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RESUMEN (en espafiol)

En 1988, la Agencia Internacional para la Investiga cién del Cancer (IARC) concluyé que
“hay suficientes evidencias de que las bebidas alco hélicas son cancerigenas en los
seres humanos” por ello, el principal objetivo de e sta tesis ha sido determinar la posible
asociacion entre polimorfismos presentes en genes i mplicados en el metabolismo del
alcohol ( ADH, CYP2EL), el acetaldehido ( ALDH) y el folato ( MTHFR) con el riesgo de
cancer de pulmén, asi como la posible asociacion en  tre el alcohol y el cancer de pulmon,
las interacciones gen-gen y gen-ambiente. Los polim  orfismos en estos genes pueden
dar lugar a modificaciones en la actividad de la en  zima que codifican, lo cual lleva a
diferentes exposiciones al acetaldehido, clasificad 0 como carcinégeno en humanos por
la IARC, y por ello, a diferencias en la susceptibi lidad individual en el desarrollo de
cancer de pulmén. El presente trabajo forma parte d e otro estudio mas amplio,
denominado estudio CAPUA (Cancer de Pulmén en Astur  ias) que incluye un total de
1039 casos y 939 controles. Nuestros resultados ind  ican que un consumo de alcohol
entre 0,1-9,9 g/dia parece ejercer un efecto protec tor a desarrollar cancer de pulmén. Sin
embargo, un consumo de alcohol 230 g/dia parece aumentar el riesgo de cancer de
pulmén. Por otro lado, un elevado consumo de frutas y verduras parece neutralizar parte
del efecto dafiino causado por el alcohol. También h  emos encontrado un efecto
sinérgico entre el alcohol y el tabaco, de forma qu e el riesgo de cancer de pulmon
aumenta en 14 veces para individuos que son grandes bebedores y grandes fumadores.
Tanto el alelo savaje lle del polimorfismo lle349Va | en el gen ADHL1C como el alelo
variante His del polimorfismo Arg48His del gen ADH1B, ambos asociados con una mayor
velocidad de oxidacion de alcohol a acetaldehido, a si como el alelo variante c2 del
polimorfismo Rsal y el alelo variante C del polimorfismo  Dral, ambos presentes en el gen
CYP2EL1 y asociados con una mayor actividad transcripciona | y una mayor actividad
catalitica de la enzima, aumentan el riesgo de canc  er de pulmén cuando el consumo de
alcohol es alto o moderado. Por otro lado, el alcoh ol es un antagonista del folato, el cual
esta implicado en eventos como la metilacion y sint  esis de ADN, por lo que la actividad
MTHFR y la disponibilidad de folato podrian afectar a la expresion genética (a través de
la metilacion del ADN) y a la integridad gendémica (  a través de la sintesis y reparacion del
ADN). En nuestros resultados observamos que el alel o variante T del polimorfismo
C677T del gen MTHFR, comuUnmente llamado termolabil ya que la actividad de la enzima
codificada se reduce en un 50-60% a 37°C, parece es tar asociado con un mayor riesgo de
cancer de pulmén. También observamos un aumento del riesgo asociado al genotipo
homocigoto variante T/T cuando el consumo de alcoho | es 230 g/dia. Sin embargo,
cuando el consumo de folato es moderado o alto el g enotipo homocigoto variante T/T
esta asociado con un menor riesgo de cancer de pulm  én. El polimorfismo C677T de la
MTHFR es posiblemente el Gnico polimorfismo génico conocido que pasa de ser un
factor de riesgo a un factor protector en funcion del estado de los nutrientes. En




nuestros resultados observamos una interaccion entr e los genes ADHI1B (alelo His48) y
MTHFR (alelo C677), ADH1B (alelo His48) y CYP2EL (alelo c1 Rsal), ADH1C (alelo 1le349)
y CYP2E1 (alelo D Dral), y MTHFR (alelo C677) y CYP2E1 (alelo c2 Rsal), todas ellas
disminuyen el riesgo de cancer de pulmén.

En conclusion, tanto el alcohol como polimorfismos en genes que participan en el
metabolismo del alcohol, acetaldehido y folato pare cen estar implicados en la
susceptibilidad a desarrollar cancer de pulmén.

RESUMEN (en Inglés)

In 1988, the International Agency for Research on C  ancer (IARC) conclude d that “there
are enough evidences that alcoholic beverages are ¢ arcinogenic in humans”.  Thus, the
main objective of this thesis was to determine the possible association between
polymorphisms in genes involved in alcohol ( ADH, CYP2EL1), acetaldehyde ( ALDH) and
folate (MTHFR) metabolism with lung cancer risk, and the possibl e association between
alcohol and lung cancer, gene-gene and gene-environ  ment interactions. Polymorphisms
in these genes may lead to changes in the activity of the enzyme encoding, leading to
different exposures to acetaldehyde, classified as “carcinogenic to humans” by the
IARC, and therefore to differences in individual su  sceptibility to develop lung cancer.
This work is part of a larger study, called the CAP  UA study (Lung Cancer in Asturias)
including a total of 1039 cases and 939 controls. O ur results indicate that alcohol
consumption between 0.1 to 9.9 g/day seems to exert a protective effect to develop lung
cancer. However, alcohol consumption of 230 g/day appears to increase lung cancer risk.
On the other hand, a high consumption of fruits and vegetables seems to neutralize
some of the harmful effects caused by alcohol. We h  ave also found a synergistic effect
between alcohol and tobacco, so that lung cancer ri sk was 14 times higher for
individuals who are heavy drinkers and heavy smoker s. Both, the wild allele lle of
lle349Val polymorphism in the ADH1C gene as variant His allele of Arg48His
polymorphism in the ADHI1B gene, both associated with a greater rate of oxida tion of
alcohol to acetaldehyde, as well as the variant all ele c2 of Rsal polymorphism and the
variant allele C of Dral polymorphism, both present in the = CYP2E1 gene and associated
with increased transcriptional activity and enhance d catalytic activity of the enzyme,
increase lung cancer risk with moderate or heavy al  cohol consumption. On the other
hand, alcohol is a folate antagonist, which is invo Ived in events such as DNA synthesis
and methylation, so the MTHFR activity and folate a vailability could affect gene
expression (by DNA methylation) and genomic integri ty (by DNA synthesis and repair).
We have observed that the variant allele T of C677T  polymorphism in the MTHFR gene,
commonly called thermolabile as the activity of the encoded enzyme is reduced by 50-
60% at 37°C, seems to be associated with a higher | ung cancer risk. We also observed an
increased risk associated with the homozygous varia nt genotype T/T when alcohol
consumption is 230 g/day. However, when folate intake is moderate o r high, homozygous
variant genotype T/T is associated with a lower lun g cancer risk. C677T polymorphism of
MTHFR is possibly the only known gene polymorphism that switches from being a risk
factor to a protective one depending on nutrient st atus. Our results show an interaction
between ADHI1B (His48 allele) and MTHFR (C677 allele), ADH1B (His48 allele) and
CYP2EL (c1 Rsal allele), ADH1C (lle349 allele) and CYP2E1l (D Dral allele) and lastly
MTHFR (C677 allele) and CYP2E1 (c2 Rsal allele) genes, all of which reduce lung cancer
risk.

In conclusion, genes involved in alcohol, acetaldeh yde and folate metabolism seem to be
involved in susceptibility to developing lung cance r.

