1995) (P<0,001) i amb les de la poblado de Japó (Yoshikawa et al.,

2000) (P=0,004). En canvi no presenten diferéncies estadísticament significatives
amb les poblacions afroamericana (P=0,077) ni mexicana (0,77) de Texas (Wu et

al., 2001).
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12.6. RESULTATS DEL POLIMORFISME EPHX1

EXÓ4
El polimorfisme a l'exó 4 del gen EPHX1 presenta dos al iéis diferents en fundó d’un
canvi de nucleótid, una transido A->G, que donará lloc a un canvi d’aminoácid al
codo 139 de la proteína: His139 (al leí A) i Arg139 (al leí B), i pot presentar tres

genotips diferents: His139/His139 o genotip AA, His139/Arg139 o genotip AB i

Arg139/Arg139 o genotip BB.

Aquest polimorfisme ha estat estudiat per PCR-RFLP segons el métode descrit per
Smith & Harrison, amb resultats satisfactoris (Smith & Harrison, 1997).

Els diagrames de barres mostren les freqüéncies absolutes de cada genotip:

160 iü
140

120 -

100 -

■

.

[ —y

80 -
•• v

134
60 -

;

40

20

0

AA AB BB

Fig. 12.25. Freqüéncies absolutes deis genotips en el grup de fumadors control.
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Fig. 12.26. Freqüéncies absolutes deis geno+ips en el grup de malalts de cáncer de

pulmó.

160 ¡®¡¡®
140 -

120 -

100 -

80 - 142
60

:■

40
20

o .—

AA AB BB

Fig. 12.27. Freqüéncies absolutes deis genotips en el grup de malalts de cáncer de

laringe.
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Taula 12.11. Freqüéncies relatives del polimorfisme EPHX1 exó4.

Freqüéncies al-léliquesFreqüéncies genotípiques

na BAA AB BB A

0.187203 0.660 0.305 0.034 0.812Fumadors

Control

0.170Cáncer 177 0.678 0.305 0.017 0.830

Pulmó

Cáncer 205 0.693 0.293 0.014 0.839 0.161

Laringe

(a) Nombre d'individus estudiáis.

1

□ Fumadors control0.8 i

11

;
:
¡

0.6
□ Malalts cáncer de
pulmó

□ Malalts cáncer de
laringe

m

0.4

0.2
m

o

His139 Arg139

Fig.12.28. Freqüéncies al-léliques deis diferents grups estudiats.

S'observa en els Controls la freqüéncia més elevada del genotip BB, el doble

aproximadament de la deis malalts de cáncer ja siguí pulmó o laringe, així com una

freqüéncia més elevada de l'al lel Arg139. Si aqüestes diferéncies són o no

estadísticament significatives s’estudiará posteriorment.
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L’estudi de Tequilibri de Hardy-Weinberg en les poblacions control dona els

següents resultats (taula 12.12):

Taula 12.12. Resultats de l'equilibri de Hardy-Weinberg.

Freqüéncies

esperades

Freqüéncíes

observades

2BBBB AA ABAA AB PX

>0.05133.8 61.6 7.1 0.004Fumadors 7134 62

Control

Per tant, donat que la P és superior a 0,05, les poblacions control estudiades es

traben en equilibri de Hardy-Weinberg.

Es comparen ara les nostres freqüéncies obtingudes deis Controls amb altres

freqüéncies ja publicades (taula 12.13).

Taula 12.13. Freqüéncies i métode emprat en cada estudi.

Estudi Freqüéncies
al.léliques

Freqüéncies
genotípiques

AA AB BB A B

0.720Edinburgh
n=203 (Smith &
Harrison, 1997)

0.260 0.020 0.850 0.150

Suécia 0.830 0.150 0.020 0.900 0.100
xinesos n=117

(Persson et al.,
1999)

Franga n=172
(Benhamou et al.,

1998)

0.704 0.285 0.012 0.846 0.154

Seattle n=119
(Hasset et al., 1994a)

0.587 0.367 0.046 0.770 0.230

GSEC n=686 0.609 0.353 0.038 0.785 0.215

(Garte et al., 2001)
Japó n=107

(Yoshikawa et al.,
2000)

0.700 0.260 0.040 0.830 0.170
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Les nostres freqüéncies están d’acord amb les deis caucásics d’Edimburgh (Smith &

Harrison, 1997) (P=0,36), de Franga (Benhamou et al., 1998) (P=0,29) i de Seattle

(Hasset et al., 1994a) (P=0,44), alxí com amb les de l’estudi publicat peí GSEC

(Garte et al., 2001) (P=0,42).
Están també d’acord amb les de la població japonesa (Yoshikawa et al., 2000)

(P=0,72), pero en desacord amb les de la població xinesa (Persson et al., 1999)

(P=0,005).

13. ESTUDI DEL DESEQUILIBRI DE

LLIGAMENT

13.1. DESEQUILIBRI DE LLIGAMENT ENTRE GSTM1

I GSTM3

Les freqüéncies deis genotips de GSTM1 en combinado amb els de GSTM3 es

donen en la taula 13.1., a on les columnes representen els genotips de GSTM3 (AA:

GSTM3*A/GSTM3*A; AB GSTM3*A/GSTM3*B; i BB: GSTM3*B/GSTM3*B) i les

fileres els de GSTM1 (A: GSTM1*A/GSTM1*A o GSTM1*A/GSTM1*0; AB.

GSTM1*A/GSTM1*B; B: GSTM1 *B/GSTM1 *B GSTM1*B/GSTM1*0; i N: genotip nul).
El número en cada cel ia correspon a la freqüéncia absoluta d'individus que

posseeixen la combinado deis dos genotips determináis per la filera i la columna.

Taula 13.1. Freqüéncies de les combinacions deis genotips de GSTM3 i GSTM1.

GSTM3

GSTM1 AA AB TOTALBB

27 30A 3 60

3AB 6 0 9

31 3B 0 34

76N 20 3 99

TOTAL 137 59 6 202
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Suposem la hipótesi de que els genotips de GSTM3 i els de GSTM1 són

independents. El test de x dona com a resultat x,2=32,99, P<0,01 amb 6 graus de
llibertat. La P<0,01 indica que es pot rebutjar la hipótesi de que GSTM1 i GSTM3
són independents amb una confianza del 99%.

En la figura 13.1. está representada la combinado deis dos genotips, de manera

que els valors de GSTM1 s'indiquen en les fileres i els de GSTM3 en la llegenda

(correspondrien a les columnes). L'área de cada barra és proporcional al nombre
d'individus que posseeixen la combinació de genotips, així la primera barra
horitzontal de color morat és la proporció corresponent ais individus que són
GSTM1A i GSTM3 AA que en nombre són 27 respecte al total d'individus GSTM1 A

que són 60 (tal com indica la taula anterior). El fet que les barres vermelles i les
verdes no comencin totes al mateix punt, indica que existeix una possible associació
entre aquests dos gens.

GSTM3
□ AAA
□ AB
r i bbAB

B

N

Fig. 13.1. Diagrama 65TM1 x GSTM3.

El fet que en algunes cel les de la taula el nombre sigui inferior a 5 suposa un

problema peí cálcul estadístic, per aixó s'han agrupat els heterozigots i els

homozigots per l’al lel variant de tots dos gens, és a dir els individus AB o BB es

consideren com a un sol grup i es tornen a fer els cálculs.
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Taula 13.2. Taula de freqüéncies agrupant AB+B.

GSTM3

GSTM1 TOTALAA AB+BB

27 33 60A

34 9 43AB+B

76 23N 99

137 65TOTAL 202

El test x2 dona com a resultat un valor de % de 20,44 amb 2 graus de llibertat i una
P inferior a 0,01. En conseqüéncia també es pot rebutjar la hipótesi que GSTM1 i
GSTM3 són independents.

GSTM3
□AA
□AB+BA

AB+B

N

Fig. 13.2. Diagrama GSTMlx GSTM3.

La figura 13.2. és igual que l’anterior excepte peí fet que s’han agrupat certs

genotips, de manera que es veu clarament una major preséncia d’individus amb
l’al lel GSTM3*B entre els individus que posseeixen Tal-leí GSTM1*A, la separado
entre la barra morada i vermella en el cas de GSTM1 A está desplagada de la

separado en el cas de GSTM1AB +B i GSTM1 nul, si totes les separacions

estiguessin a la mateixa algada aixó voldria dir que les distribucions són

independents entre si.
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Si es comparen els valors observats de la combinado deis genotips amb els que

s’esperarien de l’atzar existeix una sobrerepresentació deis individus GSTM1*A i
GSTM3*B (s’esperarien 19 individus i es troben 33), per tant GSTM1*A está
associat amb un augment de freqüéncia de GSTM3*B, suggerint un possible

desequilibri de lligament entre els dos gens.

13.2. DESEQUILIBRI DE LLIGAMENT ENTRE EPHX1

EXÓ3IGSTM1
La taula 13.3. mostra les freqüéncies de la combinado de genotips de GSTM1

(fileres) i EPHX1 exó3 (columnes).

Taula 13.3. Freqüéncies de les combinacions deis genotips de GSTM1 i EPHX1 exó3.
EPHX1exó3

GSTM1 TOTALAA AB+BB

28A 32 60

21 43AB+B 22

44N 56 100

TOTAL 93 203110

S’han agrupat els genotips GSTM1 *A/GSTM 1 *B i GSTM1 *B/GSTM1 *B o

GSTM1*B/GSTM1*0, així com els genotips AB i BB del gen EPHX1 exó3 per tal de
realitzar l’análisi.

S'obté un valor de % igual a 0,31 amb 2 graus de llibertat, i un valor de P de 0,857;
indicant així la independencia de les dues distribucions. No s’observa per tant

desequilibri de lligament.
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En el diagrama següent també s'observa aquesta independencia.

EPHX1

□A A
□A B + B B

A

A B + B

N

Fig. 13.3. Diagrama GSTM1 x EPHX1 exó3.

13.3. DESEQUILIBRI DE LLIGAMENT ENTRE GSTM1

I EPHX EXÓ 4.

La taula 13.4. dona les freqüéncies de les combinacions genotípiques entre GSTM1

(columnes) i EPHX1 exó4 (fileres). S'han agrupat els valors deis genotips AB i BB

peí polimorfisme EPHX1 exó4, i els deis genotips GSTM1*A/GSTM1*B i

GSTM1*B/GSTM1*B o GSTM1*B/GSTM1*0 del polimorfisme GSTM1.

Taula 13.4. Freqüéncies de les combinacions deis genotips de GSTM1 i EPHX1 exó4.

EPHX1exó4

AB+BB TOTALGSTM1 AA

16 6044A

18 4325AB+B

65 35 100N

134 69 203TOTAL

El resultat del test de la x dona una P= 0,263 (x2=2,67, amb 2 graus de llibertat),

per tant no es pot rebutjar la hipótesi de la independéncia entre GSTM1 i EPHX

exó4.
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EPHX1
□AA
□AB+BB

A

AB+B

N

Fig. 13.4. Diagrama G5TM1 x EPHX exó4.

13.4. DESEQUILIBRI DE LLIGAMENT ENTRE EPHX1

EXÓ3 I GSTM3.

La taula de freqüéncies de la combinació de genotips (EPHX 1 exó3 en les fileres i

GSTM3 en les columnes) és:

Taula 13.5. Freqüéncies de les combinacions deis genotips de EPHX1 exó3 i G5TM3.

GSTM3

TOTALEPHX1 AA AB+BB

Exó3

62 31 93AA

63 30 93AB

12 164BB

137 65TOTAL 202

Els genotips GSTM3*A/GSTM3*B i GSTM3*B/GSTM3*B s’han agrupat per fer
1’análisi.
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El valor de P obtingut és 0,8046 (x2=0,43, 2 graus de llibertat), per tant no es pot

rebutjar la hipótesi d'independéncia entre GSTM3 i EPHX exó 3. No s'observa

desequilibri de lligament.
La independencia també s'observa en el diagrama.

GSTM3
□AA
□AB+BAA

AB

BB

Fig. 13.5. Diagrama EPHX1 exó3 x SSTM3.

13.5. DESEQUILIBRI DE LLIGAMENT ENTRE GSTM3

I EPHX EXÓ 4

La taula 13.6. mostra les freqüéncies de les combinacions deis genotips de GSTM3

(columnes) i EPHX1 exó 4 (fileres). Per realitzar l’análisi s'han agrupat els genotips
GSTM3*A/GSTM3*B i GSTM3*B/GSTM3*B, i els genotips AB i BB del gen EPHX1 a

I'exó4.

Taula 13.6. Freqüéncies de les combinacions deis genotips de G5TM3 i EPHX1 exó4.
GSTM3

EPHX1 AA AB+BB TOTAL

Exó4

93 41AA 134

44AB+BB 24 68

TOTAL 137 65 202
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El nivell de significado és de 0,449 (x2=0,46, amb 1 grau de llibertat). No es pot

rebutjar la hipótesi d'independéncia entre EPHX1 exó4 i GSTM3.

GSTM3

□A A
□ab+bb

AA

AB + BB

Fig. 13.6.Diagrama EPHX1 exó4 x 6STM3.

No s'observa desequilibri de lligament.

13.6. DESEQUILIBRI DE LLIGAMENT ENTRE ELS

EXONS 3 I 4 DEL GEN EPHX1

La taula 13.7. mostra les freqüéncies per les combinacions genotípiques de l’exó 3

(fileres) i 4 (columnes) del gen EPHX1.

Taula 13.7. Freqüéncies de les combinacions deis genotips de EPHX1 exons 3 i 4.
Exó 4

TOTALExó3 AA AB+BB

63 30 93AA

61 33 94AB

10 6 16BB

TOTAL 134 69 203
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Es fa la mateixa hipótesi que abans, les freqüéncies d'EPHXI exó3 són

independents de les freqüéncies d'EPHXI exó4. S'obtenen els resultats següents:

X2=0,26, amb 2 graus de llibertat i una P=0,876.
En ser el valor de P major que 0,05 no podem rebutjar la hipótesi d'independéncia,

per tant el no s’observa relació entre els genotips deis exons 3 i 4 del gen EPHX1.

exo4

EZ3AA
□AB+BBAA

AB

BB

Fig. 13.7. Diagrama EPHX1 exó3 x EPHX1 exó4.

Les línies de separació entre les barres de diferents colors coincideixen, el que

corrobora el fet de que siguin distribucions independents.

14. ESTUDI DE LA MODULACIÓ DEL RISC DE

CÁNCER DE PULMÓ PELS POLIMORFISMES

DE LES GST I mEH

14.1. ESTUDI DE TOTA LA POBLACIÓ
Es comparen les freqüéncies obtingudes de cada polimorfisme entre tots els casos

(malalts de cáncer de pulmó) i tots els Controls (fumadors sans) i s'estudia si

existeixen diferéncies estadísticament significativas entre les dues distribucions.
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Taula 14.1. Distribució de freqüéncies entre els casos i els Controls.

