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RESUMEN

Introduccidn: Entre los factores de riesgo para cdncer laringeo (CL) son relevantes el
consumo de tabaco y alcohol. Estos xenobidticos son metabolizados por un grupo de
enzimas, entre las cuales estan CYP1A1y GSTM1, cuyas variantes polimérficas se pos-
tulan como factores de riesgo para esta enfermedad.

Objetivos: Describir la frecuencia de las variantes de los polimorfismos de CYP1A1y
GSTM1 en un grupo de pacientes diagnosticados con CL. Analizar la posible correlacion
entre las variantes genéticas de ambas enzimas y la presencia de CL. Evaluar la influencia
del habito tabaquico en el riesgo de aparicion de cancer escamoso de laringe en pacien-
tes con genotipos de rigsgo.

Material y método: Se seleccionaron 35 pacientes con CL entre los afios 2000 y 2010
en Servicio de Otorrinolaringologia del HBLT y 124 controles reclutados en el Centro de
Investigaciones Farmacoldgicas y Toxicoldgicas (IFT). A todos los individuos se les regis-
traron datos demogrdficos y extrajo una muestra de sangre para analizar las variantes
polimdrficas de CYP1A1y GSTM1, mediante PCR-RFLP.

Resultados: De un fotal de 35 pacientes 54,3% presentan el genotipo GSTM1 (/) y 17,1%
el genotipo CYP1A1*2A C/C. En el grupo control (n =140) estas frecuencias fueron de 19,35%
¥ 10,48%, respectivamente. Se observa una correlacion entre GSTM1 y el CL, estratificado por
el hébito tabaquico y alcohdlico. No se encontraron relaciones estadisticamente significativas
con el habito alcohdlico y/o tabdquico. No se observaron asociaciones entre la patologia y la
combinacion de genotipos o entre genotipos y el habito tabdquico o alcohdlico.

Conclusiones: Los resultados muestran una asociacion estadisticamente significativa
entre la delecion de GSTM1 (-/-) y el riesgo de presentar CL, lo que refleja el importante
papel que juega esta enzima en la desintoxicacion de compuestos cancerigenos. Sin em-
bargo, se requiere incrementar el niimero de pacientes para establecer apropiadamente la
relacion genético-ambiental que permite adjudicar un papel relevante a estos biomarcadores.

Palabras clave: Cancer de laringe, polimorfismos genéticos, CYP1A1, GSTM1, me-
fabolismo de xenobiéticos.
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ABSTRACT

Introduction: Tobacco and alcohol consumption are recognized risk factors for
squamous cell carcinoma of the larynx. These xenobiotics are metabolized by numerous
enzymes, among which, CYP1A1 and GSTM1 gene polymorphisms have been identified
as risk factors for developing tobacco related cancers as lung and laryngeal carcinomas.
Nevertheless, these polymorphisms have not been studied in Chilean patients with
squamous cell carcinoma of the larynx.

Aim: To describe, for the first time, the frequency of CYP1A1 and GSTM1 gene
polymorphisms in Chilean patients with squamous cell carcinoma of the larynx.

Material and method: We conducted a case-control study. The case group consisted
of 35 Chilean patients with squamous cell carcinoma of the larynx; the control group was
formed by 124 Chilean subjects without cancer diagnosis. Demographic data as age, sex
and quantification of tobacco smoking and alcohol consumption were recorded in all
individuals. CYP1A1 and GSTM1 gene polymorphisms were evaluated by polymerase
chain reaction and restriction enzymes (PCR-RFLP).

Results: The frequency of CYP1A1*2A C/C genotype was 54, 3% among laryngeal
cancer patients and 17, 1% among control subjects. The frequency of GSTM1 (-/-) genotype
was 19, 35 % among laryngeal cancer patients and 10, 48% among control subjects. There
were no statistically significant relationships between this gene polymorphisms and tobacco
smoking or alcohol consumption. There were no associations between the presence of
both gene polymorphisms in the same individual and the presence of laryngeal cancer.
Interestingly we found an OR of 8.69 (Cl 2.90 to 26.01) for GSTM1 (-/-) polymorphism and
laryngeal cancer, stratified by fobacco smoking and alcohol consumption.