SRA. DIRECTORA DEL INSTITUTO UNIVERSITARIO DE ONCOL OGIA
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IDC: Impreso de datos clinicos

KDa: Kilo Dalton

min: minutos

ml: mililitros

mM: milimolar

MTHFR: 5,10-Metilentetrahidrofolato reductasa

NAD: Nicotinamida adenina dinucleotido

OR: Odds Ratio, relacion de las probabilidades

pb: pares de bases

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa

PY: Paquetes/afo

RFLP: Polimorfismo de longitud de fragmento de restriccion
SDS: Dodecilsulfato sédico

SEOM: Sociedad Espafiola de Oncologia Médica

SNP: Polimorfismo de un solo nucleétido

Tris: Tris (hidroximetil) aminometano

WHO: Organizacion mundial de la salud
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1. INTRODUCCION






Introduccidén

11 CANCER DE PULMON

El cAncer constituye una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en el
mundo y su incidencia ha ido en aumento durante el pasado siglo. De acuerdo con las
estimaciones del 2011 de la Organizacion Mundial de la Salud (World Health
Organization, WHO), el cancer causa ahora mas muertes que todas las enfermedades
coronarias o todos los accidentes cerebrovasculares. En 2012 se estimaron a nivel
mundial 14,1 millones de casos nuevos de cancer y 8,2 millones de muertes por cancer.
Mas del 70% de todas las muertes por cancer se producen en paises de ingresos medios
y bajos que tienen pocos o ningun recurso para la prevencion, diagnostico y tratamiento
del cancer. Las transiciones demograficas y epidemioldgicas globales continuas sefalan
una carga de cancer cada vez mayor en las proximas décadas, particularmente en los
paises de medios y bajos recursos. En 2025 se esperan mas de 20 millones de casos

nuevos de cancer (Ferlay y col., 2015; Torre y col., 2015).

Con mas de 3 millones de casos nuevos y 1,7 millones de muertes cada afio, el
cancer es la segunda causa mas importante de muerte y morbilidad en Europa, causando
el 20% de las muertes, después de las enfermedades cardiovasculares. El cancer es, en
muchos casos, evitable y la deteccion temprana aumenta considerablemente la

probabilidad de curacién (Globocan, 2012).

Debido a su alto grado de incidencia y a la elevada tasa de mortalidad, el cancer de
pulmén constituye una de las patologias que mayor interés ha suscitado en las dltimas
décadas, siendo el cancer mas comUn en el mundo desde 1985, tanto en términos de
incidencia como de mortalidad debido a la alta letalidad de este tipo de tumor. En 2012
hubo 1,8 millones de casos nuevos de cancer de pulmon (12,9% del total de casos
nuevos de cancer) y 1,6 millones de muertes (19,4% del total de muertes por cancer) a
nivel mundial, siendo responsable de casi una de cada cinco muertes por cancer. Debido
a la alta mortalidad asociada con la enfermedad, los patrones geograficos de mortalidad
siguen de cerca los de incidencia. De los 1,8 millones de nuevos casos estimados en
2012, el 58% se produjeron en las regiones menos desarrolladas. El cancer de pulmén es
el cancer mas comun en los hombres a nivel mundial (1,2 millones, 16,7% del total), con
las mayores tasas en Europa central y Europa del Este (53,5 por 100.000) y Asia oriental
(50,4 por 100.000). Por otro lado, las tasas de incidencia son muy bajas en Africa central

y occidental (2,0 y 1,7 por 100.000, respectivamente). Las tasas de incidencia en mujeres
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son, por lo general, mas bajas y el patron geografico es algo diferente, lo que refleja, en
parte, las variaciones en el consumo y absorcion de tabaco. Las tasas mas elevadas se
dan en América del Norte (33,8 por 100.000) y en Europa del Norte (23,7 por 100.000) en
comparacion con las bajas tasas en Africa central y occidental (Figura 1) (Ferlay y col.,
2015; Torre y col., 2015).

Hombres  Mujeres

Europa Central y del Este
Asia Oriental

Europa del Sur

América del Norte
Europa Occidental
Micronesia/Polinesia
Asia Occidental

Europa del Norte
Australia/Nueva Zelanda
Asia Suroriental

Africa del Sur

Caribe

América del Sur

Africa del Norte
Melanesia

Centro-Sur de Asia
América Central

Africa Oriental

Africa Central

Africa Occidental

I | I | | I | ] |
80 60 40 20 0 20 40 60 80

Tasa estandarizada por Edad por 100.000

Figura 1: Tasas de incidencia de cancer de pulmén por sexo y area mundial (Torre y col., 2015)

En 2012 se estimaron 215.534 casos nuevos de cancer en Espafia, siendo
alrededor de 2/3 partes en pacientes = 65 afos, con una tasa estandarizada por edad de
215,5 casos por 100.000 habitantes por afio, y un riesgo del 25,1% de presentar cancer
antes de los 75 afios. La prediccion para 2015 es de 227.076 casos, con un crecimiento
de nuevos casos que se produce en mayor medida a costa de la poblacién = 65 anos. El
crecimiento de la poblacion y su envejecimiento explicarian fundamentalmente este
incremento. En 2012 hubo 102.762 muertes por cancer en Espafia, siendo 3/4 partes en

personas = 65 afos, con una tasa estandarizada por edad de 98,1 casos por 100.000

-4 -
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habitantes por afio, y un riesgo de fallecer por cancer antes de los 75 afios del 10,2%. La
prediccion para 2015 es de 108.390 muertes por cancer, con un crecimiento mayor para
la poblacion = 65 afios (Informe Anual de la Sociedad Espafiola de Oncologia Médica
(SEOM), 2014).

En Espafia el cancer con una mayor incidencia es el colorrectal (15%), el que
produce la mortalidad mas alta es el cancer de pulmén (20,6%), y el que tiene una
prevalencia a 5 afios méas alta es el cancer de mama (17,9%) (Figura 2) (Informe Anual
de la Sociedad Espafiola de Oncologia Médica (SEOM), 2014). A nivel mundial, el cancer
con mayor incidencia y mortalidad es el de pulmén (13% y 19,4%, respectivamente) y el
cancer de mama es el que presenta la mayor prevalencia a 5 afios (19,2%). Como
podemos observar, estos datos son similares a los registrados en nuestro pais (Ferlay y
col., 2015; Torre y col., 2015).

Si evaluamos por género los datos disponibles para Espafia, observamos que en
hombres la incidencia méas alta es la del cancer de préstata (21,7%) y la mortalidad mas
elevada es la del cancer de pulmén (27,4%). En mujeres la mayor incidencia y mortalidad
es para el cancer de mama (29% y 15,5% respectivamente) (Informe Anual de la
Sociedad Espafiola de Oncologia Médica (SEOM), 2014).

En 2012, la incidencia de cancer de pulmoén en Espafa fue de 26.715 casos (12,4%
del total casos nuevos de céncer), 21.780 varones y 4.935 mujeres, y se registraron
21.118 muertes por cancer de pulmén (20,6% del total de muertes por cancer). Existe
una clara diferencia entre géneros en la incidencia de cancer de pulmoén en Espafia, a
razén de 4,4 hombres por cada mujer, lo que refleja la incorporacion tardia de la mujer al
hébito tabaquico. No obstante, esta relacién ha ido igualandose debido a que el consumo
de tabaco en las mujeres en Espafia ha aumentado considerablemente en las dltimas
décadas tendiendo a ser igual o mayor que en los hombres (Informe Anual de la
Sociedad Espafiola de Oncologia Médica (SEOM), 2014).
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Figura 2: Incidencia, mortalidad y prevalencia de cancer en Espafa (Informe Anual de la Sociedad Espafiola de
Oncologia Médica (SEOM), 2014)

Hoy se acepta que las diferencias geogréficas de presentacion del cancer reflejan
de manera predominante los efectos de las diferencias medioambientales y no
diferencias raciales. Las causas de estas diferencias geograficas se clasifican en tres
grupos. El primer grupo comprende habitos personales como el tabaco, el consumo de
alcohol y la exposicion al sol, que son causas bien establecidas de varios canceres. El
segundo grupo comprende causas mucho menos establecidas, relacionadas con la
naturaleza de los factores de riesgo del tumor como edad del primer embarazo,
diferencias en los habitos alimentarios y una asociacion de factores medioambientales en
su sentido mas amplio; se observa en las diferencias geogréaficas de canceres del tracto
intestinal y de los érganos endocrinos dependientes (mama, ovario, Utero o préstata). Por
ultimo, el tercer grupo corresponde a un namero verdaderamente pequefio de canceres
debidos a exposicion ocupacional, a farmacos, radiacibn o factores genéticos y
hereditarios. El conocimiento de las tendencias y patrones de incidencia del cancer en el
mundo son la base sobre la que poder evaluar las prioridades de actuacién en la
prevencion del cancer, ya que la incidencia del cancer es el parametro mas relevante en
el contexto de la prevencion, uno de cuyos objetivos es precisamente su disminucion
(Cueto y col., 2001).
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Una caracteristica del cancer de pulmon que lo diferencia del resto de canceres es
que los factores ambientales contribuyen en un porcentaje muy alto (aproximadamente
95%) en el desarrollo de la enfermedad. Numerosos estudios epidemiolégicos han
constatado que el tabaco es el principal factor de riesgo externo, con un riesgo relativo
del 20-25% y un riesgo atribuible del 85-90% (Baron y col., 1996). Del mismo modo, se
ha estimado que el tabaco contribuye a la aparicion del 80-90% de los casos de cancer
de pulmén en hombres y del 55-80% en mujeres (Levi, 1999). Mas aun, el riesgo a
desarrollar cancer de pulmoén es entre 15 y 30 veces mayor para un fumador que para un
no fumador (IARC, 1986), lo que ratifica la importancia de los factores ambientales en la

aparicion del cancer de pulmén.