2
g.l. (graus P
de llibertat)

CASOS CONTROLSGenotips X

n (%) n (%)

GSTM1®

3.03 0.08Positiu 74(41.8) 103(50.8)

103(58.2) 100(49.2)

1

Nul

GSTM1“

103(58.2) 100(49.2)
52 (29.4) 60 (29.6)

2(1.1) 9(4.4)

20(11.3) 34(16.7)

6.45 3 0.07Nul

A

AB

B

GSTM1"
2 0.06Nul 103(58.2) 100(49.2)

52 (29.4) 60 (29.6)

22(12.4) 43(21.1)

5.62

A

AB+B

GSTT1C

Positiu 0.81137(77.4) 155(76.3)
40 (22.6) 48 (23.6)

0.06 1

Nul

gstmF

126(71.2) 137(67.8)
48 (27.1) 59 (29.2)

3(1.7) 6(3.0)

0.95 0.62AA 2

AB

BB

GSTM3 h
1 0.48AA 126(71.2) 137(67.8)

51 (28.8) 65 (32.2)

0.5

AB+BB

GSTP1e

0.7388(49.7) 101 (50.2)
67 (37.8) 80 (39.8)

22(12.4) 20(10.0)

0.62 2AA

AB

BB

EPHX1 exó3r

0.1797 (54.8)
71 (40.1)
9 (5.1)

93 (45.8)
94 (46.3)
16 (7.9)

3.49 2AA

AB

BB

EPHX1 exó49

0.56120(67.8) 134(66.0)
54 (30.5) 62 (30.5)

3(1.7) 7(3.4)

1.15 2AA

AB

BB
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Taula 14.1. Continuado.

2 g.l. PGenotips CASOS CONTROLS

n (%)

X

n (%)

EPHX1 exó4n

120(67.8) 134(66.0)
57 (32.2) 69 (33.9)

0.14 1 0.71AA

AB+BB

(a) El genotip nul correspon a GSTM1*0/GSTM1*0
(b) El genotip nul correspon a GSTM1*0/GSTM1*0, el genotip A a GSTM1*A/GSTM1*0 o
GSTM1*A/GSTM1*A, el genotip AB a GSTM1 *A/GSTM1 *B i el genotip B a GSTM1*B/GSTM1*0 o
GSTM1 *B/GSTM1 *B.

(c ) El genotip nul correspon a GSTT1*0/GSTT1*0 i el positiu a GSTT1*1/GSTT1*1 o a
GSTT1*1/GSTT1*0.
(d) El genotip AA correspon a GSTM3*A/GSTM3*A, el genotip AB a GSTM3*A/GSTM3*B, i el genotip
BB a GSTM3*B/GSTM3*B.
(e) El genotip AA correspon a GSTP1*A/GSTP1*A, el genotip AB a GSTP1*A/GSTP1*B, i el genotip
BB a GSTP1 *B/GSTP1 *B.

(f) El genotip AA correspon a Tyr113/Tyr113, el genotip AB a Tyr113/His113 i el genotip BB a
His113/His113.

(g) El genotip AA correspon a His139/His139, el genotip AB a His139/Arg139 i el BB a
Arg139/Arg139.
(h) S'agrupen els genotips AB i BB en un sol grup (AB+BB), ja que el nombre d’individus en alguna
de les caselles és inferior a 5.

La distribució de freqüéncies, en els casos i en els Controls, de cada polimorfisme

per si sol no presenta diferencies estadísticament significatives. L'única distribució

que está al llindar de la significació estadística és la de les freqüéncies del

polimorfisme de GSTM1 quan es consideren els nuls, positius A i s'agrupen els

positius AB i els positius B com a un sol grup.

Es calculen ara les OR ajustades associades a cada genotip agafant com a

categoría de referéncia el genotip positiu en els polimorfismes GSTM1 i GSTT1 i el

genotip salvatge (wild-type) en els polimorfismes GSTM3, GSTP1 i EPHX1 exons 3 i
4 per tal de veure el possible risc de les variants genotípiques. En l'estudi del

polimorfisme GSTM1 subdividint el genotip positiu en positiu A, positiu AB i positiu

B, la categoría de referéncia és el genotip nul, per estudiar l'efecte deis diferents

genotips positius. A la categoría de referéncia se li assigna una OR de 1. S'ajusta el
cálcul de les OR al sexe, a l’edat i al logaritme natural deis PY. Els resultats venen

donats amb un interval de confianza del 95%.
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Taula 14.2. OR ajustades.

IC (95%)OR ajustadaGenotips

GSTM1

1Positiu

0.86-2.111.35Nul

GSTM1

1Nul

0.53-1.47

0.04-1.09

0.33-1.25

0.88A

0.21AB

B 0.64

GSTM1a

1Nul

0.53-1.47

0.29-1.02

0.88A

0.54AB+B

GSTT1

1Positiu

0.56-1.61Nul 0.95

GSTM3a

AA 1

AB+BB 0.98 0.60-1.59

GSTP1

1AA

0.59-1.55AB 0.96

1.28BB 0.60-2.72

EPHX1exó3

AA 1

0.76AB 0.48-1.21

0.52BB 0.20-1.33

EPHX1 exó4a

1AA

1 0.63-1.62AB+BB

(a) S’agrupen els genotips AB i BB en un sol grup (AB+BB), ja que el nombre d’individus en alguna
de les caselles és inferior a 5.

S’observa que cap deis polimorfismes per si sol modula el risc de cáncer de pulmó.
Destaca pero el possible efecte protector assoclat al genotip GSTM1 AB, quasi és

significatiu.
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S'estudia la distribució, entre els casos i els Controls, de l’activitat de l’epóxid
hidrolasa microsomal predita en fundó de la combinació deis genotips del gen
EPHX1 en els exons 3 i 4. Es basa en la predicció de l’activitat in vivo a partir de
l’activitat in vitro de les diferents variants genotípiques que han fet alguns autors

(Hasset et al., 1994a). Es classifiquen les combinacions de genotips en tres nivells
d’activitat: alta, intermédia i baixa, que corresponen a la classificació feta per

Benhamou et al. (Benhamou et al., 1998), de manera que:

• Activitat baixa correspon a individus His113/His113 i His139/His139,
His113/His113 i His139/Arg139, Tyr113/His113 i His139/His139.

• Activitat intermédia correspon a individus Tyr113/Tyr113 i His139/His139,

Tyr113/His113 i His139/Arg139, His113/His113 i Arg139/Arg139.
• Activitat alta correspon a individus Tyr113/Tyr113 i His139/Arg139,

Tyr113/Tyr113 i Arg139/Arg139, Tyr113/His113 i Arg139/Arg139.

Taula 14.3. Distribució de I1 activitat de la mEH entre els casos i els Controls.

Activitat

epóxid hidrolasa

CASOS

n (%)

CONTROLS OR ajustada IC (95%)

n (%)

Baixa

Intermédia

56(31.6) 76(37.4)
88 (49.8) 94 (46.3)

33(18.6) 33(16.2)

1

1.31 0.79-2.15

Alta 1.39 0.73-2.66

Les distribucions entre casos i Controls no presenten diferéncies estadísticament

significatives (P=0,48, x2=1,46 amb 2 graus de llibertat). Peí que fa a les OR

ajustades no són significatives estadísticament.

S'estudia ara el risc associat a diferents combinacions genotípiques entre EPHX1 i

GST, algunes d’elles ja publicades amb anterioritat a la literatura. També es

combinaran els genotips deis polimorfismes del gen EPHX1 en els exons 3 i 4 amb

diferents al iéis de risc deis polimorfismes de les GST. I per últim s'estudiaran
combinacions entre l'activitat de la mEH predita genéticament amb els diferents
al iéis de risc de les GST.
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Taula 14.4. Distribució de freqüencies entre els casos i els Controls.

x g.l. PCasos ControlsGenotips

GSTM1

0.03 1 0.87Nul + GSTT1 Nul 24 28

Positiu + GSTT1 Nul 16 20

GSTM1

A + GSTT1 Nul

AB+B + GSTT1 Nul

Nul + GSTT1 Nul

12 14

0.934 6 0.14 2

24 28

GSTM1

A + GSTT1 Positiu

AB+B + GSTT1 Positiu

Nul + GSTT1 Positiu

40 46

18 37 6.22 2 0.04

7279

GSTM1

Nul + GSTM3 AA 76 4.53 1 0.0386

Positiu + GSTM3 AA 40 61

GSTM1

49 0.19 1 0.66Nul + GSTP1 AA

Positiu + GSTP1 AA

53

39 48

GSTM1

Nul + EPHX1 EXÓ3 AA

Positiu + EPHX1 EXÓ3 AA

3.49 1 0.0659 44

38 49

GSTM1

Nul + EPHX1 EXÓ4 AB+BB

Positiu + EPHX1 EXÓ4 AB+BB

EPHX1 EXÓ3

AA + GSTM1 Nul

AB+BB + GSTM1 Nul

0.17 1 0.6831 35

26 34
a

59 3.58 1 0.0644

44 56

EPHX1 EX03a

AA + GSTT1 Nul

AB+BB + GSTT1 Nul

20 0.15 126 0.70

20 22

EPHX1 EX03

AA + GSTM3 AA

AB+BB + GSTM3 AA

a

72 62 3.71 1 0.05

54 75
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Taula 14.4. Continuado

2
g.l. PCasos ControlsGenotips X

EPHX1 EX03
AA + GSTP1 AA

a

7.74 1 <0.0157 45

AB+BB + GSTP1 AA 31 56

GSTP1 i EPHX exó3

0.0531 56 7.76 3AA/AB+BB

AB+BB/AA

AB+BB/AB+BB

AA/AA

40 46

49 54

57 45

EPHX1 EX04a

AA +GSTM1 Nul 72 65 0.56 1 0.46

AB+BB+ GSTM1 Nul 31 35
EPHX1 EX04a
AA + GSTT1 Nul 24 29 <0.01 1 >0.95

AB+BB + GSTT1 Nul 16 19

EPHX1 EX04a
AA + GSTM3 AA

AB+BB + GSTM3 AA

86 93 <0.01 1 >0.95

40 44

EPHX1 EX04a
AA + GSTP1 AA

AB+BB+ GSTP1 AA

61 70 <0.01 1 >0.95

27 31

Activitat mEH°
Alta + GSTM1 Nul

Intermédia + GSTM1 Nul

Baixa + GSTM1 Nul

19 18

52 39 3.45 2 0.18

32 43

Activitat mEHD
Alta + GSTT1 Nul

Intermédia + GSTT1 Nul

Baixa + GSTT1 Nul

7 11

23 22 1.19 2 0.55

10 15

Activitat mEHb
Alta + GSTM3 AA

Intermédia + GSTM3 AA

Baixa + GSTM3 AA

23 22

66 60 3.38 2 0.18

37 55

Activitat mEHb

Alta + GSTP1 AA

Intermédia + GSTP1 AA

Baixa + GSTP1 AA

17 12

50 50 5.39 2 0.07

21 39

(a) S’han agrupat els heterozigots i els homozigots de Pal-leí variant per tal de realitzar els calculs.
(b) Activitat de l'enzim predita genéticament segons Benhamou et al. (Benhamou et al., 1998).
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Taula 14.5. OR ajus+ades (la categoría de referencia és la de presumíblement menor risc).

OR ajustada 95%ICGenotips
aGSTM1

Nul + GSTT1 Nul 0.72 0.27-1.92

Positiu + GSTT1 Nul 1

GSTM1a,c

0.56-5.10A + GSTT1 Nul 1.69

0.18-3.97AB+B + GSTT1 Nul 0.85

Nul + GSTT1 Nul 1

GSTM1C

A + GSTT1 Positiu

AB+B + GSTT1 Positiu

0.73 0.41-1.33

0.23-0.980.47

Nul + GSTT1 Positiu 1

GSTM1

Nul + GSTM3 AA 1.61 0.93-2.81

Positiu + GSTM3 AA 1

GSTM1

Nul + GSTP1 AA 1.16 0.62-2.17

Positiu + GSTP1 AA 1

GSTM1

Nul + EPHX1 EXÓ3 AA

Positiu + EPHX1 EXÓ3 AA

1.37 0.71-2.63

1

GSTM1

Nul + EPHX1 EXÓ4 AB+BB

Positiu + EPHX1 EXÓ4 AB+BB

1.09 0.48-2.48

1

EPHX1 EX03a

AA + GSTM1 Nul 1.39 0.75-2.25

AB+BB + GSTM1 Nul 1

EPHX1 EX03a

AA + GSTT1 Nul 0.69 0.26-1.80

AB+BB + GSTT1 Nul 1

aEPHX1 EX03

AA + GSTM3 AA 1.39 0.81-2.39

AB+BB + GSTM3 AA 1
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Taula 14.5. Continuado.

OR ajustada 95%ICGenotips

EPHX1 EX03a
AA + GSTP1 AA
AB+BB + GSTP1 AA

1.27-4.662.43
1

GSTP13 i EPHX exó3a
AA/AB+BB 1

0.76-2.89

0.87-3.14

1.19-4.41

1.48AB+BB/AA

1.65AB+BB/AB+BB

2.29AA/AA
aEPHX1 EX04

AA + GSTM1 Nul
AB+BB + GSTM1 Nul

1
0.46-1.730.89

EPHX1 EX04a
AA + GSTT1 Nul 1

0.37-2.400.93AB+BB + GSTT1 Nul

EPHX1 EX04a
AA + GSTM3 AA

AB+BB + GSTM3 AA

1

0.69-2.201.23

EPHX1 EX04a
AA + GSTP1 AA

AB+BB + GSTP1 AA

1

1.09 0.56-2.15

Activitat mEHb
Alta + GSTM1 Nul

Intermédia + GSTM1 Nul

Baixa + GSTM1 Nul

0.56-3.18

0.81-3.24

1.33

1.62

1

Activitat mEHb
Alta + GSTT1 Nul

Intermedia + GSTT1 Nul

Baixa + GSTT1 Nul

0.18-2.78

0.50-4.94

0.70

1.57

1

Activitat mEHD

Alta + GSTM3 AA

Intermédia + GSTM3 AA

Baixa + GSTM3 AA

0.72-3.46

0.87-2.89

1.58

1.58

1

Activitat mEHb
Alta + GSTP1 AA

Intermédia + GSTP1 AA

Baixa + GSTP1 AA

I

1.05-7.64

1.17-5.14

2.83

2.45

1

(a) S'han agrupat els heterozigots i els homozigots de l'al-lel variant per tal de realitzar els cálculs.
(b) Activitat de l'enzim predita genéticament segons Benhamou et al. (Benhamou et al., 1998)
(c) La categoría de referencia és la combinado que inclou el genotip nul.
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Les distribucions de freqüéncies que • presenten diferencies estadísticament

significatives entre els casos i els Controls són les combinacions GSTM1 i GSTT1

positiu, GSTM1 (positiu i nul) i GSTM3*A/GSTM3*A i EPHX1 exó3 i
GSTP1*A/GSTP1*A. D’altres combinacions presenten están al llindar de la

significado estadística com és el cas de GSTM1 nul i EPHX1 exó3 AA, de EPHX1
exó3 i GSTM3*A/GSTM3*A i de GSTP1*A/GSTP1*A i activitat de la mEH predita

genéticament.

Peí que fa a les OR ajustades s’observa un possible efecte protector significatiu
estadísticament per la combinado GSTM1AB+B i GSTT1 positiu respecte a la
combinado GSTM1 nul + GSTT1 positiu.
El cálcul de les OR ajustades de la combinado EPHX1 exó3 i GSTP1 prenent com a

categoría de referencia a la combinació de menor risc que en aquest cas és
GSTP1AA i EPHX1 exó3 AB+BB, dona com a resultat un augment del risc associat
a la combinació GSTP1AA i EPHX1 exó3 AA amb una OR de 2,29 (IC 95%=1,19-

4,41).
Prenent com a referéncia el risc de l’activitat baixa (categoría que en principi té el
menor risc associat), s’observa el doble de risc de cáncer de pulmó (significatiu

estadísticament) si es posseeix una combinació de genotips de EPHX1 que

prediuen una activitat intermédia i alta per l’enzim en aquells individus que són
GSTP1 *A/GSTP1 *A.