Conclusions: Our work shows that the deletion of GSTMT could be an important risk
factor for squamous cell carcinoma of the larynx in Chilean patients. This finding reflects
the important role that detoxification of carcinogenic compounds plays in Chilean
population. However, itis necessary to increase the number of studied patients to properly
establish the genetic-environmental relationship ascribed to these biomarkers.

Key words: Carcinoma of the larynx, xenobiotics, CYP1A1, GSTM1, gene polymorphisms.

INTRODUCCION

El cancer de laringe es la tercera causa de cancer de
cabeza y cuello, constituyendo el 25% de ellos,
siendo el tipo mas frecuente el espinocelular, con
95% del total de canceres de laringe'. Afecta
principalmente a hombres, en proporcion de 7-10:1
respecto de las mujeres’.

Su tratamiento suele ser bastante agresivo
dada la consulta tardia que presenta la poblacién
chilena'. En estos casos, el tratamiento esta referi-
do al uso de radioterapia mas cirugia, siendo esta
Gltima muy mutilante, dando importancia principal-
mente a la prevencién y pesquisa precoz de 10s
pacientes susceptibles. Se ha demostrado que este
cancer presenta una fuerte asociacién a consumo
de tabaco y en menor medida al alcohol?*. A pesar

de esto, no todos los pacientes tabaquicos desarro-
llan la patologia, por lo que deben existir factores
intrinsecos que modulan el efecto final. Dentro de
los factores predisponentes a cancer descritos en
la literatura internacional, destacan las enzimas de
biotransformacién, fundamentales en la desintoxi-
cacion de xenobiéticos, incluyendo agentes carci-
nogénicos®s,

Las enzimas de biotransformacion constituyen
las rutas de metabolizaci6n de xenobidticos y se
dividen en Fase | 'y Fase Il. La primera corresponde a
las reacciones de oxidacion, reducci6n e hidrolisis,
aumentando la hidrofilicidad del compuesto con
objeto que sea excretado. Si esta fase no es suficien-
te es posible que el metabolito obtenido de la Fase |
ingresa a la Fase Il, que corresponde principalmente
a conjugaciones con sustancias enddgenas como el
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acido glucurénico, aminoacidos, &cidos grasos,
glutatién, grupos metilo, sulfato o acetato, provo-
cando la inactivacion de dichos metabolitos y facili-
tando de esta manera su excrecion’.

Dentro de las enzimas de fase | involucradas,
destacan la citocromo P450 CYP1A1 y entre las de fase
Il la glutation-S-transferasa GSTM1, ambas
involucradas en la carcinogénesis asociada a exposi-
cion a hidrocarburos arométicos policiclicos (HAPs- Ej.
Benzo(a)pireno), nitrosaminas y dioxinas, toxicos
precancerigenos presentes en el humo del tabaco®®
(Figura 1). Muchas de estas enzimas son polimorficas,
lo que determina diferencias en la metabolizacion, y por
ende, diferencias personales en la susceptibilidad a
contraer cancer de laringe ante la exposicion a estos
carcinogénicos.

En el dmbito internacional existen diferentes pu-
blicaciones que han tratado de correlacionar diversos
polimorfismos con cancer de via aéreo-digestiva
superior, con diversos resultados®'™. Sin embargo,
estos estudios no son extrapolables a la poblacion
nacional dada sus caracteristicas étnicas'™®. Estos ya
han sido correlacionados con cancer en via aero-
digestiva superior, pulmén y prostata en la poblacion
chilena'>". Debido a lo anterior, existe la necesidad de
estudiar alguna correlacién con el cancer de laringe
en la poblacion chilena, dado el alto nivel de tabaquis-
mo existente entre nuestros jévenes, potenciales
portadores de cancer de laringe en el largo plazo.