El hecho de fumar no solo perjudica al propio fumador, sino que también perjudica a
los fumadores pasivos, de forma que, un fumador pasivo tiene un riesgo relativo medio de
padecer esta enfermedad de 1,25 (IC 95% = 1,15-1,37), segun los resultados obtenidos
en un meta-analisis que incluia 51 estudios (Boffetta, 2002). La Agencia Internacional de
Investigaciéon del Cancer (IARC) ha evaluado formalmente el tabaquismo pasivo
involuntario en su programa de monografias, concluyendo que existen suficientes
evidencias en humanos de que el tabagquismo pasivo produce cancer de pulmén y por lo
tanto se incluye dentro de los carcindgenos del grupo 1, ademas de asociarse a sintomas
respiratorios cronicos. El exceso de riesgo es del orden del 20% en mujeres y del 30% en
hombres, y se mantiene después de controlar por los principales confusores y fuentes de
sesgo (IARC, 2004).

El efecto del tabaco en el desarrollo de tumores de pulmén se debe
fundamentalmente al elevado nimero de sustancias toxicas que contiene el humo del
tabaco y a la elevada capacidad de absorcion del pulmén. En el humo del tabaco se ha
descrito la presencia de mas de 60 sustancias que son consideradas carcindgenos por la
IARC en base a evidencias epidemiologicas y experimentales (Hecht, 2003) y cuyo
mecanismo de actuacion va desde la produccion de mutaciones en el ADN, al incremento
de la generacion de radicales libres en las células, la modificacion covalente de proteinas
o la expresion especifica de determinados genes (To i Figueras, 1999; Klaassen y
Watkings., 2001; Hecht, 2003).

En este sentido, se ha demostrado que el riesgo a desarrollar cancer de pulmon

esta directamente asociado a la exposicion al humo del tabaco (IARC, 1986) y depende
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de la duracion del habito tabaquico, de su intensidad (segun el numero de cigarrillos), de
la frecuencia y profundidad de la inhalacién, del uso de filtro, asi como del tipo de tabaco
fumado. Asi mismo, el riesgo medio asociado al consumo de tabaco varia de unas
poblaciones a otras (OR entre 15 y 30) (Sasco y col.,, 2004). De esta manera, la
exposicion individual al humo del tabaco se cuantifica como el nUmero de paquetes de

cigarrillos fumados al afio, por el nimero de afios que se lleva fumando.

Aungue el tabaco constituye la principal causa de aparicion de cancer de pulmoén,
existen otros factores de riesgo entre los que podemos destacar las exposiciones
ocupacionales, tales como el arsénico, los asbestos, la silice cristalina o el radon
(Neuberger y Field, 2003). Existen ademas otros factores de riesgo que son los no
ocupacionales como la contaminacion atmosférica, el consumo de alcohol, una dieta baja
en frutas frescas y verduras, que son alimentos ricos en antioxidantes naturales
(Donaldson, 2004; Neuhouser, 2004), un nivel bajo de educacion (Neuberger y Field,
2003), la susceptibilidad genética individual (Lee y col., 2005; Kang y col., 2006) o el
ejercicio fisico (Tardon y col., 2005), dado que a través de un meta-analisis se concluye
que hay indicios de que la actividad fisica puede proteger frente a este tipo de tumores.
Adicionalmente, el riesgo a desarrollar cancer de pulmén aumenta cuando se asocia el
humo del tabaco con otras sustancias, como el alcohol 0 una exposicién a otros agentes
téxicos. Asi, se ha observado que los grandes fumadores que ademas son bebedores,
tienen un riesgo multiplicado de desarrollar cancer de pulmén (Levi, 1999), pero también
aumenta el riesgo a desarrollar otros canceres, como el de cavidad oral, faringe, laringe y
esoéfago (IARC, 2004).

1.1.1 Clasificacion histologica del cancer de pulmén

Atendiendo al tipo de célula que origina el tumor, el cancer de pulmon se clasifica

en distintos tipos histoldgicos, presentando distintas caracteristicas:

Asi, el cancer de pulmon de células no pequefias representa casi el 80% del total
de los canceres de pulmon, existiendo tres subtipos. El més frecuente es el carcinoma de
células escamosas o epidermoide, que esta directamente relacionado con el tabaco y que
representa alrededor del 25-30% de todos los casos. Su localizacién suele ser central,
cerca de un bronquio, y raramente es periférico. Su diseminacién es sobre todo via

linfatica (suele tener afectados ganglios en el momento del diagnéstico) y es el que con
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menor frecuencia produce metastasis a distancia, siendo por esto el de mejor prondstico.
El adenocarcinoma es el tipo histolégico més frecuente en las personas que no fuman.
Suele representar el 40% de los casos de cancer de pulmoén y se suele localizar en la
region externa del pulmén. En cuanto al prondstico, este tipo histolégico es mas
metastasico que el epidermoide, aunque menos que el microcitico. El carcinoma
indiferenciado o de células grandes representa el 10-15% de los casos de cancer de
pulmén, puede aparecer en cualquier parte del pulmén y tiende a crecer y a extenderse

con rapidez, por lo que el prondstico es malo.

Por otro lado, el cancer de pulmén de células pequefias o microcitico representa el
15-20% del total de los canceres de pulmén y esta muy relacionado con el habito de
fumar. Es de crecimiento rapido, es altamente invasivo y metastatiza rapidamente por via

hematica, por lo que se le considera el de peor prondstico.

Se ha comprobado que el tabaco aumenta el riesgo de todos los tipos histolégicos
del cancer de pulmén, incluidos el carcinoma de células escamosas (epidermoide), el
carcinoma de células pequefas (microcitico), el adenocarcinoma (tanto bronquial como

alveolar) y el carcinoma de células grandes (IARC, 2004).

1.2 FACTORES GENETICOS Y AMBIENTALES EN LA BIOLOGIA DEL
CANCER

El término bioldgico “cancer” se aplica genéricamente a mas de un centenar de
enfermedades diferentes entre las que figuran tumores malignos de distintas
localizaciones (mama, cuello uterino, préstata, estbmago, colon/recto, pulmon, etc). Cada
uno de ellos presenta unas caracteristicas especificas, que en algunos casos son
completamente diferentes al resto de cénceres, pudiendo considerarse enfermedades
independientes, con un origen y evolucion especifica, y por lo tanto, susceptibles de
tratamientos especificos. Sin embargo, todas ellas comparten una caracteristica comun,
que es la alteracion de los mecanismos que regulan el crecimiento, la proliferacion y la
muerte celular. Asi, patologias como el cancer de colon hereditario no polipésico
(HNPCC), el cancer de mama hereditario o el retinoblastoma hereditario, muestran que la
alteracion de los genes BRCA1, BRCA2, Rb, MLH1, MSH2, PMS2, PMS1 y MSH6, que
dan lugar a estas enfermedades, se asocia con un mal funcionamiento de los

mecanismos que controlan el ciclo celular o la reparacién del dafio genético. La habilidad
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de controlar exactamente la ordenacién y distribucion de los eventos del ciclo celular es
esencial para mantener la integridad del genoma y prevenir mutaciones que pueden

alterar el control de crecimiento.