14.2. ESTUDI CONSIDERANT NOMÉS LA POBLACIÓ

MASCULINA

Es considera la distribució deis diferents polimorfismes en els casos i en els

Controls, així com la distribució de l’activitat de l’epóxid hidrolasa predita

genéticament, la combinació de genotips deis polimorfismes EPHX1 a Pexó3 i
GSTP1 i la combinació de l’activitat de la mEH i el polimorfisme GSTP1. Tots els
resultáis es presenten a la taula 14.6:
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Taula 14.6. Distribució de freqiiéncies entre els casos ¡ els Controls.
5 g.l. pCASOS

n (%)

CONTROLS

n (%)

Genotips X

GSTM1

0.0568 (42)
94 (58)

90 (52.6)
81 (47.3)

3.79 1Positiu

Nul

GSTM1

Nul 94 (58) 81 (47.3)

47(29) 54(31.6)

2(1.2) 9(5.3)

19(11.7) 27(15.8)

0.077.06 3A

AB

B

GSTM13

Nul 94 (58) 81 (47.3)

47(29) 54(31.6)

21(25.3) 36(21.1)

A 5.16 2 0.08

AB+B

GSTT1

Positiu 124(76.5) 132(77.2)
38 (23.4) 39 (22.8)

0.02 1 0.89

Nul

GSTM3

AA 117(72.2) 114(67.0)
42 (25.9) 51 (30.0)

3(1.8) 5(3.0)

AB 1.22 2 0.54

BB

GSTM3*

117(72.2) 114(67.0)
45 (27.7) 56 (33.0)

AA 1.04 1 0.31

AB+BB

GSTP1

AA 81 (50) 83 (48.8)
61 (37.6) 68 (40.0)

20(12.3) 19(11.1)

AB 0.24 2 0.88

BB

EPHX1exó3

AA 91 (56.2) 73 (42.7)
62 (38.2) 85 (49.7)

9(5.5) 13(7.6)

AB 6.06 2 0.04

BB

EPHX1exó4

AA 113(69.7) 112(65.5)

48(29.6) 53(31.0)
1 (0.6) 6 (3.5)

3.58 2 0.17

AB

BB



Resultáis 165

Taula 14.6. Continuado.

2
g.l. PCASOS

n (%)

CONTROLSGenotips X

n (%)

EPHX1exó4

0.69 1 0.41AA 113(69.7) 112(65.5)
49 (30.2) 59 (34.5)AB+BB

Activitat mEH

Alta 30(18.5) 27(15.8)
79 (48.8) 78 (45.6)
53 (32.7) 66 (38.6)

1.34 2 0.51

Intermédia

Baixa

GSTP1 iEPHX1exó3

AB+BB/AA 39(24) 37(21.8)
42 (25.9) 50 (29.4)
52 (32.1) 35 (20.6)

29(17.9) 48(28.2)

AB+BB/AB+BB 8.57 3 0.04

AA/AA

AA/AB+BB

Activitat mEH i

GSTP1

Alta/AB+BB

Alta/AA

Intermédia/AB+BB

Intermédia/AA

Baixa/AB+BB

15(9.2)
15 (9.2)
33 (20.4)
46 (28.4)
33 (20.4)
20 (12.3)

16 (9.4)
11 (6.5)
38 (22.3)
39 (22.9)
33 (19.4)
33 (19.4)

4.57 5 0.47

Baixa/AA

(a) S’agmpen els genotips AB i BB en un sol grup (AB+BB), ja que el nombre d’individus en alguna
de les caselles és inferior a 5.

La distribució de les freqüéncies entre els casos i els Controls presenta diferencies
estadísticament significatives en el cas del polimorfisme EPHX1 exó3 i la
combinado GSTP1 i EPHX1 exó3. La distribució del polimorfisme al gen GSTM1
está al (lindar de presentar diferencies estadísticament significatives.

Aqüestes observacions están d’acord amb les fetes considerant tota la poblado,
únicament es troba variado en el fet que la distribució del polimorfisme del gen
EPHX1 a I’exó3 considerant tota la . poblado no presentava diferencies
estadísticament significatives entre casos i Controls i quan es considera només la

poblado masculina sí.
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Taula 14.7. OR ajustades associades a aquests polimorfismes i combinacions de

polimorfismes.

IC (95%)Genotips OR ajustada

GSTMT

Positiu 1

0.83-2.13Nul 1.33

GSTM1D

1Nul

0.52-1.51

0.04-1.11

0.33-1.35

A 0.88

AB 0.21

0.67B

GSTMi

Nul 1

A 0.52-1.51

0.29-1.08

0.89

AB+B 0.55

GSTT1C

Positiu 1

Nul 1.03 0.59-1.79

GSTM3ac

AA 1

AB+BB 0.87 0.52-1.44

GSTP1 c

AA 1

AB 0.98 0.60-1.63

0.52-2.47BB 1.14

EPHX1exó3c

AA 1

AB 0.67 0.41-1.09

0.20-1.41BB 0.53

EPHX1 exó4ac

AA 1

AB+BB 0.94 0.57-1.55

Activitat mEHa

Alta 1.39 0.71-2.77

0.76-2.15Intermédia

Baixa

1.28

1
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Taula 14.7. Continuado.

IC (95%)OR ajustadaGenotips

GSTP1 i EPHX1 exó3a
AB+BB/AA

AB+BB/AB+BB

0.82-3.29

0.77-2.9

1.15-4.56

1.65

1.49

2.29AA/AA

AA/AB+BB 1

Activitat mEH i GSTP1a
Alta/AB+BB

Alta/AA

Intermédia/AB+BB

Intermédia/AA

Baixa/AB+BB

Baixa/AA

0.69-4.67

0.89-7.4

0.73-3.52

1.09-5.06

0.93-4.66

1.80

2.57

1.6

2.34

2.10

1

(a) S’agrupen els genotips AB i BB en un sol grup (AB+BB), ja que el nombre d’individus en alguna
de les caselles és inferior a 5.
(b) La categoría de referencia és el genotlp nul.
(c) La categoría de referencia és el genotip salvatge, així veurem el risc associat a les variants

genotípiques.
(d) La categoría de referencia és la de menor risc.

La combinado GSTP1AA i EPHX1 exó3 AA representa un risc elevat (OR=2,29,

IC(95%)=1,15-4,56) respecte a ser GSTP1AA i EPHX1 exó 3 AB+BB.
Peí que fa a la combinado activitat mEH i polimorfisme GSTP1 s'observa que

l'activitat alta i el genotip GSTP1 AA van associats a un augment considerable del
risc malgrat que no és significatiu, la OR ajustada associada a la combinado
activitat intermédia i GSTP1 AA sí que és significativa i comporta també un augment
del risc, encara que no tant elevat com la combinado anterior. Aquests resultats no

es diferencien gaire deis obtinguts per les mateixes combinacions considerant tota
la poblado, l'únic que en la combinado activitat alta i GSTP1 AA en el cas de tota la

poblado la seva OR és significativa.

14.3. ESTUDI DE LA INTERACCIÓ AMB EL TABAC

Es defineixen ara dos subgrups dins de la mostra, dividits en fundó de la dosi de

tabac a la que han estat exposats, de manera que es consideraran separadament
els que tenen menys de 50PY i els que tenen igual o més de 50PY.;
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Taula 14.8. Distribució de freqüéncies genotípiques entre casos i Controls en la poblado
fumadora de menys de 50PY.

2 g.l. PCONTROLSGenotips CASOS X

n (%) n (%)

GSTM1

1 0.91Positiu 32 (49.2) 64 (50.0)
33 (50.8) 64 (50.0)

0.01

Nul

GSTM1

Nul 33 (50.8)
22 (33.8)
1 (1.5)

9(13.8)

64 (50.0)
36 (28.1)
5 (3.9)
23 (17.9)

1.69 3 0.64A

AB

B

GSTM1a

Nul 33 (50.8) 64 (50.0)
22 (33.8) 36 (28.1)

10(15.4) 28(21.8)

2 0.49A 1.4

AB+B

GSTT1

Positiu 52 (80)
13 (20)

97 (75.8)
31 (24.2)

0.44 1 0.51

Nul

GSTM3

AA 48 (73.8)
16 (24.6)
1 (1.5)

84 (65.5)
38 (29.7)

6(4.7)

AB 2 2 0.37

BB

GSTM3a

AA 48 (73.8) 84 (65.5)

17(26.1) 44(34.4)

1.35 1 0.24

AB+BB

GSTP1

AA 30(46.1) 66(51.9)
25 (38.4) 49 (38.6)

10(15.4) 12(9.4)

AB 1.61 2 0.45

BB

EPHX1exó3

AA 34 (52.3)
29 (44.6)
2 (3.1)

58 (45.3)
62 (48.4)
8 (6.3)

AB 1.41 2 0.49

BB

EPHX1 exó3a

AA 34 (52.3) 58 (45.3)
31 (47.7) 70 (54.7)

0.85 1 0.36

AB+BB
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Taula 14.8. Continuado.

2 g.l. PCASOS

n (%)

CONTROLS

n (%)

Genotips X

EPHX1exó4

AA 42 (64.6) 80 (62.5)
22 (33.8) 44 (34.4)

1(1.6) 4(3.1)

1 0.77AB 0.08

BB

EPHX1 exó4‘

AA 42 (64.6) 80 (62.5)
23 (35.4) 48 (37.5)

0.08 1 0.77

AB+BB

Activitat mEH

Alta 11 (16.9) 21 (16.4)
35 (53.8) 63 (49.2)

19(29.2) 44(34.4)

Intermédia 0.54 2 0.76

Baixa

(a) S’agrupen els genotips AB i BB en un sol grup (AB+BB), ja que el nombre d’indlvidus en alguna
de les caselles és inferior a 5.

En estudis previs del grup ja s’havien considerat aquests valors límits (50PY) (To-
Figueras et al, 1996; To-Figueras et al., 1997), de fet la mitjana deis PY tant en el

grup de fumadors control com en els dos grups de malalts és propera a 50 i per aixó
es considera aquest valor límit. S'intenta veure si el risc associat ais polimorfismes
está condicionat per la historia del fumador, o si aquest risc és el mateix

independentment del que s’hagi fumat.

Cap de les distribucions de freqüéncies genotípiques entre els casos i els Controls

presenta diferéncies estad ísticament significatives.
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Taula 14.9. OR ajustades associades a aquests genotips (poblado de menys de 50PY).

OR ajustada IC (95%)Genotips

GSTMv
Positiu 1

Nul 1.06 0.54-2.07

GSTM1
Nul 1

A 1.05 0.49-2.25

0.04-4.22

0.33-2.28

AB 0.42

B 0.87

GSTM1a
Nul 1

1.05 0.49-2.25A

AB+B 0.78 0.31-1.96

GSTT1b
Positiu 1

Nul 0.31-1.570.69

GSTM3aD
AA 1

AB+BB 0.72 0.34-1.51

GSTP1 0
AA 1

AB 1.11 0.54-2.32

1.01-9.01BB 3.02

EPHX1 exó3ab
1AA

AB+BB 0.65 0.33-1.29

EPHX1 exó4aD
AA 1

AB+BB 1.02 0.51-2.06

Activitat mEHc
Alta 1.39 0.50-3.83

Intermédia 1.71 0.79-3.70

Baixa 1

(a) S’agrupen els genotips AB i BB en un sol grup (AB+BB), ja que el nombre d’individus en alguna
de les caselles és inferior a 5.
(b) La categoría de referéncia és el genotip salvatge.
(e) La categoría de referéncia és la de menor risc.

S'observa un risc significatiu associat al genotip GSTP1 BB respecte al GSTP1 AA,
La resta de genotips no modifiquen el risc.
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Taula 14.10 . Dis+ribució de freqüéncies genotípiques entre els casos i els Controls en la
poblado fumadora d'igual o mes de 50PY.

2
g.l. PCASOS

n <%)

CONTROLSGenotips X

n (%)

GSTM1

0.053.85 142 (37.5)
70 (62.5)

39 (52.0)
36 (48.0)

Positiu

Nul

GSTM1

36 (48.0)
24 (32)
4 (5.3)
11 (14.7)

Nul 70 (62.5)
30 (26.8)
I (0.9)
II (9.8)

0.096.30 3A

AB

B

GSTM13

70 (62.5)
30 (26.8)

12(10.7)

36 (48.0)
24 (32)

15(20.0)

Nul

4.77 2 0.09A

AB+B

GSTT1

0.82Positiu 85 (75.9)
27 (24.1)

58 (77.3)

17(22.7)

0.05 1

Nul

GSTM3a

AA 78 (69.6)
32 (30.4)

53 (71.6)
21 (28.4)

0.08 1 0.77

AB+BB

GSTP1

AA 58(51.8)
42 (37.5)

12(10.7)

35 (47.3)
31 (41.9)
8 (10.8)

AB 0.820.4 2

BB

EPHX1 exó3

AA 63 (56.3)
42 (37.5)
7 (6.25)

35 (46.6)
32 (42.6)
8 (10.6)

AB 2.18 2 0.33

BB

EPHX1exó4

AA 78 (69.6)
32 (28.6)

2(1.8)

54 (72.0)
18 (24.0)
3 (4.0)

AB 1.21 2 0.54

BB

EPHX1 exó4a

AA 78 (69.6)
34 (30.4)

54 (72.0)
21 (28.0)

0.12 1 0.73

AB+BB
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Taula 14.10. Continuado.

2
g.l. PGenotips CASOS CONTROLS

n (%) n (%)

X

Activitat mEH

22(19.6) 12(16.0)

53(47.3) 31 (41.3)
37 (33) 32 (42.7)

Alta

Intermédia

Baixa

1.82 2 0.40

(a) S’agrupen els genotips AB i BB en un sol grup (AB+BB), ja que el nombre d’individus en alguna
de les caselles és inferior a 5.

Taula 14.11. OR ajustades associades a aquests genotips (poblado fumadora d'igual o
mes de 50PY).

Genotips OR ajustada IC (95%)

GSTMT

Positiu 1

1.65Nul 0.89-3.06

GSTM1

Nul 1

A 0.73 0.36-1.47

0.19-1.36

0.4-17.1

0.52AB

B 2.92

GSTM13

Nul 1

A 0.73 0.36-1.47

0.17-1.01AB+B 0.41

GSTT10

Positiu 1

1.17Nul 0.56-2.41

GSTM3ab

AA 1

AB+BB 1.19 0.61-2.34

GSTP1 D

AA 1

AB 0.82 0.43-1.59

BB 0.85 0.31-2.36
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Taula 14.11. Continuado.

IC (95%)Genotips OR ajustada

EPHX1exó3D

1AA

0.79 0.42-1.51

0.17-1.69

AB

0.54BB

EPHX1 exó4aD

1AA

1.14 0.58-2.22AB+BB

Activitat mEHc

1.51 0.62-3.64

0.67-2.6

Alta

Intermédia

Baixa

1.33

1

(a) S’agrupen els genotips AB i BB en un sol grup (AB+BB), ja que el nombre d’individus en alguna
de les caselles és inferior a 5.
(b) La categoría de referéncia és el genotip salvatge.
(c) La categoría de referéncia és la de menor risc.

Cap genotip comporta un augment significatiu del risc.

15. ESTUDI DE LA MODULACIÓ DEL RISC DE

CÁNCER DE LARINGE PELS POLIMORFISMES

DE LES GST I mEH.