Las variantes polimérficas a estudiar correspon-
den al cambio nucleotidico T3801C en la regién 3’ de

poli-adenilacién del gen CYP1A1 que conduce a una
variante de mayor expresion de la enzima. Por su
parte, la variante de GSTM1 corresponde a una
delecion homocigota del gen completo de esta enzi-
ma'. En los Gltimos afios mudltiples estudios, han
mostrado la influencia en la susceptibilidad a cancer
escamoso de laringe de los polimorfismos en los
genes del citocromo P450, en especial CYP1A1%,

OBJETIVO

Con estos antecedentes se plantea que las variantes
polimérficas de las enzimas CYP1A1 y GSTMH1,
participantes en el proceso de biotransformacion de
hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs),
compuestos precancerigenos del tabaco, influencian la
susceptibilidad a la aparicion de cancer de laringe por
exposicion a estos compuestos. Dicha hip6tesis sera
abordada mediante la determinacion de los diferentes
genotipos de los polimorfismos de *2A y -/- de las
enzimas CYP1A1 y GSTM1, respectivamente, en
pacientes con cancer de laringe (CL) e individuos control.

MATERIAL Y METODO
Reactivos y experimentos

Para la extraccion de sangre periférica se utilizaron
tubos con EDTA como anticogulante (BD
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Figura 1. Enzimas de biotransformacion y su papel en el metabolismo de hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPS).
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Vacutainer®, EE.UU). La determinacion de grupos
sanguineos se realizd con un kit comercial
(BioClone®, ABO Pharmaceuticals, EE.UU). Para la
purificacion del ADN se utilizé un sistema comercial
de purificacion de ADN genémico de sangre
periférica (High Pure PCR Template Preparation Kit,
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania).
Para las PCRs se utilizaron partidores especificos
(sintetizados por /nvitrogen, Brasil), H,0 DPC
(Invitrogen, Brasil), dNTPs (mezcla de dATP, dTTP,
dGTP y dCTP) (/nvitrogen, Brasil), Tag DNA
Polymerase Recombinante (Invitrogen, Brasil) con
su tampdn de reaccién 10X (Tris-HCI 200 mM (pH
8), KCI 500 mM), MgCl, 500 mM (/nvitrogen, Brasil).
En el estudio de PCR-RFLP se utiliz6 la enzima de
restriccion Mspl (Fermentas, Hanover, EE.UU). Para
la visualizacion de los fragmentos de restriccion se
utilizaron los marcadores de peso molecular 100-
1000 pb HyperladderIVy 1000-10000 pb MassRuler
High Range (Bioline, Taunton, MA, EE.UU) en geles
de agarosa y poliacrilamida (Bioline, Taunton, MA,
EE.UU) con bromuro de etidio (/nvitrogen, Brasil).
Para la electroforesis de agarosa se utilizd el tampén
Tris-borato (TBE) 1X (Tris 89 mM (Winkler, México),
acido barico 89 mM (Winkler, México), EDTA 0,5 M
pH 8 (Winkler, México) y para la electroforesis
vertical se utilizé gel de poliacrilamida (acrilamida
30% (Winkler, México), Tris HCI 1,5 M pH 8 (Winkler,
México), persulfato de amonio (Winkler, México) y
TEMED (Merck, Alemania). El tap6n de corrida
utilizado fue Tris 0,025M (Winkler, México) - Glicina
0,192 M pH 8 (Winkler, México).

Las muestras se procesaron por medio de la
técnica de PCR-RFLP. Brevemente, el gen CYP1A1
se amplifica bordeando su sitio Msp1 por medio de
los partidores C44 y C47, los cuales producen un
fragmento de 340 pb. El polimorfismo del gen
GSTM1 se determin6 por medio de los partidores
descritos por Ambrosone y cols®, cuyo producto
es un fragmento de 273 pb. El genotipo nulo se
determina por medio de la ausencia de este pro-
ducto en electroforesis en gel de agarosa al 2%.

Digestién por enzimas de restriccion (RFLP):
Los productos de la amplificacion de CYP1A1 se
digieren por medio de la enzima de restriccion
Msp1. Los pacientes positivos para la variante C de
este polimorfismo presentan una digestion del
producto de la PCR, con lo que se obtiene dos
fragmentos; el mayor de 200 pb y el menor de 140

10

pb, al ser separados por medio de electroforesis en
gel de agarosa al 2%.