La importancia de la inestabilidad gendmica en el desarrollo tumoral se pone de
manifiesto al estudiar el origen de los canceres hereditarios, ya que gran parte de ellos se
originan por mutaciones en genes que participan en el mantenimiento de la integridad del
ADN. Asi, uno de los modelos de desarrollo de enfermedad neoplasica mejor conocido es
el cancer de colon hereditario no polipésico (HNPCC). En esta patologia, los individuos
con una mutacion en la linea germinal que afecta a un grupo de genes muy importantes
para el mantenimiento de la estabilidad gendmica, incluyendo MLH1, MSH2, PMS2,
PMS1 y MSH6 (Strate y Syngal, 2005), se traduce en la aparicién de la enfermedad.
Estos genes codifican enzimas que participan en la reparacion de lesiones espontaneas
gue se generan durante la replicacion del ADN. La existencia de estos mecanismos de
deteccion de dafio genético y reparacion es especialmente importante en aquellos tejidos
en los que hay una division celular activa (epitelios, médula 6sea, etc.). La presencia de
mutaciones germinales en los genes implicados en la reparacion de este tipo de lesiones
provoca la acumulacién de errores durante la replicacion del ADN, lo que facilita la
aparicion de nuevas mutaciones en genes que participan en el control del crecimiento
celular, como los proto-oncogenes y genes supresores de tumores. El resultado de este
proceso es la transformacion tumoral, que conduce a un crecimiento celular

descontrolado y a la formacion de un tumor.

El estudio de estos canceres hereditarios ha permitido profundizar en el
conocimiento de los procesos implicados en el desarrollo tumoral. Asi, numerosos
estudios han revelado que una caracteristica comun a las células cancerosas es que
presentan un elevado numero de mutaciones, que en muchas ocasiones no pueden
explicarse Unicamente debido a la aparicibn de mutaciones espontaneas durante la
replicacion del ADN. Como resultado de este descubrimiento se ha propuesto que las
células cancerosas presentan un fenotipo mutador o de inestabilidad genética, es decir,
que han adquirido una capacidad anormalmente alta de mutar sus genes. Asi, la
alteracion de los genes de reparacion del ADN o de detecciébn de dafio genético
constituye un mecanismo implicado en las fases mas tempranas de la transformacion
tumoral, lo cual facilita la aparicion de células con una gran capacidad de proliferacion y

altamente invasivas.
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Aungue el estudio de los canceres hereditarios ha permitido conocer algunos de los
factores genéticos que contribuyen al desarrollo tumoral, es necesario destacar que
menos de un 10% de los casos de cancer son hereditarios. Estos datos indican que los
factores que conducen a la aparicibn de un céncer son muy diversos, surgiendo la
enfermedad, principalmente, como consecuencia de la interaccion entre factores
genéticos y exposicion a los agentes presentes en el entorno. Determinados habitos de
vida como el consumo del tabaco, la alimentacién, el alcohol, la exposicién ocupacional o
la exposicion a factores biolégicos o ambientales son fundamentales a la hora de
desarrollar determinadas enfermedades como el cancer. Asi, se estima que el 75-80% de
los canceres se deben a la accion de agentes externos que actlan sobre el organismo,
causando alteraciones en la célula. La naturaleza de estos agentes es variable, pudiendo
distinguirse entre factores quimicos, fisicos y biolégicos. Los carcinégenos quimicos
estan muy relacionados con la actividad industrial. En este sentido, de los 7 millones de
compuestos quimicos conocidos, en unos 2000 se ha descrito algun tipo de actividad
carcinogénica, lo que refuerza la importancia de estos productos en el desarrollo de esta
enfermedad. Por otra parte, entre los factores fisicos, destacan las radiaciones ionizantes
(como los rayos X) y las no ionizantes (como los rayos ultravioleta), las cuales provocan
la aparicion de distintos tipos de cancer en diferentes 6rganos, como leucemias, cancer
de pulmén o melanomas, entre otros. Por Gltimo, los factores biol6gicos estan tomando
cada vez mas importancia, dado que hoy en dia se sabe que el 18% de los canceres son
atribuibles a infecciones persistentes provocadas por virus, bacterias o parasitos, como el
virus de papiloma humano (cancer de cuello uterino), el virus de la hepatitis B (cancer de

higado) y la bacteria Helicobacter pylori (cancer de estbmago).

1.2.1 Bases moleculares del cancer de pulmén

A diferencia del cancer de colon, en el que un porcentaje relativamente alto de
casos se debe a la presencia de factores genéticos que confieren un riesgo muy elevado
de desarrollar este tipo de tumor, en el cancer de pulmon el mayor factor de riesgo es la
exposicion al humo del tabaco. Por esta razon, durante las uUltimas décadas se ha
realizado un gran esfuerzo para intentar identificar los compuestos cancerigenos
presentes en el humo del tabaco y comprender sus mecanismos de actuacion.
Actualmente se sabe que los compuestos mas potentes son los hidrocarburos aromaticos
policiclicos (HAPS) y las nitrosaminas. Se ha observado que méas del 90% de los HAPs

inhalados en el humo de tabaco son retenidos en el tracto respiratorio, actuando
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fundamentalmente como carcinbgenos de contacto, sustancias que se activan
metabdlicamente formando carcinégenos definitivos. Las nitrosaminas, por su parte, son
procarcin6genas Yy necesitan activacibon metabdlica para producir un carcinbgeno

definitivo, el alquildiazonio (Solano y Jimenez, 2002).

A nivel molecular, los carcindgenos presentes en el humo del tabaco reaccionan
con los acidos nucleicos formando aductos de ADN. Algunos carcinégenos del tabaco,
como el 6xido de etileno, el formaldehido o el acetaldehido, pueden reaccionar
directamente con el ADN. Sin embargo, la mayoria de los carcinébgenos del humo del
tabaco necesitan ser metabolizados para convertirse en compuestos toxicos. La
activacion metabdlica se inicia generalmente a través de enzimas de la familia de las
citocromos P450. En el caso de los carcindgenos del tabaco, la oxidacién mediada por
las citocromos P450 provoca la aparicion de especies muy reactivas capaces de
reaccionar con el ADN, proteinas u otros componentes celulares, produciendo dafios en
la célula. En concreto, uno de los derivados de los HAPs del humo del tabaco mas
estudiados, el benzopireno, no es téxico cuando se aplica subcutdneamente en modelos
animales, sin embargo, una vez absorbido por el organismo es metabolizado por las
citocromos P450 y las epdxido hidrolasas, transformandolo en metabolitos altamente
reactivos, entre los que destaca el benzopireno-7,8-diol-9,10-epdxido (BDPE). Estos
metabolitos electrofilos tienden a unirse covalentemente a zonas nucledfilas del ADN
formando aductos, los cuales, si no se corrigen, son capaces de producir mutaciones en
genes importantes para el crecimiento celular, incluyendo proto-oncogenes o genes

supresores de tumores.

De manera alternativa, gran parte de los metabolitos formados en estas reacciones
catalizadas por las citocromos P450 pueden ser inactivados mediante la union de un
grupo glutation, en una reaccion catalizada por enzimas de la familia de las glutation-S-
transferasas (GSTs). Los compuestos conjugados con glutation pueden ser finalmente
eliminados a través de la orina. De esta manera, es razonable pensar que la acumulacién
de dafio genético en una célula va a depender del balance entre la exposicion a
carcindgenos del humo del tabaco y el funcionamiento de los sistemas de
activacion/desactivacion intracelulares. Mas aun, una vez formados los aductos de ADN,
existen sistemas de reparacion que son capaces de detectar los aductos y corregir el
dafio genético. Sin embargo, si los aductos de ADN escapan a la reparacion y persisten

durante la replicacion del ADN, puede ocurrir una mutacién codificante que conduce a
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mutaciones permanentes en la secuencia de ADN. Si las mutaciones ocurren en regiones
particulares de genes cruciales, como los oncogenes RAS o MYC, o los genes
supresores de tumores TP53 o CDKN2A, el resultado puede ser la pérdida del control
sobre el crecimiento celular normal y el desarrollo de un tumor (To i Figueras, 1999;
Martin-Ruiz y col., 2004). En este sentido, el estudio de numerosos casos de cancer de
pulmén ha permitido determinar la existencia de regiones génicas altamente susceptibles
a ser mutadas (“hot spots”), provocando la mutacién de genes, lo que se ha asociado al

inicio de la hiperproliferacion y transformacién tumoral.