15.1. ESTUDI DE TOTA LA POBLACIÓ
Es comparen les freqüéncies obtingudes de cada polimorfisme entre tots els casos

(malalts de cáncer de laringe) i tots els Controls (fumadors sans) i s'estudia si
existeixen diferéncies estadísticament significatives entre les dues distribucions.
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Taula 15.1. Distribucions de freqüéncies entre els casos i els Controls,
2

g.l. PCASOS

n (%)

CONTROLS

n (%)

Genotips X

GSTM13

0.69108(52.7) 103(50.8)

97(47.3) 100(49.2)

0.15 1Positiu

Nul

GSTM10

97 (47.3) 100 (49.2)
61 (29.7) 60 (29.6)
16 (7.8) 9 (4.4)

31(15.1) 34(16.7)

Nul

0.542.14 3A

AB

B

GSTM1

97(47.3) 100(49.2)
61 (29.7) 60 (29.6)

47(22.9 43(21.1)

Nul

0.22 2 0.89A

AB+B

GSTT1C

Positiu 170(82.9) 155(76.3)
35 (17.1) 48 (23.6)

2.72 1 0.09

Nul

GSTM3a

143(70.0) 137(67.8)
54 (26.5) 59 (29.2)
7 (3.5) 6 (3.0)

AA

AB 0.42 2 0.81

BB

GSTP16

AA 101 (49.2) 101 (50.2)

85(41.4) 80(39.8)

19(9.2) 20(10.0)

AB 0.14 2 0.93

BB

EPHX1 exó3r

105(51.7) 93(45.8)
83 (40.9) 94 (46.3)

15(7.4) 16(7.9)

AA

AB 1.44 2 0.49

BB

EPHX1 exó49

142 (69.3) 134 (66.0)
60 (29.3) 62 (30.5)

3(1.4) 7(3.4)

AA

AB 1.85 2 0.39

BB
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Taula 15.1. Continuado.

2 g.l. PCASOS CONTROLSGenotips %

n (%) n (%)

EPHX1 exó4n

0.48142(69.3) 134(66.0)
63 (30.7) 69 (34.0)

0.49 1AA

AB+BB

(a) El genotip nul correspon a GSTM1*0/GSTM1*0.
(b) El genotip nul correspon a GSTM1*0/GSTM1*0, el genotip A a GSTM1*A/GSTM1*0 o
GSTM1*A/GSTM1*A, el genotip AB a GSTM1*A/GSTM1*B i el genotip B a GSTM1*B/GSTM1*0 o
GSTM1 *B/GSTM 1 *B.
(c ) El genotip nul correspon a GSTT1*0/GSTT1*0 i el positiu a GSTT1*1/GSTT1*1 o a
GSTT1*1/GSTT1*0.
(d) El genotip AA correspon a GSTM3*A/GSTM3*A, el genotip AB a GSTM3*A/GSTM3*B, i el genotip
BB a GSTM3*B/GSTM3*B.

(e) El genotip AA correspon a GSTP1*A/GSTP1*A, el genotip AB a GSTP1*A/GSTP1*B, i el genotip
BB a GSTP1 *B/GSTP1*B.

(f) El genotip AA correspon a Tyr113/Tyr113, el genotip AB a Tyr113/His113 i el genotip BB a
His113/His113.

(g) El genotip AA correspon a His139/His139, el genotip AB a His139/Arg139 i el BB a
Arg139/Arg139.
(h) S'agrupen els individus heterozigots i homozigots de l'allel variant ja que en alguna casella hi ha
menys de 5 individus

Taula 15.2. OR ajustades associades a aquests genotips, prenent com a categoría de
referencia el genotip salvatge.

Genotips OR ajustada IC (95%)

GSTM1

Positiu 1

Nul 0.92 0.59-1.43

GSTMv

Nul 1

A 1.03 0.62-1.7

AB 1.6 0.6-4.26

B 1.03 0.55-1.94

aGSTM1

Nul 1

A 1.03 0.62-1.7

0.66-2.03AB+B 1.15

GSTT1

Nul 0.58 0.33-0.99

Positiu 1
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Taula 15.2. Continuado.

Genotips OR ajustada IC (95%)

GSTM3

AA 1

AB 0.94 0.58-1.54

0.26-3.98BB 1.01

GSTP1

AA 1

AB 1.24 0.78-1.97

0.5-2.33BB 1.08

EPHX1exó3

AA 1

AB 0.69 0.44-1.09

0.23-1.37BB 0.57

EPHX1 exó4a

AA 1

AB+BB 0.98 0.61-1.56

(a) S’han agrupat els heterozigots i els homozigots de l’al lel variant per tal de realitzar els cálculs
(b) La categoría de referencia és el genotip nul.

Cap de les distribucions anteriors presenta diferencies estadísticament significatives
entre els casos i els Controls. El genotip GSTT1 nul pot exercir un cert efecte

protector, la resta de polimorfismes estudiats no modulen el risc de cáncer de

laringe de manera significativa.

S'estudia ara l’activitat de la mEH predita genéticament en els casos i els Controls

utilitzant, igual que per l’estudi del cáncer de pulmó, la classificació de Benhamou et

al. (Benhamou et al., 1998).
La distribució de l’activitat no presenta diferencies estadísticament significatives
entre els casos i els Controls (x2= 0,45, amb 2 graus de llibertat i un valor de P de

0,80). Les OR ajustades no són significatives.
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Taula 15.3. Distribució de 1‘activitat de la mEH entre els casos i els Controls ¡ OR

ajustades.

IC (95%)CONTROLS

n (%)

ORActivitat

epóxid hidrolasa

CASOS

n (%) ajustada

75 (36.9) 76 (37.4)
90 (44.3) 94 (46.3)

38(18.7) 33(16.2)

1Baixa

Intermédia 0.76-2.01

0.73-2.58

1.23

1.37Alta

S'estudien ara diferents combinacions entre els gens de les GST i de la mEH (Taula

15.4).

Taula 15.4. Distribució de freqüéncies de combinacions genotípiques entre els casos i

els Controls.

2Genotips Casos Controls g.l. PX

GSTM1

Nul + GSTT1 Nul 15 28 1.94 1 0.16

Positiu + GSTT1 Nul 20 20

GSTM1

A + GSTT1 Nul 13 14

AB+B + GSTT1 Nul 7 6 2.06 2 0.36

Nul + GSTT1 Nul 15 28

GSTM1

A + GSTT1 Positiu

AB+B + GSTT1 Positiu

48 46

40 37 0.12 2 0.94

Nul + GSTT1 Positiu 82 72

GSTM1

Nul + GSTM3 AA 79 76 <0.01 1 >0.95

Positiu + GSTM3 AA 64 61
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Taula 15.4. Continuado.

2
g.l. PGenotips Casos Controls X

GSTM1

0.28 1 0.78Nul + GSTP1 AA

Positiu + GSTP1 AA

51 53

50 48

GSTM1

Nul + EPHX1 EXÓ3 AA

Positiu + EPHX1 EXÓ3 AA

0.01 1 0.934449

56 49

GSTM1

Nul + EPHX1 EXÓ4 AB+BB

Positiu + EPHX1 EXÓ4 AB+BB

<0.01 1 >0.953532

31 34

aEPHX1 EX03

AA + GSTM1 Nul 49 0.97 1 0.3244

AB+BB + GSTM1 Nul 47 46

EPHX1 EX03a

AA + GSTT1 Nul

AB+BB + GSTT1 Nul

0.63 1 0.4322 26

13 22

EPHX1 EX03a

AA + GSTM3 AA

AB+BB + GSTM3 AA

74 1.31 1 0.2562

68 75

EPHX1 EX03

AA + GSTP1 AA

AB+BB + GSTP1 AA

a

57 45 2.85 1 0.09

44 56

GSTP1iEPHX exó3

AA/AB+BB 44 56 2.88 3 0.41

AB+BB/AA 48 46

AB+BB/AB+BB 54 54

AA/AA 57 45

EPHX1 EX04a

AA + GSTM1 Nul

AB+BB + GSTM1 Nul

J65 65 0.09 1 0.76

32 35

EPHX1 EX04a

AA + GSTT1 Nul

AB+BB + GSTT1 Nul

26 29 1.74 1 0.19

9 19
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Taula 15.4. Continuado.

2 g.l. PCasos ControlsGenotips %

n n

EPHX1 EX04a

AA + GSTM3 AA

AB+BB + GSTM3 AA

>0.9593 <0.01 197

46 44

EPHX1 EX04a

AA + GSTP1 AA

AB+BB + GSTP1 AA

68 70 0.09 1 0.76

33 31

Activitat mEH

21 2 0.74Alta + GSTM1 Nul

Intermédia + GSTM1 Nul

Baixa + GSTM1 Nul

18 0.61

38 39

37 43

Activitat mEH

Alta + GSTT1 Nul

Intermédia + GSTT1 Nul

Baixa + GSTT1 Nul

5 11 1.78 2 0.41

21 22

9 15

Activitat mEH

Alta + GSTM3 AA

Intermédia + GSTM3 AA

Baixa + GSTM3 AA

29 22 1.06 2 0.59

62 60

51 55

Activitat mEH

Alta + GSTP1 AA

Intermédia + GSTP1 AA

Baixa + GSTP1 AA

22 12 3.61 2 0.16

46 59

33 39

(a) S’han agrupat els heterozigots i els homozigots de l’al-lel variant per tal de realitzar els cálculs

Cap de les combinacions anteriors presenta diferencies estadísticament

significatives. Es calculen les OR ajustades associades a elles prenent com a

categoría de referéncia la de presumiblement de menor risc.



Resultats180

Taula 15.5. OR ajustades associades a les combinacions de genotips.

OR ajustada 95%ICGenotips

GSTM1

0.18-1.39Nul + GSTT1 Nul 0.49

1Positiu + GSTT1 Nul

GSTM1

0.7-7.4A + GSTT1 Nul 2.28

0.4-6.5AB+B + GSTT1 Nul 1.61

1Nul + GSTT1 Nul

GSTM1

A + GSTT1 Positiu 0.85 0.48-1.50

AB+B + GSTT1 Positiu 1.02 0.55-1.89

Nul + GSTT1 Positiu 1

GSTM1

Nul + GSTM3 AA 1.02 0.61-1.73

Positiu + GSTM3 AA 1

GSTM1

Nul + GSTP1 AA 0.89 0.48-1.64

Positiu + GSTP1 AA 1

GSTM1

Nul + EPHX1 EXÓ3 AA

Positiu + EPHX1 EXÓ3 AA

1.04 0.55-1.93

1

GSTM1

Nul + EPHX1 EXÓ4 AB+BB

Positiu + EPHX1 EXÓ4 AB+BB

1 0.45-2.25

1
aEPHX1 EX03

AA + GSTM1 Nul 1.58 0.83-3.00

AB+BB + GSTM1 Nul 1

EPHX1 EX03a i

AA + GSTT1 Nul 2.27 0.78-6.64

AB+BB + GSTT1 Nul 1
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Taula 15.5. Continuado.

OR ajustada 95%ICGenotips

EPHX1 EX03a

1.34 0.79-2.26AA + GSTM3 AA

1AB+BB + GSTM3 AA
EPHX1 EX03a

1.78 0.96-3.32AA + GSTP1 AA

AB+BB + GSTP1 AA 1

GSTP1 iEPHX exó3

1AA/AB+BB

0.97-3.471.84AB+BB/AA

0.79-2.57AB+BB/AB+BB 1.4

0.96-3.46AA/AA 1.83

EPHX1 EX04a

1AA + GSTM1 Nul

AB+BB + GSTM1 Nul 0.95 0.48-1.85

EPHX1 EXQ4a

AA + GSTT1 Nul 1

AB+BB + GSTT1 Nul 0.33 0.11-1.02

EPHX1 EX04a

AA + GSTM3AA 1

AB+BB + GSTM3 AA 1.16 0.66-2.02

EPHX1 EX04a

AA + GSTP1 AA 1

AB+BB + GSTP1 AA 1.41 0.72-2.76

Activitat mEH

Alta + GSTM1 Nul 1.43 0.61-3.41

Intermedia + GSTM1 Nul 1.58 0.76-3.27

Baixa + GSTM1 Nul 1

Activitat mEH

Alta + GSTT1 Nul 0.73 0.56-3.41

Intermédia + GSTT1 Nul 3.25 0.87-12.06

Baixa + GSTT1 Nul 1
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Taula 15.5. Continuado.

Genotips OR ajustada 95%IC

Activitat mEH

Alta + GSTM3 AA

Intermédia + GSTM3 AA

Baixa + GSTM3 AA

1.43 0.68-3.01

0.71-2.261.26

1

Activitat mEH

Alta + GSTP1 AA

Intermédia + GSTP1 AA

2.85 1.11-7.35

0.66-2.631.32

Baixa + GSTP1 AA 1

(a) S’han agrupat els heterozigots i els homozigots de l’al-lel variant per tal de realitzar els cálculs

El fet de posseir la combinado d’activitat alta i GSTP1*A/GSTP1*A comporta un risc
de 2.85 estadísticament significatiu, respecte a ser activitat baixa i
GSTP1*A/GSTP1*A. S’observa un risc de quasi el doble i al llindar de la significado

per la combinado GSTP1*A/GSTP1*A i EPHX1 exó3AA, respecte a

GSTP1*A/GSTP1*A i EPHX1 exó3 AB+BB. També s’observa un possible efecte

protector per a la combinado EPHX1 exó4 AB+BB i GSTT1 nul al llindar de la

significado estadística.

15.2. ESTUDI CONSIDERANT NOMÉS LA POBLACIÓ

MASCULINA

S'estudia la distribució deis diferents polimorfismes en les dues poblacions, així com
la distribució de l’activitat de l’epóxid hidrolasa predita genéticamente la combinado
de genotips deis polimorfismes EPHX1 a I’exó3 i GSTP1 i la combinado de l’activitat

de la mEH i el polimorfisme GSTP1.
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Taula 15.6. Distribució de freqüéncies entre els casos i els Controls.
2 g.l. PCONTROLS

n (%)

CASOSGenotips X

n (%)

GSTM1

>0.95<0.01 1106(52.5) 90(52.6)
96 (47.5) 81 (47.3)

Positiu

Nul

GSTM1

96 (47.5) 81 (47.3)

60(29.7) 54(31.6)

16(7.9) 9(5.3)

30(14.9) 27(15.8)

Nul

0.771.14 3A

AB

B

a
GSTM1

96 (47.5) 81 (47.3)

60(29.7) 54(31.6)

46(22.8) 36(21.1)

Nul

0.89A 0.23 2

AB+B

GSTT1

Positiu 169(83.7) 132(77.2)
33 (16.3) 39 (22.8) 0.11Nul 2.49 1

GSTM3

AA 141 (70.1) 114(67.0)
53 (26.3) 51 (30.0)
7 (3.4) 5 (3.0)

AB 0.64 2 0.72

BB

GSTP1

AA 100 (49.5) 83 (48.8)

83(41.1) 68(40.0)

19(9.4) 19(11.1)

AB 0.32 2 0.85

BB

EPHX1exó3

AA 104(52)
82 (41)

14(7)

73 (42.7)
85 (49.7)

13(7.6)

3.27 2 0.19

AB

BB

EPHX1exó4

AA 140(69.3) 112(65.5)

59(29.2) 53(31.0)

3(1.5) 6(3.5)

AB 1.87 2 0.39

BB

EPHX1 exó4a

140(69.3) 112(65.5)
62 (30.7) 59 (34.5)

AA 0.61 1 0.43

AB+BB
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Taula 15.6. Continuado.