Diseiio del estudio

El presente trabajo es un estudio caso-control,
realizado en el Servicio de Otorrinolaringologia del
Complejo Asistencial Barros Luco en colaboracion con
el Laboratorio de Carcinogénesis Quimica y
Farmacogenética (CQF) del Centro de Investigaciones
Farmacoldgicas y Toxicoldgicas (IFT) de la Facultad
de Medicina de la Universidad de Chile.

Pacientes y controles

Se incluyeron en este estudio de tipo caso-control,
pacientes de las siguientes caracteristicas:

Casos: 35 pacientes adultos atendidos en el
Servicio de Otorrinolaringologia del Complejo
Asistencial Barros Luco, con diagndstico de cancer
escamoso de laringe con confirmacion histolgica
diagnosticados en los tltimos 10 afios. Los criterios
de exclusién fueron: diagnostico de cancer de larin-
ge no escamoso, sospecha de cancer de laringe no
confirmado histoldgicamente y solicitud explicita del
paciente de no participar en este estudio.

Controles: 124 pacientes adultos sin antecedentes
de cancer de laringe reclutados en el Centro de
Investigaciones Farmacoldgicas y Toxicoldgicas, los
cuales debian cumplir con los criterios de exclusion e
inclusion de acuerdo los protocolos internos del labo-
ratorio CQF, para el reclutamiento de voluntarios sanos.

Se solicitd a todos los pacientes en estudio, la firma
de consentimiento informado para este procedimiento,
el cual se realiz6 estrictamente de acuerdo a lo
éticamente aceptado internacionalmente (Protocolo de
Helsinki). Este proyecto fue aprobado por el Comité de
Etica del Hospital Barros  Luco-Trudeau.
Adicionalmente, se confecciond una ficha tipo donde se
registraron datos como edad, sexo, edad de inicio de
uso de tabaco, frecuencia del habito tabaquico, indice
de tabaco (Brikman)?', consumo de alcohol (valor de
corte =280 y 168 gramos por semana en hombre y
mujer, respectivamente), y otras drogas, antecedentes
familiares de cancer de laringe y/o pulmén, patologia
asociada, antecedentes clinicos: estadio al momento del
diagnéstico, conducta biolégica del tumor.

Se reclutaron un total de 35 pacientes adultos,
con diagnostico de cancer escamoso de laringe
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con confirmaci6n histoldgica y 124 controles: vo-
luntarios adultos sin antecedentes de céncer de
laringe reclutados en el CQF.

Alos individuos seleccionados para este estudio se
les realizd una extraccion de una muestra de sangre
periférica para la extraccion de ADN de linfocitos
periféricos. Esta muestra se almacené en &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA) como anticoagulante
seg(in los protocolos del CQF hasta su andlisis.

Este proyecto cont6 con el financiamiento de la
Sociedad Chilena de Otorrinolaringologia, Medicina
y Cirugia Cabeza y Guello.

Determinacion del tamaio de muestra
y andlisis estadistico

Para el célculo del tamafio de la muestra se considerd
un valor aaa (corresponde al riesgo de cometer un
error) de 0,05% y una potencia estadistica de 80%.
Para estimar el riesgo de tener GL individuos
portadores del gen de riesgo C y para este estudio se
establecid un riesgo de 3,5 veces mayor comparado
con los que no poseen en genotipo de riesgo, ello
basado en estudios anteriores de nuestro grupo®°,
Se considerd una razon caso:control de 1:2, es decir
1 caso por cada 2 controles, lo que da un tamafio de
muestra de 46 casos y 61 controles. El tamafio de
muestra fue calculado con el software nQuery4.0.

Para la evaluaciéon de la relacién entre los
polimorfismos genéticos de CYP1A1 y GSTM1, se
realizd un estudio tipo caso-control, utilizando los
programas Epi Info 6.0 y STATA 5.0. Se analizaron
los resultados por medio la prueba de chi cuadrado.