Teniendo en cuenta que las alteraciones en el ADN por compuestos toxicos o
carcinogénicos se asocian a la aparicion del cancer de pulmén, es razonable pensar que
los genes que codifican proteinas que intervienen en la activacién de procarcin6genos o
en el metabolismo de compuestos toxicos, pueden desempefian un papel fundamental en
la aparicién del cancer, por lo que pequefias variaciones individuales pueden contribuir a

aumentar o disminuir el riesgo a desarrollar un proceso tumoral.

1.3 ALCOHOL Y CANCER DE PULMON

El tabaco es la mayor causa de cancer de pulmén, siendo responsable del 75-80%
de los casos aproximadamente, pero sélo un 10-15% de los fumadores desarrolla este
tumor, lo que sugiere que puede haber otros factores que contribuyen al desarrollo de
esta enfermedad, entre los que podriamos destacar el consumo de alcohol, dado que en
1988, la IARC concluyd que “hay suficientes evidencias de que las bebidas alcohdlicas

son cancerigenas en los seres humanos” (IARC, 1988).

El alcohol es una sustancia cuyo consumo estd muy arraigado en la cultura
occidental en general, y en la espafiola en particular. Su consumo esta aumentando en
muchos paises como resultado de un aumento tanto de los bebedores como de la ingesta
de alcohol, especialmente en mujeres y en las regiones de rapido crecimiento econémico
tales como el este de Asia (WHO, 1999). Aproximadamente un total de 389000 casos de
cancer a nivel mundial, que representan el 3,6% de todos los canceres (5,2% en hombres
y 1,7% en mujeres), derivan del consumo cronico de alcohol y 232900 muertes, que
representan el 3,5% de todas las muertes por cancer, fueron atribuibles al consumo de
alcohol (Rehm vy col., 2004; Boffetta y col., 2006).
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Aunque solamente el 10-15% de los grandes bebedores desarrolla, por ejemplo,
cirrosis hepatica y una fracciébn ain més pequefia de bebedores desarrolla cancer, el
consumo de alcohol aumenta el riesgo de determinados tipos de cancer (Baan y col.,
2007). Actualmente, la IARC ha clasificado los canceres de cavidad oral, faringe, laringe,
esofago, higado, colorrectal y cAncer de mama en mujeres, como los canceres de mayor
riesgo (Grupo 1) asociados al consumo de alcohol (Secretan y col., 2009; IARC, 2010;
IARC, 2012). Ademas, cada vez hay mas pruebas de su asociacion con cancer del
sistema nervioso central, estbmago, pancreas, préstata y melanoma (de Menezes y col.,
2013; Bagnardi y col., 2015).

Sin embargo, la relacion entre consumo de alcohol y cancer de pulmén continta
siendo controvertida porque la evidencia epidemiol6gica actual no ha constatado, hasta el
momento, una asociacion clara de riesgo o proteccién a desarrollar este tipo de
neoplasia, ya que los resultados son aun contradictorios e inconsistentes entre paises y
poblaciones (Bandera y col., 2001; Korte y col., 2002; Freudenheim y col., 2005; Boffetta
y Hashibe, 2006; Wakai y col., 2007; Uehara y Kiyohara, 2010; de Menezes, 2013;
Bagnardi y col., 2015). También hay que tener en cuenta que la dieta puede ser un
importante factor confusor (Bandera y col., 2001). Debido al contenido calérico de las
bebidas alcohdlicas, su consumo puede sustituir o reemplazar otros alimentos y
nutrientes de la dieta, especialmente en individuos con un consumo muy elevado de
alcohol. Varios alimentos y nutrientes, como frutas, verduras y carotenoides, pueden
disminuir potencialmente el riesgo de cancer de pulmén, por lo que el riesgo puede ser
sobreestimado en bebedores si los factores de la dieta no son considerados (Wakai y
col., 2007).

Uno de los principales mecanismos que pueden contribuir a la carcinogénesis
mediada por el alcohol incluye el efecto tdxico del acetaldehido, primer metabolito de la
oxidacion del etanol, dado que la IARC ha clasificado el acetaldehido presente en las
bebidas alcohdlicas como “carcin6geno en humanos” (IARC, 2011). Experimentos en
animales y cultivos celulares han mostrado claramente que el acetaldehido es
carcinogénico porque tiene un efecto mutagénico y que puede afectar al ciclo celular,
apoptosis y a la reparacion del ADN (Feron y col., 1982; Woutersen y col., 1986; Seitz y
col., 1998).
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La concentracion de acetaldehido en los distintos tejidos depende de la produccion
y degradacion del mismo. Ambos pasos metabdlicos estan modulados por la actividad de
las enzimas encargadas del metabolismo del alcohol, la alcohol deshidrogenasa (ADH) y
la aldehido deshidrogenasa (ALDH). La exposicion a este metabolito del alcohol puede
explicar parte de las asociaciones observadas entre el consumo de alcohol y el riesgo de
cancer (Seitz y Stickel, 2010).

1.3.1 Metabolismo del Alcohol

Aunque aproximadamente el 90% del metabolismo del alcohol ocurre en el higado
(Agarwal, 2001), hay evidencias del metabolismo del alcohol en el tracto intestinal y de
actividad de enzimas metabolizadoras de alcohol en otros tejidos (Saleem y col., 1984).
El incremento de la concentracion del alcohol en la sangre tras su ingesta depende de la
tasa de vaciado gastrico y del primer paso del metabolismo del alcohol por el tracto
intestinal y el higado (Li y col., 2001). El alcohol sin metabolizar es distribuido a otros
organos del cuerpo, con concentraciones relativas en cada organo dependientes del

contenido de agua del érgano (Ramchandani y col., 2001).

Hay tres posibles vias para la oxidacién del alcohol a acetaldehido: las alcohol
deshidrogenasas (ADHS), que son enzimas citosolicas NAD-dependientes, diméricas y
que contienen zinc, que oxidan el etanol a acetaldehido en el citosol de la célula
(Druesne-Pecollo y col., 2009); el sistema microsomal de oxidacién de etanol (MEOS) en
el reticulo endoplasmatico, dénde la oxidacion es llevada a cabo por la citocromo
P4502E1 (CYP2El); y a través de la catalasa en los peroxisomas, aungque
probablemente no juega un papel importante en el metabolismo del alcohol “in vivo”.
Aunque la via principal es la de las ADHs, cuando el consumo de alcohol es elevado o
cronico, el sistema MEOS es inducido y la CYP2EL cataliza la oxidacién de etanol a
acetaldehido al tiempo que produce especies reactivas de oxigeno (ROS-reactive oxygen
species) (Lieber, 2000; Druesne-Pecollo y col., 2009) (Figura 3). Posteriormente, el
acetaldehido es oxidado a acetato por la aldehido deshidrogenasa (ALDH) (Lieber, 2000;

Druesne-Pecollo y col., 2009) (Figura 3).
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Figura 3: Metabolismo del Alcohol (Seitz y Stickel, 2007)