2
Genotips CASOS

n (%)

CONTROLS g.l. PX

n (%)

Activitat mEH

38 (19)
88 (44)

74(37)

Alta 27 (15.8)
78 (45.6)
66 (38.6)

Intermédia 0.66 2 0.72

Baixa

GSTP1 i EPHX1 exó3

AA/AA 56 (28)
44 (22)
48 (24)
52 (26)

35 (20.6)
48 (28.2)

37(21.8)
50 (29.4)

AA/AB+BB 3 0.254.08

AB+BB/AA

AB+BB/AB+BB

Activitat mEH i

GSTP1

Alta/AA 22(11)
16 (8)
45 (22.5)

11 (6.5)
16 (9.4)
39 (22.9)

43(21.5) 38(22.3)

33(16.5) 33(19.4)
41 (20.5) 33(19.4)

Alta/AB+BB

Intermédia/AA

Intermédia/AB+BB

Baixa/AA

Baixa/AB+BB

2.86 0.725

(a) S’han agrupat els heterozigots i els homozigots de l’al lel variant per tal de realitzar els cálculs

Cap de les distribucions anteriora presenta diferéncies estadísticament

significatives.

Les OR ajustades associades a aquests polimorfismes i a aqüestes combinacions
de polimorfismes es mostren en la següent taula (Taula 15.7). La categoría de
referéncia en els cas de considerar un polimorfisme sol és la del genotip salvatge,
quan s’estudia l’activitat de la mEH s’agafa com a categoría de referéncia la
d’activitat baixa que en principi és la que té menor risc, i en l’estudi de les
combinacions entre activitat mEH i GSTP1 i entre EPHX1 exó3 i GSTP1 s'agafa com

a categoría de referéncia la de menor risc.
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Taula 15.7. OR ajustades associades ais polimorfismes i combinacions de polimorfismes.

IC (95%)OR ajustadaGenotips

GSTM1

1Positiu

0.61-1.50.96Nul

GSTM10

Nul 1

0.98 0.58-1.64

0.54-3.73

0.54-1.99

A

AB 1.41

B 1.04

GSTM1D

Nul 1

A 0.98 0.58-1.64

0.64-2.02AB+B 1.13

GSTT1

1Positiu

0.32-1.00Nul 0.56

GSTM3

AA 1

AB 0.89 0.54-1.46

0.24-3.97BB 0.98

GSTP1

AA 1

AB 1.2 0.75-1.97

0.46-2.14BB 0.99

EPHX1exó3

AA 1

AB 0.65 0.41-1.03

0.46-2.14BB 0.99

EPHX1 exó4a

AA 1

AB+BB 0.98 0.62-1.56

Activitat mEH

Alta

Intermédia

Baixa

1.45 0.76-2.79

1.23 0.75-2.03

1
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Taula 15.7. Continuado.

OR ajustada IC (95%)Genotips

GSTP1¡EPHX1exó3

0.99-3.67

0.97-3.57

0.71-2.45

AA/AA

AB+BB/AA

AB+BB/AB+BB

AA/AB+BB

1.90

1.86

1.31

1

Activitat mEH i GSTP1

1.14-8.08

0.49-3.00

0.69-2.91

0.9-3.82

0.76-3.30

Alta/AA

Alta/AB+BB

Intermédia/AA

Intermédia/AB+BB

Baixa/AB+BB

3.04

1.21

1.42

1.86

1.58

Baixa/AA 1

(a) S'han agrupat els heterozigots i eis homozigots de ral-lel variant per tal de realitzar els cálculs
(b) La categoria de referéncia és el genotip nul.

El genotip GSTT1 nul podría esdevenir un factor protector i les combinacions
activitat mEH alta/GSTP1*A/GSTP1*A i GSTP1*A/GSTP1*A/EPHX1 exó3 AA factors

de risc.

Els resultats obtinguts considerant exclusivament la poblado masculina no

presenten diferéncies importants respecte ais resultats considerant ambdós sexes.

15.3. ESTUDI DE LA INTERACCIÓ AMB EL TABAC

Es divideix a la poblado fumadora en fundó de la dosi de tabac a la que ha estat

exposada. Es comparen les freqüéncies obtingudes per cada polimorfisme i per
l’activitat de la mEH predita genéticament en els malalts i en els Controls i després
es calculen les OR ajustades associades a elles.
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Taula 15.8. Distribució de freqüéncies deis diferents polimorfismes entre els casos ¡ els
Controls en la poblado fumadora de menys de 50PY.

2 g.l. PCASOS CONTROLS

n (%) n (%)

Genotips X

GSTM1

0.271.21 1Positiu 54 (57.5) 64 (50.0)
40 (42.5) 64 (50.0)Nul

GSTM1

40 (42.5) 64 (50.0)
26 (27.6) 36 (28.1)

11(11.7) 5(3.9)

17(18) 23(17.9)

Nul

5.22 3 0.15A

AB

B

GSTM1

Nul 40 (42.5) 64 (50.0)
26 (27.6) 36 (28.1)

28(29.8) 28(21.8)

1.99 2 0.37A

AB+B

GSTT1

Positiu 77 (82) 97 (75.8)

17(18) 31(24.2)

1.20 1 0.27

Nul

GSTM3

AA 66(71.0) 84(65.6)
23 (24.7) 38 (29.7)
4 (4.3) 6 (4.7)

AB 0.72 2 0.69

BB

GSTM3a

AA 66 (71) 84 (65.6)
27 (29) 44 (34.4)

0.71 1 0.40

AB+BB

GSTP1

AA 42(44.7) 66(51.9)
45 (47.8) 49 (38.6)
7 (7.5) 12 (9.4)

AB 1.93 2 0.38

BB

EPHX1exó3

AA 49 (52.7) 58 (45.3)
36 (38.7) 62 (48.4)
8 (8.6) 8 (6.3)

AB 2.17 2 0.34

BB
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Taula 15.8. Continuado.

2 g.l. PGenotips CASOS CONTROLS
n (%) n (%)

%

EPHX1exó4

AA 69 (73.4) 80 (62.5)
23 (24.4) 44 (34.4)
2 (2.1) 4 (3.1)

2.92 2 0.23AB

BB

EPHX1 exó4a

AA 69 (73.4) 80 (62.5)
25 (26.6) 48 (37.5)

2.92 1 0.09

AB+BB

Activitat mEH

Alta 15(16.1) 21(16.4)
43 (46.2) 63 (49.2)
35 (37.6) 44 (34.4)

Intermédia 0.26 2 0.88

Baixa

(a) S’han agrupat els heterozigots i els homozigots de i’al-iel variant per tal de realítzar els cálculs

Taula 15.9. OR ajustades associades a aquests genotips.

Genotips OR ajustada IC (95%)

GSTM1

Positlu 1

Nul 0.84 0.45-1.56

GSTM1

Nul 1

A 0.97 0.47-2.01

0.72-9.92

0.51-2.78

AB 2.67

B 1.19

GSTM1

Nul 1

A 0.97 0.47-2.01

AB+B 1.47 0.69-3.14

GSTT1

Positlu 1

Nul 0.59 0.28-1.26

GSTM3a

AA 1

AB+BB 0.90 0.47-1.74



Resultáis 189

Taula 15.9. Continuado

IC (95%)OR ajustadaGenotips

GSTP1

1AA

0.81-2.90

0.33-3.44

0.53AB

1.06BB

EPHX1exó3

1AA

0.31-1.11

0.36-4.13

0.58AB

1.22BB

aEPHX1exó4

1AA

0.72 0.37-1.39AB+BB

Activitat mEH

1.07 0.43-2.64Alta

Intermédia

Baixa

0.54-2.071.05

1

(a) S’han agrupat els heterozigots i els homozigots de ral-leí variant per tal de realitzar els cálculs

Taula 15.10. Distribució de freqüéncies deis diferents polimorfismes entre els casos i
els Controls en la poblado fumadora d' igual o mes de 50PY.

2Genotips CASOS CONTROLS
n (%) n (%)

g.l. PX

GSTM1

Positiu 54 (48.7) 39 (52.0)

57(51.3) 36(48.0)

0.2 1 0.65

Nul

GSTM1

Nul 57(51.3) 36(48.0)

35(31.5) 24(32.0)
5 (4.5) 4 (5.3)

14(12.6) 11(14.7)

A 0.21 3 0.95

AB

B

GSTM13

Nul 57(51.3) 36(48.0)

35(31.5) 24(32.0)

19(17.1) 15(20.0)

A 0.31 2 0.86

AB+B



Resultáis190

Taula 15.10. Continuado.

2CASOS CONTROLS

n (%) n (%)

g.l. PGenotips X

GSTT1

Positiu 93 (83.8) 58 (77.3)

18(16.2) 17(22.7)

1.22 1 0.27

Nul

GSTM3

AA 77(69.4) 53(71.6)
31 (27.9) 21 (28.4)
3 (2.7) 0 (0)

AB 2.04 2 0.36

BB

GSTM3a

AA 77(69.4) 53(71.6)
34 (30.6) 21 (28.4)

0.11 1 0.74

AB+BB

GSTP1

AA 59 (53.1) 35 (47.3)

40(36) 31 (41.9)

12(10.8) 8(10.8)

AB 0.7 2 0.70

BB

EPHX1exó3

AA 56 (50.9) 35 (46.6)
47 (42.7) 32 (42.6)

7(6.4) 8(10.6)

AB 1.18 2 0.55

BB

EPHX1 exó4

AA 73 (65.8) 54 (72.0)

37(33.2) 18(24.0)
1 (1) 3 (4.0)

AB 3.57 2 0.17

BB

EPHX1 exó4a

AA 73 (65.8) 54 (72.0)
38 (34.2) 21 (28.0)

0.80 1 0.37

AB+BB

Activitat mEH

Alta

Intermédia

Baixa

23 (20.9) 12 (16.0)

47(42.7) 31 (41.3)
40 (36.4) 32 (42.7)

1.04 2 0.59

(a) S’han agrupat els heterozigots i els homozigots de Pal-lel variant per tal de realltzar els cálculs
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Taula 15.11. OR ajustades assodades ais genotips en la poblado fumadora d' igual o mes
de 50PY.

IC (95%)OR ajustadaGenotips

GSTM1

1Positiu

0.57-1.971.06Nul

GSTM1

1Nul

0.51-2.11

0.15-3.11

1.01A

0.69AB

0.32-2.090.82B

GSTM1

1Nul

0.51-2.11

0.34-1.82

1.04A

0.79AB+B

GSTT1

1Positiu

0.29-1.04Nul 0.64

aGSTM3

1AA

1.1 0.56-2.18AB+BB

GSTP1

1AA

0.46-1.75

0.34-2.71

AB 0.89

BB 0.96

EPHX1 exó3

1AA

AB 0.84 0.43-1.61

0.13-1.40.43BB

EPHX1 exó4a

AA 1

AB+BB 1.36 0.69-2.66

Activitat mEH

1.71 0.71-4.15 .

0.69-2.76

Alta

Intermedia

Baixa

1.38

1

(a) S’han agrupat els heterozigots i els homozigots de l’al-lel variant per tal de realitzar els cálculs



VI. DISCUSSIÓ



Discussió 195

16. MÉTODES I FREQÜÉNCIES

A final deis anys 90 es va iniciar un estudi de la susceptibilitat genética ais

carcinógens mediambientals a nivell internacional (GSEC) amb un elevat nombre

d’investigadors participant en aquest projecte (Taioli, 1999). Els estudis publicats fins
a les hores tenien poc poder per detectar associació entre els polimorfismes i una
determinada malaltia degut al reduít nombre de casos i Controls. El primer que es va

fer va ser crear una base de dades amb les freqüéncies deis polimorfismes més
estudiáis en les poblacions control (Garte et al., 2001). Aqüestes freqüéncies poden
ser utilitzades com a control de qualitat per estudis amb un nombre d’individus més

petit, en aquest sentit les freqüéncies deis nostres estudis deis polimorfismes

GSTM1, GSTT1, EPHX1 exó4 i exó3 están d’acord amb les freqüéncies publicades

peí GSEC, validant d’aquesta manera els métodes de laboratori utilitzats.

16.1. MÉTODES

16.1.1. MÉTODE D’ESTUDI DEL POLIMORFISME DEL GEN

GSTM3

S’han estudiat els casos i els Controls peí métode A (Inskip et al., 1995) i peí métode
B. Donat que el resultat obtingut pels dos métodes ha estat el mateix i que les

freqüéncies obtingudes están d'acord amb d'altres publicades en poblado caucásica,
es pot validar el métode B per l’estudi del polimorfisme GSTM3.
El métode B és un métode de lectura rápida deis al iéis i sense cap mena de
confusió ja que relevada resolució de l’acrilamida permet diferenciar perfectament
els 3pb entre els dos al iéis i els genotips AA, AB i BB s’identifiquen amb molta

claredat, en canvi en el métode A si la resolució del gel d’agarosa no és massa bona
dificulta moltíssim la lectura i encara que ho siguí no sempre están tant clars els

genotips. A més el métode B té l’avantatge que no cal purificar el producte de PCR
ni s’ha de fer una reacció de restricció.
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16.1.2. MÉTODES D’ESTUDI DELS POLIMORFISMES DELS

GENS GSTP1 I EPHX1 A L’EXÓ 4

Els métodes PCR-RPLP utilitzats per l’estudi d’aquests dos gens polimórfics GSTP1
i EPHX1 exó4 amb els enzims Alw26l i Rsal respectivament, descrits per Harries et
al. peí que fa a GSTP1, i per Smith et al. el de TEPHX1 exó4, proporcionen uns

resultats clars i reproduíbles i els fan molt adients per l’estudi d’aquests

polimorfismes (Harries etal., 1997; Smith & Harrison, 1997).

16.1.3. MÉTODE D’ESTUDI DEL POLIMORFISME DEL GEN

EPHX1 A L’EXÓ3
L’elevada heterogeneítat de freqüéncies, genotípiques i alléliques, d’aquest

polimorfisme publicades a la literatura podría ser deguda al gran nombre de métodes
emprats peí seu estudi. No tots els métodes donen la mateixa fiabilitat de resultats,
com és el cas del métode A (PCR-RFLP) i métode B (AS-PCR) emprat per nosaltres.
En estudiar el grup de fumadors control i el grup deis malalts de cáncer de pulmó peí
métode A es van obtenir unes freqüéncies en els Controls que no es trobaven en

equilibri de Hardy-Weinberg. Se sap que ha d’existir Tequilibri en les poblacions que
no tenen la malaltia, en el cas deis malalts si aquests no estiguessin en equilibri

podría indicar que possiblement el genotip del gen estudiat está relacionat amb la

susceptibilitat de la malaltia, pero no és el cas. Per tal de confirmar els resultats

obtinguts en els fumadors control peí métode A es va estudiar un segon grup control,
una mostra de poblado general catalana. Els resultats d'aquest segon grup control
van ser unes freqüéncies que tampoc es trobaven en equilibri de Hardy-Weinberg.
Es va tornar a fer l'estudi deis Controls peí métode B i el resultat van ser unes

freqüéncies semblants entre els dos grups control i en equilibri de Hardy-Weinberg.
Es considera que deis dos métodes el més corréete és el métode B (les freqüéncies
genétiques deis Controls obtingudes per aquest métode están en equilibri de Hardy-

Weinberg i d’acord amb les publicades peí GSEC), hi ha una sobreestimado de la

freqüéncia genotípica deis individus homozigots mutants si s’estudia peí métode A.

L'any 2000 Yoshikawa et al. han publicat un treball on descriuen un nou polimorfisme
al codo 119 AAG (lys). Existeix una transido G->A que esdevé silent, ja que el nou
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codo AAA també és lisina (Yoshikawa et al., 2000). Aquest nou polimorfisme es

troba a la zona d’unió de l'oligonucleótid EPO 2 de la PCR descrit per Smith i
Harrison (Smith & Harrison, 1997).