RESULTADOS

Los datos demograficos y de las variantes genéticas
en estudio de los pacientes incluidos se muestran
en la Tabla 1. La poblacién estudiada de casos esta
mayormente formada por hombres y de mayor edad
que los controles. Como era de esperar el hahito
tabaquico es mayor en los casos que en los
controles, encontrandose que mas del 90% (92,6%)
de los casos son consumidores de tabaco, a
diferencia de los controles en donde el habito
tabaquico es menor al 50% (35,4%). No se observan
diferencias en el habito alcohélico entre los dos
grupos. Respecto de las variables genéticas a
estudiar, se observa que la frecuencia del alelo
mutado de CYP1A1 (*2A) es levemente mayor en
los casos asi como también la frecuencia de la
delecion homocigota de GSTM1 (genotipo nulo), sin
asociacion estadisticamente significativa. Un patrén
genotipico representativo se muestra en la Figura 2,
en donde es posible observar las bandas

Tabla 1. Distribucién de las variables estudiadas en los grupos casos y control

Controles Casos
Hombres 54% 88,60%
Edad 50,4 +10,2 63,773
Tabaquismo (pag/afio)
0 64,6% 7,4%
<20 35,4% 24,1%
>20 0% 68,52%
Alcohol 21,77% 25,70%
Frecuencia alélica CYP1A1*2AWT 0,63 0,61
*2A 0,37 0,39
Frecuencia GSTM1*0
Presente 0,64 0,57
Nulo 0,36 0,43

WT= Alelo “wild type” o silvestre.

*2A= Alelo mutado (T/C)

Presente = gen GSTM1 presente (activo)

Nulo = Delecion homocigota de GSTM1 (del/del)
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Figura 2. Patrones electroforéticos de la genotipificacion de 10 pacientes con cancer de laringe.

correspondientes a la presencia del gen GSTM1 (273
pb), las bandas correspondientes al fragmento de
amplificacion de CYP1A1 (340 pb) y sus bandas de
digestion (200 pb y 140 pb) luego de la digestion
con la enzima de restriccion Msp1, lo que denota la
presencia de la variante *2A. El control muestra la
presencia de todas las bandas.

La Tabla 2 muestra un estudio de asociacion entre
la presencia de las variantes genéticas de CYP1A1 y el
riesgo de cancer de laringe en relacion al habito
tabaquico. En la tabla se puede apreciar que en
individuos con genotipo silvestre (WT/WT) el hébito
tabaquico se asocia con el riesgo de presentar la
enfermedad de manera dosis-dependiente. Asi mismo,
es posible observar que la presencia de la variante
mutada (*2A) muestra la misma tendencia, con valores

de riesgo mayor, aunque no significativos estadistica-
mente, indicando un efecto modificador de la variante
sobre el riesgo inducido por el habito tabaquico.

La Tabla 3 muestra el estudio de asociacion
entre la delecion homocigota de GSTM1 y el riesgo
de cancer de laringe, en relacion con el habito
tabaquico. En la tabla es posible apreciar que en
individuos con genotipo silvestre (GSTM1 presen-
te), el habito tabaquico se asocia con el riesgo de
presentar la enfermedad de manera dosis-depen-
diente. Igual que para el caso del alelo mutado de
CYP1A1, la presencia de la variante mutada (nula)
muestra la misma tendencia, con valores de riesgo
mayor, indicando un efecto modificador de la varian-
te sobre el riesgo inducido por el habito tabaquico.