1.3.2 Mecanismos y efectos del alcohol y el acetaldehido

Se han descrito diversos mecanismos por los cuales el alcohol y el acetaldehido

podrian afectar a la carcinogénesis (Figura 4).
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Figura 4: Efecto del etanol en la carcinogénesis. El etanol afecta a la activacion de procarcinégenos y posiblemente a la
inactivacion de carcindgenos. También conlleva un aumento de la absorcion de carcindégenos en las células. El etanol es
metabolizado por CYP2E1 y ADHs acetaldehido y radicales libres, y ambos pueden unirse al ADN, ARN y proteinas,
especialmente debido a que los sistemas de detoxificacién estan disminuidos por el etanol. El alcohol también da lugar a
deficiencias nutricionales, algunas de las cuales (incluyendo la vitamina A, E y el folato, entre otras) estimulan la
carcinogénesis. La deficiencia de folato y metilo junto con la accién del acetaldehido resulta en hipometilacién del ADN;
ademas, el acetaldehido inhibe el sistema de reparacion nuclear. La toxicidad directa (alcohol/acetaldehido) modula el
comportamiento del ciclo celular, dando lugar a cambios en la regeneracion celular. El alcohol también actia como
promotor, particularmente en el higado, que conduce a una inhibicién del sistema inmune, y podria estimular la progresion
del céancer. Abreviaturas: SDO, sistema de defensa oxidativo; POG, proto-oncogén; GST, gen supresor de tumores
(Adaptado de Seitz y col., 1998)
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El metabolismo del etanol conduce a la generacién de acetaldehido y radicales
libres, que son compuestos altamente reactivos que se unen a los constituyentes
celulares y al ADN (Seitz y col.,, 1998). El acetaldehido se liga r4pidamente a las
proteinas celulares y al ADN, resultando en una discapacidad morfologica y funcional de
la célula y en una reaccion inmunoldgica en cascada. El ligamiento al ADN y la formacion
de aductos estables, representa uno de los mecanismos por los que el acetaldehido
puede provocar errores en la replicacibn y/o mutaciones en oncogenes 0 genes
supresores de tumores (Fang y Vaca, 1995). La presencia de aductos estables de ADN
ha sido demostrada en numerosos experimentos “in vitro” e “in vivo” en cultivos de
células eucariotas, procariotas y en modelos animales. En un estudio de 24 grandes
consumidores de alcohol y 12 controles, el nimero medio de aductos de ADN-
acetaldehido en los linfocitos fue 7 veces superior en los consumidores de alcohol que en
los controles (Fang y Vaca, 1997). Ademas, ha sido demostrado que el principal aducto
estable de ADN, NZ-etil-2-deoxiguanosina (N-Et-dG) puede ser, de hecho, utilizado de
manera eficiente por la ADN polimerasa eucariota (Matsuda y col., 1999). Mientras que la
formacion de N2-Et-dG ha sido demostrada en muestras de ADN procedentes de glébulos
blancos de humanos alcohdlicos y en el higado de ratas que ingerian etanol en el agua
potable, hay relativamente poca evidencia de que esta lesion sea mutagénica y la
importancia biolégica de la lesion no estéd clara. Sin embargo, esta lesiébn puede ser
detectada en muestras de orina humana, lo que sugiere que puede ser Gtil como
biomarcador de dafio del ADN relacionado con el acetaldehido (Matsuda y col., 1999).
Datos més recientes han demostrado que en presencia de aminoacidos béasicos o
histonas, el acetaldehido reacciona con la deoxiguanosina en el ADN para formar otro
aducto de ADN, el 1,N?-propano-dG (PdG) (Theruvathu, 2005; Brooks y Theruvathu,
2006). A diferencia de N?-Et-dG, PdG ha sido demostrado que es una lesién mutagénica

en el ADN de células de mamiferos “in vivo”.

Los aductos de acetaldehido representan neoantigenos que conducen a la
produccién de anticuerpos especificos y a la estimulacion del sistema inmune, lo que
posiblemente conlleva a la respuesta inmune citotoxica (Seitz y col.,, 2001). Los
autoanticuerpos contra las proteinas modificadas por el acetaldehido han sido detectados
en la sangre y en la médula 6sea de grandes bebedores de alcohol (Latvala y col., 2001)
y las concentraciones de autoanticuerpos son mayores en pacientes con enfermedad
hepatica inducida por alcohol que en los controles no bebedores o que en los grandes

bebedores sin enfermedad hepatica (Viitala y col., 2000). En general, los estudios
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sugieren que el dafio en el ADN en el ser humano ocurre después del consumo excesivo
de alcohol y que tal dafio puede ser causado por el acetaldehido (Boffeta y Hashibe,
2006). Por otro lado, puede haber mayores niveles de malondialdehido y 4-
hidroxinonenal, que podrian ser producidos como resultado del metabolismo del
acetaldehido. Estas sustancias pueden unirse también al ADN afectando a la
transcripcion de genes y pueden, con acetaldehido, unirse a proteinas afectando al

funcionamiento celular (Eriksson, 2001).

El acetaldehido produce hipometilacion del ADN y también merma los mecanismos
de reparacion del ADN, dado que se ha demostrado que inhibe la O6-metil-
guaniltrasferasa, un enzima importante para la reparacion de aductos causados por
agentes alquilantes (Espina y col., 1988). También causa mutaciones puntuales en el
locus de la hipoxantina-guanina-fosforibosil transferasa (HPRT1) en linfocitos humanos,
gue induce intercambio entre cromatidas hermanas y graves aberraciones cromosomicas
(Dellarco, 1988; Helander y Lindahl-Kiessling, 1991), lo que produce inflamacion y
metaplasia del epitelio traqueal, retrasa la progresion del ciclo celular y aumenta el dafio

celular asociado con la hiper-regeneracién (Seitz y col., 2001).

Otro de los multiples efectos que produce el acetaldehido es la induccién de la
CYP2E1, que conlleva la generacién de especies reactivas de oxigeno, el aumento de la
activacion de procarcinégenos, la modulacién de la regeneracion celular y deficiencias
nutricionales (Poschl y col., 2004; Poschl y Seitz, 2004; Seitz y Becker, 2007; Seitz y
Stickel, 2007). La produccién de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno es un posible
mecanismo de la carcinogénesis relacionada con el alcohol (Molina y col., 2003). El
estrés oxidativo conduce a peroxidacion lipidica, cuyos productos son compuestos
electrdfilos reactivos que reaccionan con el ADN para formar aductos de ADN exociclicos
y aldehidos reactivos (el Ghissassi y col., 1995). Este mecanismo es particularmente
relevante para la carcinogénesis hepatica y podria explicar el efecto sinérgico del alcohol
e infeccidn viral (Boffetta y Hashibe, 2006). Como ya hemos comentado, la induccion de
la CYP2E1l también esta asociada a una mayor activacion de una variedad de
procarcind6genos que incluyen a las nitrosaminas (Seitz y col., 1998). También puede
inhibir las enzimas de fase Il, afectando a la eliminacion o aclaramiento de carcinégenos

(Singletary y Gapstur, 2001).
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Algunas de las asociaciones observadas entre el alcohol y el cancer pueden ser
causadas por los efectos del alcohol sobre el estado de los nutrientes que son de
importancia para la etiologia del cancer. El consumo excesivo de alcohol puede llevar a
deficiencias nutricionales por la ingesta reducida de alimentos ricos en micronutrientes,
por una absorcién intestinal alterada y por los cambios en las rutas metabdlicas (Lieber,
2003). Por ejemplo, el consumo de alcohol tiene un impacto negativo en la absorcion,
utilizacion y excrecién del folato (Herbert y Kshitish, 1994), dado que ha sido demostrado
gue el acetaldehido destruye el folato “in vitro” (Shaw y col., 1989). El folato interviene en
la metilacion del ADN, y por lo tanto, en el control de los genes con un posible papel en la
carcinogénesis (Voigt, 2005). Por ello, no es sorprendente que una dieta baja en folato
también esté asociada con un aumento del riesgo de cancer en humanos (Giovannucci y
col.,, 1995), dado que se ha demostrado que la hipometilacion de ciertos genes
funcionales ocurre en las primeras etapas del desarrollo del cAncer. En consecuencia, la
escision del folato podria ser otro efecto del acetaldehido que promueve la formacion de

tumores.

También ha sido propuesto que una deficiencia de vitamina A podria ser un
mecanismo carcinogénico mediado por el alcohol, dado que el alcohol podria interferir
con la absorcién de la vitamina A, incrementando su degradacién (Seitz y col., 1998) e
interfiriendo con la sintesis de 4cido retinoico, un importante factor para la regeneracion y
diferenciacion celular (Seitz, 2000), a partir de retinal (Lieber, 2000; Agarwal, 2001). El
consumo de alcohol podria afectar también a la ingesta, absorcion y metabolismo de
otros nutrientes (como algunos carotenoides, la vitamina C, la vitamina B12 y la vitamina
B6) que se han sugerido que estan relacionados con el riesgo de cancer (Lieber, 2000;
Singletary y Gapstur, 2001). ElI metabolismo del alcohol a través de la CYP2E1 que,
como ya hemos mencionado, conduce a un aumento en la produccién de especies
reactivas de oxigeno, que a su vez pueden exacerbar los efectos de los bajos niveles de

vitaminas antioxidantes.