EPO 2

3’5’

5’3’

EP01

Fig. 16.1. Zona d'unió deis oligonucleótids EPO 1 i EPO 2.

Si s'amplia la zona marcada de la figura 16.1. a la figura 16.2. s'observa l’ADN patró

(amb els polimorfismes ais codons 113 i 119) i l’oligonucleótid EP02 que genera una

diana de restricció per l’enzim EcoRV en el cas de l’al leí Tyr113 (5'-GATATC-3'). Si
al codo 113 es troba la C no existeix diana per l’enzim, ja que la nova cadena
sintetitzada será 5’-GATGTC-3’.

Diana de EcoRV

3’ |CTATAG|GAGTGAAGTTCTGATTCTA -5’ ^ EP02
TACCCTCACTTCAAGACTAAGAT -3’

Codo 113 |
5’

Codo 119

C A

Fig. 16.2. Ampliado de la zona d'unió de l'oligonudeótid EPO 2.

Els resultats d’aquest treball (Yoshikawa et al., 2001) indiquen que els al iéis His113

són, tots menys un (311:1), salvatges peí codo 119. El que implicaría l'existéncia
d’un important desequilibri de lligament entre aquests dos al iéis. Els individus

salvatges peí codo 113 (Tyr113) són en un 50% també salvatges peí codo 119, i
l’altre 50% són mutants.
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Segons els autors del treball anterior (Yoshikawa et al., 2001) i d’un nou treball
també japonés (Keicho et al., 2001) si s’utilitzen per a la PCR els oligonucleótids
EP01 i EP02, ral-lel que té la variant del codo 113 s’amplifica preferencialment quan
a l’altre al lel al codo 119 té la substitució G-M. Com a conseqüéncia d’aquest

protocol amb els oligonucleótids EP01 o EP02, sense l’análisi de la seqüéncia, la
meitat deis heterozigots (AB) peí polimorfisme del codo 113 podrien ser classificats
erróniament com a mutants homozigots (BB).

S'aplica ara aquest raonament a l’análisi deis nostres resultáis obtinguts amb el
métode A, suposant també que l’oligonucleótid EP02 híbrida millor amb l’ADN patró
si aquest té 1’al-lel salvatge peí codo 119. Els individus homozigots Tyr113/Tyr113
están ben classificats com a tal, perqué malgrat que pot existir amplificado

preferencial de ral-lel que porti la variant 119 sempre veurem amplificado. En el cas
deis heterozigots Tyr113/His113 és més complicat, ral-lel His113 segurament será
salvatge peí codo 119 i per tant simplificará; l’al lel Tyr113 podrá ser mutant o

salvatge peí codo 119 amb un 50% de possibilitats per cadascun, així si és salvatge
119 simplificará també i l’individu será classificat cbrrectament com a heterozigot

113, pero si ral-lel Tyr113 és mutant 119 no simplificará i l’individu será classificat
com a homozigot His113/His113. Els individus classificats com a His113/His113 són
correctes ja probablement serán salvatges 119 i no tindran problema per amplificar-

se, cal teñir en compte pero que molts individus His113/His113 en realitat són

Tyr113/His113. El problema está en l’estudi deis heterozigots que en un 50% de

vegades estarán classificats erróniament com a homozigots BB.

De fet aquesta hipótesi deis treballs japonesos es confirma en part en els nostres

resultáis, ja que si s’estudien les poblacions peí métode B s'observa que la

freqüéncia deis individus Tyr113/Tyr113 no varia respecte de la métode A, per tant
estaven ben classificats, en canvi si que existeix variado en les freqüéncies deis

heterozigots Tyr113/His113 i deis homozigots His113/His113. Els nostres resultats
no confirmen la freqüéncia del 50% de la variant 119 en el cas de ral-lel Tyr113, ja

que els heterozigots classificats erróniament com a homozigots mutants no

representen el 50% de tots els heterozigots classificats bé. El que s’observa és que
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aproximadament el 50% deis individus homozigots His113/His113 peí métode A són
en realitat heterozigots Tyr113/His113 peí métode B. Aixó pot indicar que les
freqüéncies del nou polimorfisme i el seu desequilibri de lligament poden variar en
funció de la étnia i en caucásics ser diferent que en asiátics. Una posterior

seqüenciació deis al iéis podría esclarir tot aquest tema.

16.2. ESTUDI DE FREQÜÉNCIES

16.2.1. FREQÜÉNCIES POBLACIONALS

La interacció de diferents factors al llarg de l'evolució ha provocat l'existéncia de
diferencies estadísticament significatives entre les diferents étnies peí que fa a les

freqüéncies d'alguns deis polimorfismes estudiáis. És el cas del polimorfisme

GSTM1, la freqüéncia del genotip nul varia del 50% en poblado caucásica fins a un

26% en africans (Garte et al., 2001), o a un 33% en la poblado de l'índia (Sreelekha
et al., 2001). També la freqüéncia del genotip nul del polimorfisme GSTT1 varia, en

poblado caucásica és aproximadament del 20% i en asiátics per exemple és del
47% (Garte et al., 2001). Les freqüéncies genotípiques del polimorfisme EPHX1 en

els exons 3 i 4 també presenten variado.

Aquests factors que intervenen al llarg de l'evolució poden ser les mutacions, la
recombinació, la migració de diferents poblacions cap a una altre poblado amb

freqüéncies géniques diferents (així s’introdueixen gens d’una poblado en una altre)
i l’atzar. També cal teñir en compte l'endogámia que converteix la variado genética
de cada poblado en diferéncies entre poblacions. Per a la majoria de les poblacions
s’assoleix un equilibri entre l’endogámia, la mutació i la immigració.

Nebert proposa dues possibles explicacions peí fet de la variado de freqüéncies
entre diferents poblacions: per una banda poden reflectir la diferent exposició ais
diferents aliments durant l’evolució, per exemple alguns al iéis que confereixen un

avantatge evolucionan en persones exposades a algunes toxines deis aliments; i per
una altre banda les diferéncies entre freqüéncies poden representar la selecció deis
individus més resistents en base a la seva dotado genética (Nebert, 1997).
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Mitjangant la selecció natural deis genotips més favorables es produeixen canvis
dirigits de les freqüéncies al léliques de cada poblado.

16.2.2. DESEQUILIBRI DE LLIGAMENT

El gen EPHX1 es traba situat en el cromosoma 1p11 i els gens GSTM1 i GSTM3 es

traben en tándem en el cromosoma 1p13.3: 5’-GSTM4-GSTM2-GSTM1-GSTM5-
GSTM3-3’. De totes les combinacions possibles entre els gens EPHX1 (exons 3 i 4) i
els gens GSTM1 i GSTM3 només s'ha observat desequilibri de lligament en la
combinació GSTM1 i GSTM3 sent negatiu en la resta de casos: GSTM1 i EPHX1

exó3, GSTM1 i EPHX1 exó4, GSTM3 i EPHX1 exó3, GSTM3 i EPHX1 exó4 i EPHX1
exó3 amb EPHX1 exó4.

Aquests resultats corroboren els obtinguts per Inskip et al. que van trabar

desequilibri de lligament entre GSTM1*A i GSTM3*B en la poblado anglesa (Inskip
et al., 1995). L'explicació més probable per aquest fet és que existeix tant poca
distáncia entre els dos gens que al llarg de l'evolució no han tingut lloc gaires

recombinacions, per tant aquests al iéis podrien ser els que correspondrien ais

parentals ancestrals o bé a l’haplotip més freqüent.

El fet que no s'observi desequilibri de lligament entre al iéis deis gens EPHX1 i
GSTM1 ni entre al iéis del gens EPHX1 i GSTM3 fa pensar que pot ser degut a que

entre ells existeix ja una certa distáncia la qual ha permés que es doni el procés de
recombinació en la meiosi durant l’evolució. El que resulta més sorprenent, degut a
la poca distáncia que els separa, és el fet que entre I’exó3 i I’exó4 del mateix gen

EPHX1 no s'hagi observat desequilibri de lligament.

De manera general cal teñir en compte que el nombre d’individus del nostre estudi
és insuficient per poder afirmar que no existeix desequilibri de lligament entre dos
al iéis, ja que les freqüéncies de les combinacions entre alguns genotips eren tant
baixes que han obligat a considerar els genotips AB i BB junts en molts casos. A
més en el cas del polimorfisme GSTM1 existeix la limitado del métode, ja que no es

pot diferenciar entre GSTM1*A/GSTM1*A i GSTM1*A/GSTM1*0 ni entre
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GSTM1*B/GSTM1*B i GSTM1*A/GSTM1*0. Per últim una altra limitado seria el fet

que no s'ha pogut treballar amb haplotips.

17. ELS POLIMORFISMES DE LES GST I mEH I

LA SEVA RELACIÓ AMB EL CÁNCER DE

PULMÓ I DE LARINGE.

Els gens que codifiquen pels enzims implicats en el metabolisme deis xenobiótics
formen part deis gens encarregats de la integritat genómica juntament amb els de

reparado de l'ADN entre d'altres. Si aquests gens presenten alguna disfundó poden

augmentar les possibilitats de mutació en els gens encarregats de mantenir el
control de la proliferació cel lular i la replicado de l’ADN, afavorint així el procés

cancerigen (Lai & Shields, 1999). L’estudi d’aquests gens és molt interessant des del

punt de vista de la salut pública ja que malgrat la seva baixa penetráncia, les
variants al léliques són molt freqüents entre la poblado (a la inversa de gens com els

supressors de tumors que tenen una elevada penetráncia pero molt baixa freqüéncia
de mutació entre la poblado) el que fa que el risc associat a ells no siguí gens

menyspreable (Bouchardy et al., 2001; Garte, 2001).

17.1. GSTM1

Des de que Seidegard l’any 1985 va associar la deficiéncia en GSTM1-1 amb un

increment del risc al cáncer de pulmó s’han realitzat nombrosos estudis amb
resultáis molt contradictoris.

En els nostres resultats s’observa excés d’individus amb el genotip GSTM1 nul entre
els malalts de cáncer de pulmó i d’individus GSTM1 positiu entre els Controls

(malgrat que aqüestes diferéncies no són estadísticament significatives); en l’estudi
de cáncer de laringe no s'observen aqüestes diferéncies. Es pot pensar que l’efecte

d’aquest polimorfisme en relació al cáncer de pulmó i de laringe és diferent.
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En l'estudi de les OR ajustades s'observa que el genotip nul pot estar associat amb
un lleu augment de risc de cáncer de pulmó OR=1,35 respecte al genotip positiu,
malgrat que l’interval de confianza inclou el valor de 1 i per tant no és significatiu; en
canvi no s'observa efecte en la modulado del risc de cáncer de laringe ja que l'OR
associada a aquest genotip és propera a 1. Si es divideixen els positius en positiu A,
AB i B s’observa en l'estudi de cáncer de pulmó un marcat efecte protector del

genotip positiu AB respecte al genotip nul, en canvi aquest mateix genotip és el que

representa el risc més elevat en el cáncer de laringe tot i que l'OR de 1,6 no és
significativa. En l’análisi on s’agrupen els positius AB i B s’observa que el genotip
AB+B en relació al risc de cáncer de pulmó té un efecte protector i quasi significatiu
OR de 0,54 i interval de confianga de 0,29-1,02; en relació al cáncer de laringe no

s'observa efecte.

Els nostres resultats sobre el risc de cáncer de pulmó están d'acord amb els
resultáis obtinguts per McWilliams et al. (OR= 1,40 peí genotip nul) i amb el de
d’Errico et al. (OR=1,32 peí genotip nul en caucásics). També están d’acord amb els
de Houlston en un estudi sobre el cáncer de pulmó, en el sentit que malgrat
nosaltres obtenim una OR major que la que va obtenir.ell (OR= 1,08 ; IC 95%= 0,97-

1,22) no és significativa (McWilliams et al., 1995; d'Errico et al., 1996; Houlston,

1999).

De fet la GSTM1-1 s'expressa sobretot en fetge i poc en pulmó (Houlston, 1999) aixó

podría explicar la poca relació amb la susceptibilitat al cáncer de pulmó. A més
existeix la possibilitat que el risc petit associat a un genotip concret sigui emmascarat

per interaccions amb altres al iéis polimórfics que codifiquen per altres enzims
metabólics. Per una altre banda el risc associat a GSTM1 es pot explicar per

l’important paper del fetge en el metabolisme deis compostos la vía d’entrada deis

quals ha estat el pulmó. El pulmó está exposat ais carcinógens tant per la part del
lumen com per la part de la sang per la recirculació deis metabólits des del fetge

(Ryberg et al., 1997).
El fet que el genotip que comporta un risc menor en l'estudi del cáncer de pulmó

sigui el positiu AB podría ser degut a que és l’únic que assegura que no hi ha cap

al-lel nul, ja que peí métode d’análisi emprat no és possible saber exactament si el
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genotip positiu A és GSTM1 *A/GSTM1 *A o GSTM1*A/GSTM1*0, ni el B si és
GSTM1*B/GSTM1*B GSTM1*B/GSTM1*0; tenint en compte que posseir genotip nul,
i per tant l’al lel nul, comporta un augment de risc (no significatiu, pero) respecte a

posseir el genotip positiu.

Els resultáis obtinguts en relació al risc de cáncer de laringe no están d’acord amb
els publicats per Hanna et al. que troben una freqüéncia de delecció en els malalts
de cáncer de laringe del 80% i per tant una forta associació entre aquest genotip i el
risc al cáncer de laringe (Hanna et al., 2001). Tampoc están d’acord amb els

obtinguts per Lafuente et al. els quals afirmen que el genotip nul está relacionat amb
el risc a la malaltia (OR=1,9, significativa; Lafuente et al., 1998). Jourenkova-
Mironova et al. també troben una relació entre el genotip nul i el cáncer de laringe

(Jourenkova-Mironova et al., 1998b). Per tant els nostres resultats no confirmen els

publicats amb anterioritat.

L’estudi en poblado masculina dona uns resultats gairebé iguals a l’estudi en tota la

poblado. Aixó és deu al fet de que existeix tant poca representado femenina, tant en
el grup de Controls com en els dos grups de casos, que les freqüéncies deis diferents

genotips queden gairebé inalterades.
En l'estratificació en funció deis PY s’observa que l’efecte del genotip nul en relació
al cáncer de pulmó és més marcat en els individus que tenen igual o més de 50PY,

ja que l'OR respecte al genotip positiu deis individus amb menys de 50PY és de 1,06
i la deis individus amb igual o més de 50PY és de 1,65, malgrat que no és
significativa, superant fins i tot l'OR calculada per a tota la poblado. Aquests
resultats están d’acord amb els publicats per Brockmóller et al. i per Hirvonen et al.
els quals malgrat que els límits de l'estratificació són diferents troben que a mesura

que augmenten els PY augmenta també l’efecte del genotip nul (Brokmóller et al.,
1993; Hirvonen et al., 1993). Els nostres resultats obtinguts en l'estratificació per PY
s'han d'interpretar amb precaució ja que el nombre de casos i de Controls no está

compensat en els dos grups, en el grup de. menys de 50PY existeixen molts més
Controls que casos, i en el cas d'igual o més de 50PY passa al contrari. A més les
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dades deis PY les han aportat els propis malalts o els participants del programa de
deshabituado, amb la subjectivltat que aixó comporta.

17.2. GSTT1

El gen GSTT1 codifica per la protei'na GSTT1-1 que és un homodímer. Existeixen
dos possibles al iéis, l’al lel nul o GSTTrO i l’al lel positiu o GSTT1*1. En el nostre
estudi peí métode analític que s'ha emprat només es pot distingir entre genotip

positiu i genotip negatiu, no es poden saber els heterozigots GSTT1*0/GSTT1*1.