Tabla 2. Asociacion entre genotipos de CYP1A1 y habito tabaquico

Genotipo Habito Casos Controles ORa 1C95% p-value
CYP1 A1 tabaquico

(PAQ/afio)
WT/WT 0 2,0% 27,1% 1
WT/WT <20 9,8% 16,7% 0,13 0,85-192,4 0,08
WT/WT >20 25,5% 0% © _— <0,0001
WT/*2A 0 5,9% 25,0% 3,25 0,29-84,01 0,5828
WT/*2A <20 9,8% 13,2% 10,40 1,07-248,30 0,0397
WT/*2A >20 31,4% 0 © - <0,0001
*2A/*2A 0 0% 24,0% 0 - -
*2A/*2A <20 3,9% 5,7% 9,45 0,59-291,48 0,1760
*2A/*2A >20 11,8% 0 © - <0,0001

WT= Alelo “wild type” o silvestre
*2A= Alelo mutado (T/C)
ORa: Odds Ratio ajustada por edad y sexo
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Tabla 3. Asociacion entre genotipos GSTM1 y habito tabaquico

Genotipo Habito Casos Controles ORa IC 95% p-value
GSTM1 tabaquico

(PAQ/afio)
Presente 0 5,6% 40,1% 1 - -
Presente <20 11,1% 23,4% 0,29 0,71-18,31 0,1573
Presente >20 38,9% 0% 0 - <0,0001
Nulo 0 1,9% 24,5% 0,55 0,02-6,16 1,0000
Nulo <20 13,0% 12,0% 7,81 1,63-42,04  <0,0049
Nulo >20 29,6% 0% © - <0,0001

Presente = gen GSTM1 presente (activo)
Nulo = Delecion homocigota de GSTM1 (del/del)
ORa: Odds Ratio ajustada por edad y sexo

La Tabla 4 muestra un estudio de asociacion entre
la presencia de genotipos combinados de CYP1A1 y
GSTM1, y el riesgo de cancer de laringe, en relacién
con el habito tabdquico. En esta tabla es posible
apreciar que para individuos con genotipo silvestre de
ambas enzimas el habito tabaquico se asocia con el
riesgo de presentar la enfermedad de manera dosis-
dependiente, sin embargo, cuando se analiza este
riesgo considerando la presencia de una o dos
variantes mutadas de CYP1A1 y GSTM1, de manera

heterocigota u homocigota el riesgo se ve aumenta-
do, siendo el riesgo mayor para la asociacion de las
variantes mutadas de ambas enzimas y el consumo
de mas de 20 paquetes de cigarrillos al afio.

DISCUSION

Taly como se muestra en la Figura 1, las enzimas de
biotransformacion de Fase I, CYP1A1 y de Fase II,

Tabla 4. Asociacion entre genotipos combinados (CYP1A1 y GSTM1) y habito tabaquico

Genotipo Genotipo Hébito Casos Controles Ora 1c95% P-value
GSTMA1 CYP1at tabaquico
(Paq 20)

Presente Wt/Wt 0 2,0% 16,7% 1 - -
Presente Wit/ Wt <20 3,9% 9,9% 3,37 0,22-101,15  0,6845
Presente Wt/Wt >20 13,7% 0% 0 - <0,0001
Presente Wt/*2a 0 3,9% 141% 2,37 0,15-70,14  0,9086
Presente Wt/*2a <20 5,9% 8,9% 5,65 0,46-152,87  0,2829
Presente Wt/*2a >20 19,6% 0% 0 - <0,0001
Presente *2a/*2a 0 0 9,4% 0 - -
Presente *2a/*2a <20 2,0% 47% 3,56 0,0-143,19  0,9523
Presente *2a/*2a >20 5,9% 0% 0 - <0,0001
Nulo Wit/ Wt 0 0% 10,4% 0 - -
Nulo Wit/Wt <20 5,9% 6,8% 7,38 0,58-203,43  0,1840
Nulo Wt/Wt >20 11,8% 0% © - <0,0001
Nulo Wt/*2a 0 2,0% 10,9% 1,52 0,00-59,71 0,6592
Nulo Wt/*2a <20 3,9% 4,2% 8,00 0,47-257,91  0,2555
Nulo Wt/*2a >20 11,8% 0% © - <0,0001
Nulo *2a/*2a 0 0 31% 0 - -
Nulo *2a/*2a <20 2,0% 1,0% 16,00 0,0-1089,68  0,3802
Nulo *2a/*2a >20 5,9% 0% © - <0,0001

WT= Alelo “wild type” o silvestre.