Ademas de la accion del acetaldehido, otros mecanismos pueden estar implicados

en el proceso carcinogénico asociado al alcohol:
El alcohol puede tener efectos tanto agudos como crénicos en las concentraciones

de hormonas en la sangre. Se ha visto que un aumento en las concentraciones de

estrogenos y en los metabolitos urinarios de estrégenos, y un descenso de la globulina
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transportadora de hormonas sexuales, estan asociados con el consumo de alcohol
(Dorgan y col., 1994; Muti y col., 1998; Ginsburg, 1999; Onland-Moret y col., 2005).
Ademas, el consumo crénico excesivo de alcohol también afecta a la aromatizacion de
andrégenos a estrégenos en modelos animales (Purohit, 2000). Estos mecanismos
pueden ser importantes para los tumores sensibles a las hormonas como los canceres de

mama y prostata.

Las propiedades fisicas del alcohol también pueden ser de importancia,
particularmente para los tejidos que entran en contacto directo con las bebidas
alcohdlicas, como el tracto gastrointestinal superior. Se ha sugerido que las propiedades
como solvente del alcohol pueden aumentar los efectos de la exposicibn a agentes
cancerigenos, tales como los del tabaco, lo que podria explicar en parte la evidencia del
efecto sinérgico entre el alcohol y el tabaco en el riesgo de varios canceres. (Simonotti y
col., 1995). Es més, la exposicion local al alcohol puede afectar a los tejidos debido a su
efecto tdxico, que conduce a la lesion celular y de la membrana, y posteriormente a la
proliferaciébn celular. La hiperproliferacion incrementa la susceptibilidad a los
carcindgenos inhalados o ingeridos. Una hiperproliferacién permanente es también el

primer paso en el proceso multietapa de la transformacion maligna (Seitz y col., 1998).

Por otro lado, componentes de las bebidas alcohdlicas distintos del etanol, incluidos
los contaminantes y las impurezas, podrian incrementar el riesgo de cancer. Se han
encontrado hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) en licores fuertes (por ejemplo
wiski) y N-nitrosaminas en la cerveza, sin embargo la informacién sobre los ingredientes

de las bebidas alcohdlicas, especialmente en licores fuertes, es limitada (IARC, 1988).

El hecho de que el alcohol pueda actuar como un agente carcindégeno se cree que
también puede ser debido, en parte, a la existencia de variaciones o alteraciones
genéticas, entre las que destacamos los SNPs en los genes que participan en el
metabolismo del etanol y del acetaldehido. Es mas, el consumo de alcohol podria
interaccionar con otros genes, que codifican enzimas implicadas en diferentes rutas

biol6gicas como el metabolismo del folato, y podria afectar al riesgo de cancer.
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1.4 SUSCEPTIBILIDAD GENETICA INDIVIDUAL: POLIMORFISMOS Y
CANCER DE PULMON

Como ya hemos comentado anteriormente, el tabaco es la mayor causa de cancer
de pulmon, pero solo un 10-15% de los fumadores desarrolla este tumor. Esto indica que
existen diferencias interindividuales de respuesta debidas a la edad, género, raza,
factores nutricionales, hormonales e inmunoldgicos, asi como factores genéticos que
contribuyen a modificar la susceptibilidad individual a desarrollar cancer. Los factores
genéticos también contribuyen a la aparicion y desarrollo del cancer de pulmoén, ya que
se ha observado que los fumadores con parientes con cancer de pulmon tienen un riesgo
entre 2,56 y 5,91 veces mayor de desarrollar la enfermedad, lo que quizas pueda deberse
a un efecto de agregacién familiar (Jin y col., 2005). De igual forma, también es posible
que la distinta susceptibilidad al desarrollo de un tumor entre fumadores sometidos a los

mismos factores ambientales, se deba a pequefias diferencias genéticas entre ellos.

La finalizacién de la secuenciacion del genoma humano en el afio 2001 permitio
observar la existencia de numerosos cambios en la secuencia del ADN responsables de
la variabilidad entre distintos individuos. Estos cambios denominados polimorfismos son
la base de la evolucién y se pueden dividir en tres grandes grupos: polimorfismos de un
anico nucleétido (SNPs), microsatélites y deleciones de fragmentos de 100 pb a varios
miles de pb. Los polimorfismos que se consolidan bien pueden ser silentes o proporcionar
ventajas a los individuos, aunque también pueden contribuir a causar enfermedades
(Begovich y col., 2004; Bottini y col., 2004; Klein y col., 2005).

1.4.1  Polimorfismos de un Unico nucledtido (SNPs)

Los SNPs son los polimorfismos més abundantes y se estima que existen unos 7
millones en el genoma. Sélo una pequefa parte de ellos, de 50.000 a 300.000, estan
situados en regiones codificantes, pero la presencia de uno de estos polimorfismos es
suficiente para producir el cambio de la secuencia de aminoacidos de la proteina que
codifica ese gen. El efecto de la mayoria de estos polimorfismos sobre la actividad de las
proteinas a las que afectan ain no se conoce con exactitud, pero son responsables de
las diferencias observadas entre distintos individuos y pueden contribuir en cierta medida
a la distinta susceptibilidad a desarrollar un cancer. Estos polimorfismos pueden afectar al
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nivel de expresion, la estructura o la actividad catalitica de enzimas metabdlicas que

activan o inactivan carcindgenos, asi como a las enzimas reparadoras del ADN.

Existen muchas patologias relacionadas con estos cambios en una Unica base, por
ejemplo, en el gen de la apolipoproteina E (ApoE) se han descrito varios SNPs. Uno de
ellos, denominado ApoE ¢-4, que produce un cambio en el aminoacido cisteina en la
posicién 112 por una arginina, se asocia a mayor riesgo a desarrollar la enfermedad de
Alzheimer (Strittmatter y col., 1993). Si el cambio de un Unico nucle6tido ocurre en una
zona codificante como en el ejemplo de la ApoE, puede provocar un cambio de
aminoacido en la proteina resultante, lo que puede dar lugar a una modificacién de su
actividad o funcion. En otras ocasiones los cambios pueden producirse en regiones no
codificantes, como es el caso de los intrones. Cambios en su estructura pueden influir en
la expresion del gen, aunque la mayoria de las veces, los cambios no tienen
repercusiones funcionales. Los SNPs pueden producirse también en zonas del promotor
de un gen y en este caso, modificar su expresion, puede alterar la cantidad de proteina
expresada. Un estudio realizado sobre esquizofrenia en poblacién asiatica, muestra que
los individuos portadores de los polimorfismos -291 C/T, -616 G/C, -809 G/A en el
promotor del gen receptor de la dopamina (DRD4), tienen entre 1,28 y 2,8 veces mas

riesgo a desarrollar esta patologia psiquiatrica (Nakajima y col., 2007).

Aunque como ya hemos comentado anteriormente la mayoria de los polimorfismos
son funcionalmente neutros, algunos pueden ejercer efectos especificos de un alelo en la
regulacién de la expresion del gen o funcion de la proteina codificada, generando asi
diferencias entre individuos en diversos aspectos biolégicos como la susceptibilidad al
cancer o la evolucion de la misma, asi como la respuesta a distintos tratamientos
oncoldgicos. En este sentido, la identificacion de polimorfismos en genes implicados en
diferentes procesos celulares ha permitido realizar estudios epidemiolégicos caso-control
que comparan la prevalencia en pacientes con cancer y controles no afectados. Estos
estudios han puesto de manifiesto que algunos de los polimorfismos estudiados alteran
sustancialmente el riesgo de céancer y pueden considerarse, por tanto, genes de
susceptibilidad (Peto, 2001). Un ejemplo claro de asociacion entre polimorfismos en
regiones codificantes y cancer lo encontramos en el caso de los enzimas arilamina N-
acetil transferasa (NAT2) o glutations S-transferasas (GSTs). Mientras que el
polimorfismo de acetilacion lenta de NAT2 esta asociado con un aumento del riesgo a

desarrollar cancer de vejiga, especialmente en fumadores (Marcus y col., 2000; Vineis y

-23-



Introduccidén

col., 2001; Hein 2002), el genotipo nulo en GSTM1 est4 asociado, segun Garcia-Closas,
con un aumento del riesgo a desarrollar cancer de vejiga (Garcia-Closas y col., 2005) asi
como con una mayor capacidad invasiva en adenocarcinoma de colon (Moore y col.,
2005).