No s’han trobat diferéncies significatives peí que fa a la freqüéncia del genotip nul
entre els casos i els Controls, ni en el cáncer de pulmó ni en el de laringe. Quan es

calculen les OR ajustades associades al genotip nul respecte al genotip positiu el
resultat és que el genotip nul no modula la susceptibilitat al cáncer de pulmó
(OR=0,95, IC 95%=0,56-1,61), mentre que esdevé un factor protector peí que fa al
risc de cáncer de laringe (OR=0,58, IC 95%=0,33-0,99). Aquests resultats no

confirmen els trobats per Hanna et al. ni per Jourenkova-Mironova et al. en uns

estudis sobre el cáncer de laringe (Jourenkova-Mironova et al., 1998b; Hanna et al.,

2001). Sí que confirmen els de Deakin et al. peí cáncer de pulmó (OR=1,15, IC 95%

=0,56-2,36) (Deakin et al., 1996).

Els possibles substrats per GSTT1-1 entre els components del fum del tabac no han
estat totalment identificáis, alguns d’ells sí que es coneixen com l’óxid d’etilé

(classificat per la IARC com a carcinogen humá i un menor component del fum del

tabac). Es possible pero que la GSTT1-1 no estigui involucrada en la
biotransformació deis majors carcinógens presents en el fum del tabac coneguts fins
ara, per exemple els HPA són un substrat poc important per aquests enzims (Landi,
2000), el que explicaría que aquest polimorfisme no estigués implicat en el risc de
cáncer de pulmó. També és possible que. intervingui en la bioactivació d’algun

carcinogen important per l'etiologia del cáncer de laringe.

L’estudi en la poblado masculina ha donat resultats similars ais anteriors pels
mateixos motius que els esmentats peí polimorfisme del gen GSTM1.
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L'estratificació en fundó deis PY en reladó al risc de cáncer de laringe no afecta ais

resultáis, en canvi en el cáncer de pulmó es veu una relació més important entre el

genotip nul i el risc a mesura que augmenta el consum de tabac, malgrat que no és
significativa.

17.3. GSTM3

Els resultats obtinguts de l'estudi d'aquest polimorfisme fan arribar a la conclusió que

per si sol no modula el risc ni de cáncer de pulmó ni el de laringe. Aquesta
observado está d’acord amb la publicada per Jourenkova-Mironova et al. en un

estudi sobre el cáncer de pulmó i amb la publicada per Saarikoski et al., no traben
relació entre aquest polimorfisme i el risc de cáncer de pulmó Jourenkova-Mironova
et al., 1998a; Saarikoski et al., 1998). Els nostres resultats están, pero, en desacord
amb els publicats per Jourenkova-Mironova et al. que traben una OR ajustada de 2

(IC 95%=1,1-3,4) pels genotip AB+BB respecte al genotip AA en el cáncer de laringe

(Jourenkova-Mironova et al., 1999).

El fet que el genotip GSTM3*B/GSTM3*B en el cas del cáncer de pulmó estigui més

representat entre els Controls que entre els casos, amb una freqüéncia gairebé del

doble, fa pensar en un possible efecte protector de l'allel GSTM3*B, la seva OR

ajustada respecte al genotip GSTM3*A/GSTM3*A és de 0,75 pero no és significativa

ja que el seu interval de confianza és de 0,16-3,43. No s'observa aquest possible
efecte protector en l'estudi del cáncer de laringe.

Es va postular la hipótesi que la delecció de 3pb situada a l’intró 6 de l’al-leí
GSTM3*B donava lloc a un motiu de reconeixement del factor de transcripció negatiu
YY1 (Inskip et al., 1995). Més tard altres autors van afirmar que YY1 era un factor de

transcripció positiu (Hayes & Strange, 2000). En un treball realitzat peí nostre grup

(To-Figueras et al., 1999) es va estudiar el motiu de reconeixement del factor de

transcripció YY1, es trobava ais nucleótids 2-12 de l’intró 6, la delecció de 3pb de
l’al lel GSTM3*B es traba situada en els nucleótids 22-24 de la seqüéncia de l’al lel
GSTM3*A, i per tant aquesta delecció no afecta al lloc d’unió de YY1. Proper a la
delecció es traba un possible motiu de reconeixement del factor de transcripció
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HSF1 el qual activa la transcripció deis gens ais que s’uneix, aquest motiu es troba
en els dos al iéis pero la delecció podría afectar a l'afinitat d’unió. També es troba un

altre motiu de reconeixement peí factor de transcripció NF-GMa el qual només es

troba a l’al lel GSTM3*B. Malgrat tot el paper de la delecció de 3pb encara román

incerta.

En l'estudi de la poblado masculina els resultats obtinguts són similars ais obtinguts
en l'estudi de tota la poblado, tant per l'estudi del cáncer de pulmó com peí de

laringe.
Quan fem l’estratificació per nombre de PY en l'estudi del cáncer de pulmó s'observa

que el possible efecte protector de l'al lel GSTM3*B es va perdent a mesura que

augmenten el nombre de PY, en el cas de menys de 50PY l'OR ajustada associada
al genotip GSTM3*B/GSTM3*B és de 0,39 (IC 95%=0,04-3,67) en canvi si el nombre
de PY és igual o superior a 50PY l'OR ajustada es sitúa al voltant de 1. En l'estudi
del cáncer de laringe l'estratificació per nombre de PY no modifica els resultats

obtinguts, el que no está d’acord amb Jourenkova-Mironova et al. ja que traben una

disminució del risc associat a GSTM3*AB o BB en augmentar el consum de tabac

(Jourenkova-Mironova et al., 1999).

17.4. GSTP1

Els nostres resultats indiquen que no existeix cap relació entre aquest polimorfisme i
el risc al cáncer de pulmó o de laringe quan es considera la totalitat de les mostres,
en ambdós casos les OR ajustades són properes a 1. Aqüestes observacions están
d'acord amb les realitzades en dos estudis de cáncer de pulmó (Jourenkova-
Mironova et al. 1998a; Harris et al., 1998) i amb les realitzades en un estudi sobre el
risc de cáncer de laringe (Jourenkova-Mironova et al., 1999). Harries et al. pera van

trabar un increment del risc de cáncer de pulmó associat a l’al lel GSTP1*B (OR=1,9)
malgrat que no era significatiu. Ryberg et al. van observar un augment deis adductes
en l’ADN en els individus amb el genotip GSTP1*B/GSTP1*B (Harries et al., 1997;

Ryberg et al., 1997).
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La GSTP1-1 está ámpliament expressada en teixit epitelial humá normal, i és
particularment abundant en pulmó, esófag i placenta (Watson et al., 1998). Donat
que el residu 105 es traba a prop del centre actiu de l’enzim es va pensar que el seu
polimorfisme podría afectar a la capacitat catalítica de l’enzim, diversos autors van

confirmar aquesta sospita. Es va observar que els enzims que contenen valina a la

posició 105 són en principi set vegades més eficients en la metabolització del BPDE

que els enzims que contenen isoleucina, en canvi són tres vegades menys eficients
en la metabolització del 1-clor-2,4-dinitrobenzé (CDNB) (Hayes & Strange, 2000).
S’ha postulat per tant que els individus amb GSTP1b-1b podrien ser menys

susceptibles ais efectes carcinógens del benzo[a]piré (Saarikoski et al., 1998). Els

nostres resultáis considerant únicament aquest polimorfisme, sense possibles
combinacions amb d’altres no confirmen aquesta hipótesi.

Els resultáis trobats en poblado masculina són similars ais de l’estudi en tota la

poblado.
En estratificar els grups en fundó del nombre de PY es van observar diferéncies
considerables en relació al risc de cáncer de pulmó. El risc augmenta en disminuir el
consum de tabac, així amb un consum superior o igual a 50 PY el risc no es modifica

per aquest polimorfisme pero en considerar el consum menor de 50PY s’observa

que el genotip GSTP1*B/GSTP1*B comportava un risc tres vegades més gran que el

genotip GSTP1*A/GSTP1*A. Els grups queden molt descompensats quan es fa
Pestratificació per PY de manera que en considerar els iguals o majors de 50PY
tenim 112 malalts de cáncer de pulmó i només 74 Controls, i en considerar els
menors de 50PY tenim 65 malalts de cáncer de pulmó i 127 Controls. Per tant
estudis amb un nombre més gran d’individus per cadascun deis grups i més
compensáis serien bons per esclarir el tema.
En considerar el risc al cáncer de laringe no s’observa cap efecte del consum de
tabac, el que está d’acord amb el publicat per Jourenkova-Mironova et al.

(Jourenkova-Mironova et al., 1999).
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17.5. EPHX1 EXÓ 3 I EXÓ 4 I ACTIVITAT DE LA mEH

S’ha postulat que la variant en l’exó 3 dona lloc a una activitat in vitro de Penzim
menor i la variant de l’exó 4 major respecte al genotlp salvatge (Hasset et al.,

1994a). Si tenlm en compte que la mEH, malgrat que en principi és un enzim que pot
desactivar els epóxids generáis per l’acció del citocrom P450 i donar lloc a

dihidrodiols (menys reactius que els anteriors), juga un important paper en l'activació
del benzo[a]piré, es pot suposar que com més disminuida tingui la seva activitat més
lent será el procés de generado de BPDE i per tant el risc al cáncer disminuirá.

S’observa una freqüéncia més elevada del genotip AA en els casos que en els

Controls, per tant l’al-lel Tyr113 podría estar relacionat amb la susceptibilitat a la
malaltia. En calcular el risc associat ais diferents genotips es va observar un efecte

protector de Pal-lel His113 respecte a Pal-lel Tyr113 tant en Pestudi del risc a cáncer
de pulmó, com el de laringe, no significatiu, pero, estadísticament. En canvi no
s’observá cap efecte sobre la modulado del risc de cáncer de pulmó o de laringe peí

polimorfisme en l’exó 4. S’hauria esperat que la variant Arg139 en donar lloc a un

enzim amb més alta activitat tingués associat un risc major que el genotip salvatge.
Els resultats obtinguts indiquen que els polimorfismes al gen EPHX1 per si sois no

están relacionats amb la susceptibilitat al cáncer.

Aquests resultats están d’acord amb els resultats obtinguts per Jourenkova-Mironova
et al. en un estudi de cáncer de laringe en caucásics, que traben una OR ajustada
associada al genotip His113/His113 de 0,5 (IC 95%=0,2-1,1), i una OR ajustada de 1

(IC 95%=0,6-1,8) per la combinado de genotips His139/Arg139 i Arg139/Arg139

respecte al genotip salvatge en tots el casos (Jourenkova-Mironova et al., 2000).
També están d’acord amb Benhamou et al. en un estudi realitzat en caucásics sobre

el risc de cáncer de pulmó, traben una OR ajustada associada al genotip
His113/His113 de 0,53 (IC 95%=0,28-1,03) i a la combinado de genotips

His139/Arg139 i Arg139/Arg139 una OR ajustada de 1,29 (IC 95%=0,80-2,08)
respecte ais genotips salvatges en tots els casos (Benhamou et al., 1998). Smith i
Harrison en un estudi de cáncer de pulmó en caucásics, traben una OR de 1.6 (IC
95%=0.6-4.8) associada al genotip His113/His113, i una OR de 1,4 (IC 95%=0,1-
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13,3) associada al genotip Arg139/Arg139 respecte a l’homozigot salvatge en

ambdós casos (Smith & Harrison, 1997). London et al. a la poblado caucásica de
Los Angeles en relacló al cáncer de pulmó no traben un efecte protector assoclat al

genotip His113/His113 (OR=0.99, IC 95%=0.46-2.14), i traben una mica d'efecte
protector associat al genotip Arg139/Arg139 (OR=0,63, IC 95%= 0,23-1,77) (London
et al., 2000). Els métodes d’estudi deis polimorfismes emprats per Smith i Harrison i

per London et al. són diferents de l’emprat per nosaltres i com ja s’ha comentat

aquest fet és una de les possibles causes de la heterogenei'tat de freqüéncies

genotípiques i al léliques obtingudes i per tant de les OR ajustades associades ais
diferents genotips, malgrat que cap d'elles ni de les nostres és significativa
estadísticament.

En l’análisi de la poblado masculina deis polimorfismes en els exons 3 i 4 del gen
EPHX1 no s’observen diferencies importants ni en el polimorfisme de l’exó 3 ni en el
de l’exó 4 tant per Pestudi del cáncer de pulmó com peí de laringe.

Si s'estratifica per nombre de PY els resultáis del polimorfisme a l’exó 3 no varíen en

funció deis PY en el cáncer de pulmó, pero en el cáncer de laringe s’observa que

pels fumadors de menys de 50PY desapareix aquest possible efecte protector del

genotip His113/His113. En el polimorfisme de l’exó 4 no s’observen diferencies

importants en la modulado del risc ni de cáncer de pulmó ni de cáncer de laringe en

funció deis PY.

Peí que fa a la relació de l’activitat de la mEH predita genéticament i el risc de cáncer
de pulmó o de laringe, s’ha trobat que l'activitat alta i intermedia comporten un risc
més gran que l'activitat baixa, malgrat que aquest risc no és significatiu. Aixó está
d’acord amb el fet que com més elevada sigui l’activitat de l’enzim més rápid será el

procés de bioactivació del benzo[a]piré i per tant s’augmenta el risc de la formado
d’adductes amb l’ADN.

Jourenkova-Mironova et al. han trobat un risc significatiu en l’activitat alta (OR=2,4,
IC 95%=1,1-5,1) i intermédia (OR= 1,7, IC 95%=1,0-3,1) en relació al cáncer de

laringe (Jourenkova-Mironova et al., 2000). Benhamou et al. van observar un risc
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elevat per l’activitat intermedia (OR= 1,68, IC 95%=1,01-2,78) i per Taita (OR=2,66,
IC 95%=1,39-5,07) en relació al cáncer de pulmó (Benhamou et al., 1998). En
ambdós treballs s’ha trobat una associació més forta entre Tactivitat de la mEH i el

risc al cáncer de pulmó o laringe que Tobservada per nosaltres, cal dir que el nombre
d’individus en el nostre estudi és superior al deis dos estudi anteriors, tant peí que fa
ais casos com peí que fa ais Controls i aquest podría ser un factor que expliqués la
variado de resultats. En aquests estudis, així com en el nostre Tactivitat de la mEH
s’ha predit a partir del genotip deis polimorfismes a Texó 3 i 4, pero cal teñir en

compte que els polimorfismes descrits a la regió reguladora 5’ també afecten a les

propietats catalítiques de Tenzim (Raaka et al., 1998) així com d'altres factors, peí

que la relació genotip-fenotip de la mEH considerant només els polimorfismes en els
exons 3 i 4 del gen és una aproximado ja que la realitat d'aquesta relació no está
ben establerta encara.

No existeixen diferencies en els resultats en considerar només la poblado
masculina.

No s'observa modificado del risc en estratificar per consum de tabac ni peí cáncer de

pulmó ni peí de laringe, el que está d'acord amb Benhamou et al. (Benhamou et al.,

1998).

17.6. COMBINACIÓ DE POLIMORFISMES

Donat que en el metabolisme deis xenobiótics intervenen més d’un enzim, cal
valorar com influeixen combinacions de diferents polimorfismes en la susceptibilitat
al cáncer de pulmó i de laringe. Les combinacions que s'han fet han estat en principi
combinacions amb els al iéis que tenien un risc més elevat de cadascun deis gens, o

bé combinacions ja descrites a la literatura.