*2A= Alelo mutado (T/C)

Presente = gen GSTM1 presente (activo)

Nulo = Delecion homocigota de GSTM1 (del/del)
ORa: Odds Ratio ajustada por edad y sexo
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GSTM1 metabolizan de manera secuencial los agentes
precancerigenos del tabaco, tales como los
hidrocarburos policiclicos arométicos (HAPs), siendo
la enzima CYP1A1 responsable de la formacion del
metabolito activo, y la enzima GSTM1 la responsable
de su eliminacidn biliar. Cuando la enzima GSTM1 no
es capaz de excretar el metabolito activo de HAPS se
produce un aducto en el ADN, el que una vez que
actla el sistema de reparacion puede generar una
mutacién, dando inicio a un proceso tumoral.

El gen CYP1A1 completo ha sido secuenciado y
se ha informado de la existencia de varios alelos. De
éstos, cuatro son los mas estudiados: CYP1A1*2A,
CYP1A1*2C, CYP1A1*3, especifico de las poblacio-
nes de origen africano; y CYP1A1*4, encontrado en
poblaciones alemanas, polacas y turcas’®.

En estudios anteriormente realizados por nues-
tro grupo de investigacion, encontramos una rela-
cion en subgrupos de la poblacién chilena,
mostrando que la etnia juega un papel importante
no sélo en la frecuencia de los alelos, sino también
en la interaccion entre ellos'™. Por otro lado, la
importancia de la variante *2C (ile/val o Ncol) de
CYP1A1 ha sido considerada menor, puesto que al
parecer, no afecta significativamente la actividad
catalitica de la enzima CYP1A1%17,

Por otro lado, la glutatién S-transferasa humana es
una familia de multigenes de enzimas diméricas solu-
bles, entre las que se incluye GSTM1, responsable en
gran medida de la desintoxicacién de HAPs mediante
conjugacion con glutation. Esta enzima tiene una activi-
dad deficiente en aproximadamente 50% de la pobla-
cion caucasica y el 20% de poblacion chilena mestiza™.
Se ha postulado que la frecuencia de la delecién estaria
aumentada en pacientes con cancer'®®,

De acuerdo a lo anterior, en el presente trabajo
se estudid los genotipos de los polimorfismos
CYP1A1*2A y GSTM1nulo en 35 casos chilenos
con cancer de laringe y 124 individuos control de la
poblacion general.

Los resultados obtenidos muestran una mayor
frecuencia del genotipo nulo de GSTM1 y de la
variante *2A de CYP1A1 en casos que en contro-
les, sin asociacion estadistica (Tabla 1). Del mismo
modo, el habito tabdquico es considerablemente
mayor en casos que en controles.

Cuando se analiza la influencia del genotipo de
estas dos enzimas en el riesgo de cancer de laringe,
con respecto al habito tabaquico es posible observar
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que en presencia de las variantes mutadas o varian-
tes “de riesgo” (*2Ay nula) existe una clara influen-
cia de estas variantes en el riesgo de presentar la
patologia (Tablas 2 y 3) lo que no se observa en
ausencia del habito tabaquico. Esto es perfectamen-
te esperable debido a que aun cuando los individuos
presenten las variantes genéticas “de riesgo” si no
se exponen al/los agente/s precancerigenos no exis-
tird el riesgo de iniciar un cancer, lo que ratifica el
origen genético-ambiental de esta patologia.

Cuando se analizaron los genotipos combinados
de CYP1A1 y GSTM1 en asociacion con el habito
tabaquico como factores de riesgo de cancer de laringe
fue posible observar que el planteamiento anterior fue
ratificado, demostrandose que en presencia de la
variante de riesgo de ambas enzimas en un mismo
individuo, de manera heterocigota u homogicota el
riesgo de presentar la patologia es atin mayor (Tabla 4).