En les combinacions amb GSTM1 com a categoría de referencia s'ha considerat la
combinado amb GSTM1 positiu, així s'obté el resultat de TOR ajustada associada al

genotip GSTM1 nul i Tal lel de risc, per veure si el fet de teñir GSTMInul potencia el
risc de Tal lel i viceversa.
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La hipótesi de que en principi l’abséncia de GSTM1-1 podría ser compensada per

altres GSTs, i en ser aqüestes codificades pels seus al iéis de risc la protecció no

seria tant eficient i augmentaría el risc de cáncer de pulmó i de laringe no es

confirma en els nostre resultats, ja que cap de les combinacions porta associat un
risc significatiu ni al cáncer de pulmó ni al de laringe, el que está en desacord amb el

publicat peí cáncer de pulmó per Bouchardy et al. que afirmen que el risc associat
ais al iéis de risc deis polimorfismes GSTM3 i GSTP1 augmenta en abséncia de
GSTM1 (Bouchardy et al., 2001). També están en desacord amb Jourenkova-
Mironova et al. que afirmen que el risc de cáncer de laringe associat ais genotips de
GSTM3 augmenta en abséncia de GSTM1 (Jourenkova-Mironova et al., 1999).

Alguns autors havien descrit que l'associació entre les dues deleccions ais gens

GSTM1 i GSTT1 era un factor de risc peí cáncer de pulmó i peí de laringe

(Saarikoski et al., 1998; Hong et al., 2000; Landi, 2000) el que tampoc es confirma
en els nostres resultats. S’observa en l'estudi del cáncer de pulmó un efecte

protector i significatiu per a la combinado GSTM1AB+B i GSTT1 positiu que es

podría explicar peí genotip GSTM1AB+B més que peí GSTT1 positiu.

En estudiar les OR ajustades de les combinacions entre els polimorfismes de les
GST (enzim de fase I) i els de la mEH (enzim de fase II) Túnica combinado amb
resultats estadísticament significatius ha estat la combinado entre els polimorfismes
GSTP1 i EPHX1 a Texó3. S’observa un augment de risc de cáncer de pulmó

(OR=2.29, IC 95%=1.19-4.41) associat a la combinado de genotips GSTP1AA i
EPHX1 exó3AA respecte de GSTP1AA/EPHX1 exó3AB+BB que és la categoría de
menor risc. En l’estudi de cáncer de laringe Taugment del risc es traba associat ais

genotips GSTP1AA/EPHX1exó3AA i GSTP1AB+BB/EPHX1 exó3AA amb la mateixa

intensitat, OR=1.83 i OR=1.84 respectivament, malgrat que les dues son quasi

significativas. Segons alguns autors la variant al lélica EPHX1 Tyr113 presenta una

activitat major que la variant His113, per tant será un enzim més eficient hidratant ais

epóxids generats peí citocrom p450, pera també formará de manera més rápida al

benzo[a]piré-7,8-dihidrodiol que mitjangant l’acció novament del citocrom P450 es

transformará en el BPDE. El BPDE pot ser inactivat per conjugado amb glutatió,
reacció catalitzada entre d’altres isoenzims per la GSTP1-1, la qual en fundó de
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l’aminoácid al codo 105 podría presentar díferents propietats catalítiques, de manera

que la variant GSTP1*A (Valí 05) és menys eficient en la conjugació que la variant
GSTP1*B (Ile105). Per tant si per una banda la generado de BPDE és més rápida i
per una altre la seva inactivació més lenta el riso de cáncer augmenta.

En l’estudi de les combinacions entre l’activitat de la mEH predita genéticament i els

genotips de presumiblement major risc deis polimorfismes de les GST el resultat és

que s’observa un risc elevat i significatiu associat a la combinado activitat alta i
GSTP1 AA, tant peí cas del cáncer de pulmó com peí de laringe, respecte a l’activitat
baixa i GSTP1AA. En l’estudi del cáncer de pulmó també s’observa un augment de

risc, significatiu per a la combinado d’activitat intermedia i GSTP1AA. L'explicació és
la mateixa que abans, l’únic que ara també s'está considerant l’efecte del

polimorfisme a l’exó 4 del gen EPHX1, ja que l’activitat de la mEH estava predita

genéticament a partir deis polimorfismes en els exons 3 i 4 del gen EPHX1.

17.7. CONSIDERACIONS FINALS.
Donada la complexitat del procés de carcinogénesi és possible que determinades
associacions entre combinacions géniques i augment de risc no puguin ser

detectades per estudis d'epidemiologia molecular amb un nombre petit o fins i tot

mitjá de mostres. Aquest podría ser el nostre cas. L'abséncia de riscs significatius
trobats en estudis amb un nombre de mostres limitades no significa necessáriament

que l'associació no existeixi. Grácies a l’esforg de molts laboratoris s’está realitzant
un projecte comú d’estudi deis polimorfismes metabólics (GSEC), un meta-análisi, i
així aconseguir un nombre d’individus analitzats gran que permetin extreure
conclusions més solides. Els nostres estudis s’inclouen en aquest projecte.

Els polimorfismes genétics deis enzims metabólics poden modificar la dosi efectiva
final del carcinogen, són per tant possibles factors moduladors deis efectes

carcinogénics. La interpretado des del punt de vista bioquímic deis resultats

obtinguts del seu estudi en relació al risc de cáncer no és gens fácil ja que cal teñir
en compte que:
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• L'organisme está exposat a un elevat nombre de carcinógens per diferents fonts:
medi ambient, fum del tabac, aliments, medí laboral etc. (Lai & Shlelds, 1999).

• Suposant que un únic carcinogen fos el causant d'un determinat tipus de cáncer
aquest podría ser metabolitzat per varíes vies diferents donant lloc a una varietat
de metabólits, alguns actius i altres inactíus. En princípi, pero, no hi ha un únic

carcinogen responsable sino varis, el fum del tabac per exemple ja és una barreja
de molts compostos carcinógens.

• Un mateix enzim pot estar implicat en l’activació d’un carcinogen i en la
desactivado d’un altre.

• En l’activitat enzimática influeixen, a banda deis factors genétics, d’altres factors.
• La dosi del carcinogen pot ser important per a la valorado del risc associat a un

determinat polimorfisme.
• Existeix coincidéncia parcial de substrats en les GST, per exemple els HPA són

substrat per GSTM1, GSTM3, GSTP1 i poc per GSTT1, pero a banda deis HPA
existeixen més compostos carcinógens metabolitzats per aquests enzims.

• Será el balang activació-desactivació de tots els productes carcinógens que

arriben al nostre eos el que donará o no lloc a l’inici del procés de carcinogénesi.

Els estudis d'epidemiologia molecular futurs en comptes de preguntar-se si un

determinat polimorfisme constitueix un fador de risc per a un tipus de cáncer,
s'haurien de preguntar per a qui un determinat polimorfisme constitueix un factor de
risc al cáncer. El procés de carcinogénesi és un procés amb múltiples etapes en el

que existeixen varíes vies alternatives que poden estar influenciades per múltiples
factors com l'edat, el sexe, els hábits dietétics, el tabaquisme etc., de manera que un

polimorfisme determinat podría esdevenir un factor de risc per a un tipus de cáncer
en individus, per exemple, d'un determinat sexe, edat i grau d'exposició al fum i en
canvi no modular el risc en la resta de la poblado. Per aixó será important considerar
diferents subgrups entre els casos i entre els Controls, el tamany deis quals ha de ser

suficientment elevat com per a que els resultáis obtinguts tinguin la poténcia
adequada per poder valorar el risc (Garte, 20Ó1).
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18. CONCLUSIONS1-El métode d’estudi del polimorfisme GSTM3 per PCR i posterior electroforesi en

poliacrilamida al 20% és un métode fiable i reproduíble i comporta menys error

d’interpretació deis resultats que el métode per PCR-RFLP.2-Existeix una gran heterogeneítat en els métodes d’estudi del polimorfisme EPHX1

a I’exó3 a la literatura i s’observen diferencies entre les freqüéncies genotípiques i
al léliques obtingudes pels diferents métodes. S'han estudiat les nostres

poblacions amb dos métodes diferents, un métode A (PCR-RFLP) i un métode B

(AS-PCR). Les freqüéncies de les poblacions control obtingudes amb el primer
métode no estaven en equilibri Hardy-Weinberg, en canvi sí ho estaven amb el

segon métode coincidint a més a més amb les publicades peí GSEC. Per tant,
hem considerat el métode AS-PCR més válid per l'estudi d'aquest polimorfisme.3-Les freqüéncies relatives deis polimorfismes GSTM1, GSTT1, GSTM3, GSTP1,

EPHX1 exó 3 i EPHX1 exó4 en la poblado control de fumadors sans són les

següents:
• GSTM1: Nul 49,2%

Positiu 50,8%

Positiu A 29,6%

Positiu AB 4,4%

Positiu B 16,7%
• GSTT1: Nul 23,6%

Positiu 76,3%

AA 67,8%

AB 29,2%

BB 3,0%
AA 50,2%

AB 39,8%
BB 10,0%

• GSTM3:

• GSTP1:
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• EPHX1 exó3: AA 45,8%

AB 46,3%

BB 7,9%

• EPHX1 exó4: AA66,0%

AB 30,5%

BB 3,4%

Les freqüéncies géniques deis polimorfismes GSTM3, GSTP1 i EPHX1 exons 3 i
4 es traben en equilibri de Hardy-Weinberg.4-Les freqüéncies deis polimorfismes GSTM1, GSTT1, EPHX1 exó3 i EPHX1 exó4

están d’acord amb les publicades en poblado caucásica peí GSEC. Les

freqüéncies deis polimorfismes GSTM3 i GSTP1 están d’acord amb d’altres

publicades en poblado caucásica per aquests polimorfismes.5-Les freqüéncies d’aquests polimorfismes varíen en fundó de les poblacions

estudiades. S’han comparat les freqüéncies obtingudes per nosaltres amb d’altres

freqüéncies de diferents poblacions publicades a la literatura i s’ha vist que les

freqüéncies del polimorfisme GSTM1 presenten diferéncies estadísticament

significatives amb les de la poblado africana i la de l'índia; les del polimorfisme
GSTT1 amb les de la poblado mexicoamericana i asiática; les del polimorfisme
GSTP1 amb la poblado taiwanesa i afroamericana; les del polimorfisme EPHX1
exó3 amb les de la poblado afroamericana de Los Angeles i poblacions asiátiques
com els xinesos i els japonesos; i per últim les del polimorfisme EPHX1 exó4 amb
les de la poblado xinesa.6-Quan s’estudia el possible desequilibri de lligament entre els diferents al-iels deis

gens GSTM1, GSTM3 i EPHX1 (exons 3 i 4), tots ells situats al cromosoma 1,
únicament en el cas de la combinado entre GSTM1 i GSTM3 es pot rebutjar la

hipótesi de independéncia de les dues distribucions de freqüéncies (P< 0.01).
S'observa dones desequilibri de lligament entre els al iéis GSTM1*A i GSTM3*B.
La proximitat cromosómica podría explicar aquest lligament.
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En la resta de combinacions d’aquests gens no s'ha observat desequilibri de

lligament.

7- Les distribucions de les freqüéncies de cadascun deis polimorfismes estudiats

entre els Controls i els malalts de cáncer de pulmó i de laringe no presenten
diferencies estadísticament significatives.
Les OR ajustades associades a les variants de cadascun deis polimorfismes
estudiats en relació al risc de cáncer de pulmó són les següents (entre paréntesis
s’indica l’interval de confianga del 95%):

GSTM1 nul: 1,35(0,86-2,11)
GSTT1 nul: 0,95(0,56-1,61)
GSTM3 AB+BB: 0,98(0,60-1,59)
GSTP1 BB: 1,28(0,60-2,72)
EPHX1 exó3 BB: 0,52(0,20-1,33)
EPHX1 exó4 AB+BB: 1 (0,63-1,62)

Les OR ajustades en relació al cáncer de laringe són les següents:
GSTM1 nul: 0,92(0,59-1,43)
GSTT1 nul: 0,58 (0,33-0,99)
GSTM3BB: 1,01 (0,26-3,98)
GSTP1 BB: 1,08(0,50-2,33)
EPHX1 exó3 BB: 0,57 (0,23-1,37)
EPHX1 exó4 AB+BB: 0,98(0,61-1,56)

En conseqüéncia no s'ha trobat que cap polimorfisme per si sol modifiqui
significativament la susceptibilitat al cáncer de laringe o de pulmó.

8- En estudiar l'activitat de la mEH predita genéticament a partir deis polimorfismes
en els exons 3 i 4 del gen EPHX1, fent la classificació d'activitat baixa, intermédia i

alta, no s'observen diferencies estadísticament significatives entre les
distribucions de freqüéncies en el grup deis Controls i en els deis malalts de
cáncer laringe i ni de pulmó. I per si sola no modula el risc de cáncer ni de laringe
ni de pulmó.
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relació al sexe.10-En valorar l’efecte d’aquests polimorfismes en la modulado del risc de cáncer
de pulmó i de laringe en fundó de la dosi s'han considerat dos grups: individus

que han estat exposats a menys de 50PY i individus que han estat exposats a

igual o més de 50PY. Exceptuant el polimorfisme del gen GSTP1 no s’observa

que l’efecte deis polimorfismes en el risc de cáncer de pulmó i de laringe sigui
modulat de manera significativa en fundó de la interacció amb el tabac. El genotip
GSTP1*B/GSTP1*B té una OR ajustada associada de 3,02 estadísticament

significativa ja que el seu interval de confianga del 95% és de 1,01-9,01 en el cas
d’individus exposats a menys de 50PY i no té cap efecte en els d'igual o més de
50PY.11-Els nostres resultáis no confirmen la hipótesi postulada per alguns autors els

quals afirmaven que la combinado deis genotips GSTMInul i GSTTInul
augmentava el risc de cáncer de pulmó i de laringe, ja que la OR ajustada
associada a aquesta combinado és de 0,72 (IC 95%= 0,27-1,92) peí cáncer de
pulmó i de 0,49 (IC 95%= 0,18-1,39) peí de laringe.

12-L’única combinado entre els polimorfismes de les GST i mEH amb un risc

significatiu ha estat la combinado GSTP1 i EPHX1 a I’exó3 ja que s'ha trobat una
OR ajustada peí cáncer de pulmó de 2,43 (IC 95%=1,27-4,66) associat al genotip
GSTP1*A/GSTP1*A i EPHX1 Tyr113/Tyr113.
En combinar l’activitat de l'epóxid hidrolasa, predita genéticament, amb els

polimorfismes de les GST s’observa un risc elevat i estadísticament significatiu
associat a la combinado activitat alta i GSTP1*A/GSTP1*A, tant peí cáncer de

pulmó (OR=2,83, IC95%= 1,05-7,64), com peí de laringe (OR=2,85, IC 95%=

1,11-7,35) respecte a l’activitat baixa en ambdós casos. A més peí que fa al risc
de cáncer de pulmó, també la combinado activitat intermédia i
GSTP1*A/GSTP1*A té una OR ajustada significativa: OR= 2,45, IC 95%= 1,17-
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5,14. En la resta de combinacions amb altres GST no s'ha observat modulado del
riso de cáncer de pulmó ni de laringe.

13- Els resultats obtinguts per nosaltres i per altres autors no aconsellen una

traducció i aplicado ¡mmediata en propostes de cribatge genétic preventiu en el

camp de la salut pública. L’epidemiologia molecular és ara per ara un camp

d’investigació obert peí futur amb nous enfocaments on s'estan integrant els

esforgos de nombrosos grups d'investigadors amb l'objectiu principal de la

prevenció de malalties com el cáncer.
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