A pesar de esos hallazgos cabe destacar que un
gran porcentaje de las asociaciones no alcanzaron
nivel de significancia, lo que se debe al bajo nimero
de pacientes con respecto al nimero de controles, lo
que se agudiza ain mas en las asociaciones de
genotipos que disminuye ain mas del nimero de
individuos por grupo de andlisis, llegando a ser “0” en
algunos grupos. Esta situacion se observo general-
mente cuando se definieron grupos que presentaran
las mutaciones y al mismo tiempo fumaran mas de
20 paquetes de cigarrillos al afo en el grupo control,
lo que si se podia observar en el grupo de casos. Es
decir, los tres factores de riesgo, CYP1A1*2A,
GSTMH1 nulo (genéticos) y habito tabdquico (ambien-
tal) se concentraban en los pacientes.

En trabajos previos realizados por nuestro grupo,
hemos reportado asociaciones estadisticamente sig-
nificativas entre el alelo C de CYP1A1 y otros cance-
res'®, sin embargo, en el presente estudio, a pesar
que el alelo *2A del polimorfismo CYP1A1*2A y el
genotipo nulo de GSTM1 se encuentran aumentados
en los casos, no se obtiene diferencia estadisticamen-
te significativa cuando se analizan los genes indepen-
dientemente del habito tabaquico, y so6lo se logra
establecer significancia en algunas asociaciones de
estas variantes con el habito tabaquico, evaluado a
través del indice de Brikman?'.

Investigaciones recientes de otros autores mues-
tran resultados controversiales, algunos han propuesto
que no existe asociacion entre CYP1A1*2Ay cancer de
laringe? y otros soportan nuestra hipétesis proponien-
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do una asociacion entre estas dos variantes, y otras,
con cancer de cabeza y cuello®. Al respecto un reciente
metaandlisis realizado por Zhuo et al** sugiere una
asociacion de estas variantes con cancer de laringe,
pero de una manera etnia-dependiente®, sustentando
nuestra idea que la poblacion chilena, por considerarse
una etnia mixta, posee caracteristicas particulares que
requieren una descripcion y evaluacion del papel de los
polimorfismos genéticos de estas enzimas en esta y
otras patologias.

La alta frecuencia observada del alelo *2A y del
genotipo nulo de GSTM1 tanto en pacientes como en
los controles sugiere que los individuos chilenos po-
drian ser mas susceptibles a los canceres originados
por compuestos cancerigenos del tabaco que los
individuos caucasicos, asiaticos 0 afroamericanos, aun
cuando esta susceptibilidad depende ademas de la
presencia relativa de varias enzimas polimoérficas, in-
cluyendo aquellas que no pertenecen a las enzimas de
biotransformacion de Fase | y/o Fase Il en cada etnia.

Los resultados presentados en este trabajo consti-
tuyen un estudio piloto que seguira siendo ampliado en
el futuro inmediato con objeto de ratificar el papel
propuesto para estas variantes polimarficas en cancer
de laringe. La estrategia a abordar consiste en aumen-
tar el nimero de casos y eventualmente controles para
obtener una relacion caso:control de 1:2 y de esta
manera asignar un poder estadistico mayor al estudio.

Por otro lado, el papel de estas enzimas en la
metabolizacion HAPs en tejido tumoral queda por
ser dilucidado, de modo que adicionalmente se
establezca la magnitud de la formacion de
metabolitos activos in situ en el tejido afectado.

Sin perjuicio de lo anterior, estos resultados
preliminares constituyen la primera aproximacion a la
evaluacion de las enzimas de biotransformacion de
cancerigenos de humo de cigarrillo como
biomarcadores de susceptibilidad a cancer de laringe.

CONCLUSIONES

Este estudio piloto sugiere que la variante alélica *2A
de CYP1A1 y el genotipo nulo de GSTM1 modifican
el riesgo de presentar cancer de laringe provocado
por el habito tabaquico.

Esta hipGtesis debe ser validada en un estudio
con mayor nimero de pacientes de modo de
alcanzar un mayor poder estadistico.

La descripcion del riesgo de presentar cancer
de laringe en individuos fumadores que presenten
la variante alélica *2A de CYP1A1 y el genotipo
nulo de GSTM1 debe considerar la descripcion
étnica de los grupos de estudio, especialmente en
poblaciones mestizas como la chilena.
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