Al igual que en las patologias como la ataxia de Friedrich y la esquizofrenia,
polimorfismos en regiones no codificantes, también pueden influir en el riesgo a
desarrollar determinados tipos de cancer. Asi, recientemente se ha caracterizado un
polimorfismo en el promotor del gen MDM2 (-309 T/G), que parece atenuar la funcién del
supresor de tumores p53 y acelerar la formacién de tumores (Bond y col., 2004). Asi
mismo, se ha demostrado que la presencia de este polimorfismo -309 T/G en el promotor
del gen MDM2 aumenta el riesgo a desarrollar, entre otros, cancer gastrico (Ohmiya y
col., 2006) y adenocarcinoma de pulmon (Park y col., 2006).

En el caso del cancer de pulmon, la susceptibilidad genética individual puede venir
determinada entre otras, por diferencias en el metabolismo de los carcin6genos, enzimas
implicados en la detoxificacion o en la cantidad de proteinas implicadas en muchos
aspectos del desarrollo tumoral. Asi, se ha encontrado que polimorfismos en regiones
codificantes, como en el caso del gen CYP1A1, que codifica el citocromo P450A1, el cual
participa en la activacion de los hidrocarburos arométicos policiclicos (HAPs), aumenta el
riesgo de cancer de pulmén (Le Marchand y col., 2003; Taioli y col., 2003; Vineis y col.,
2003). Por el contrario, polimorfismos en genes implicados en la inactivacién de
carcinogenos activados, GSTs, son contradictorios, ya que algunos encuentran aumento
de riesgo y otros no encuentran asociacién (Houlston, 1999; Mohr y col., 2003; Nazar-
Stewart y col., 2003; Sorensen y col., 2004; Lopez-Cima y col.,, 2012). Estos datos
muestran la utilidad del estudio de polimorfismos en genes para comprender la distinta
susceptibilidad individual en el caso del cancer de pulmon.

También se ha sugerido que el consumo de alcohol puede desempefiar un papel
importante en la variabilidad individual. La investigacion sobre la variacion genética en el
metabolismo del alcohol indica que polimorfismos en genes que codifican enzimas
implicadas en el metabolismo del alcohol y el acetaldehido pueden determinar, entre
otros factores, la predisposicién de un individuo a desarrollar cancer asociado al alcohol
(Poschl y col., 2004). Esta predisposicion individual basada en los polimorfismos que

posea cada individuo, sera uno de los objetivos principales a determinar en este estudio.
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15 POLIMORFISMOS GENETICOS EN ENZIMAS METABOLIZADORAS
DEL ALCOHOL

Se han observado polimorfismos funcionales en varios genes que codifican
proteinas enziméticas encargadas del metabolismo del alcohol. Todos ellos actdan
alterando la tasa de sintesis del metabolito toxico acetaldehido o disminuyendo su
posterior oxidacién (Agarwal, 2001). Individuos que acumulan acetaldehido debido a
estos polimorfismos, se ha demostrado que tienen un mayor riesgo de cancer (Harty y
col.,, 1997; Yokoyama y col., 1998). Sin embargo, una seleccion positiva de tales
polimorfismos genéticos en algunas poblaciones podria actuar como un factor protector
contra el abuso del alcohol y los resultados de enfermedades relacionadas con el alcohol.
De este modo, la investigacion de los mecanismos moleculares que controlan e
influencian el metabolismo del alcohol es importante en la comprension de las bases
bioquimicas de la toxicidad del alcohol y las consecuencias farmacolégicas y adictivas en
humanos relacionadas con el abuso del alcohol. La identificacion de variantes en genes
estructurales y la caracterizacion de los supuestos o presuntos genes de vulnerabilidad al
alcoholismo puede ayudar en la mejora de los enfoques preventivos y de tratamiento
(Agarwal, 2001).

1.5.1 Enzima Alcohol deshidrogenasa (ADH)

Las ADHs son una familia de enzimas cuyos genes se corresponden
estrechamente entre si, y se localizan en el cromosoma 4 (Edenberg, 2000). La ADH
humana es una proteina dimérica, que contiene zinc y consiste en dos subunidades con
un peso molecular de 40kD cada una, que oxida las cadenas cortas de los alcoholes a

aldehidos, principalmente formaldehido y acetaldehido (Agarwal, 2001).

Las funciones de la ADH van desde la oxidaciéon de las pequefias cantidades de
alcohol endégeno producido por los microorganismos, a la oxidacién de etanol exégeno y
otros alcoholes consumidos en la dieta, con la concomitante produccion de NADH, y tal
vez, la de oxidar sustratos que participan en el metabolismo de esteroides y acidos
biliares. El enzima tiene una gran especificidad de sustrato y oxida diversos alcoholes
primarios principalmente en el higado, tracto gastrointestinal, riflones, mucosa nasal,

testiculos y utero.
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Hasta el momento se conocen siete genes que codifican las ADHs humanas y méas

de 20 isoenzimas que varian en sus propiedades farmacocinéticas dependiendo de:

1. Los tipos de alcoholes que preferentemente oxidan.
2. La cantidad de alcohol que tiene que acumularse antes de que ocurra una
degradacion apreciable.

3. La tasa maxima a la que oxidan el alcohol.

Las ADHs humanas pueden ser divididas en cinco clases principales o grupos
distintos (I-V) de acuerdo con su subunidad y la composicion de la isoenzima, asi como

con sus propiedades fisicoquimicas (Jornvall y H66g, 1995) (Tabla 1).

Las isoenzimas de clase | son combinaciones de homo y/o heterodimeros de
subunidades alfa, beta y gamma codificadas por tres genes diferentes situados en
distintos loci en el cromosoma 4: ADH1A, ADH1B y ADHI1C. Se han descrito
polimorfismos en el gen ADH1B dando lugar a tres tipos de subunidades beta () y en el
gen ADH1C originando dos tipos de subunidades gamma (y) (Tabla 1).
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Tabla 1. Genes de las ADHs humanas

Clase | ADH
ADH1A ADH1A a aa, “61&\7232' av1, 422
ADH1B ADH1B Arg48, Arg370 B1 B1B1, %11% Biv1, 4q22
ADH1B His48, Arg370 B2 B2B2, P2y1, B2y2
ADH1B Arg48, Cys370 B3 B3B3
ADH1C ADHIC Ile349 v vy, yiy2 4q22
ADH1C Val349 Y2 y2y2, y1y2
Clase Il ADH
ADH4 ADH4 m T 4921-25
Clase Il ADH
ADH5 ADH5 X XX 4021-25
Clase IV ADH
ADH7 ADH7 o oo 4923-24
Clase V ADH
ADH6 ADH6 ?* ?* 4921-25

* No se conoce la composicion de la subunidad

1.5.1.1 Polimorfismos en el gen ADH1B

El gen ADH1 (anteriormente denominado ADH2), localizado en el cromosoma 422,
codifica una enzima encargada de metabolizar el alcohol en acetaldehido. EI gen ADH1B
tiene dos polimorfismos que podrian modular la capacidad de oxidar el alcohol y la
conducta de beber (Druesne-Pecollo y col., 2009). EIl polimorfismo mas relevante es el
Arg48His, localizado en el exdn 3, que supone un cambio de aminoacido de Arginina
(CGC) a Histidina (CAC) en el coddn 48 (Smith, 1986). Estudios “in vitro” han demostrado
que el alelo variante His en la posicion 48 codifica una subunidad superactiva para la
ADH1B, que tiene una Vmax 40 veces mayor que la subunidad menos activa Arg/Arg
(Bosron y Li, 1986; Yoshida y col., 1991). El alelo variante His es comln en poblaciones
asiaticas con una frecuencia que oscila entre el 10% y el 90%. En poblaciones europeas
y africanas, la frecuencia del alelo His no excede del 10% y 15%, respectivamente
(Brennan vy col., 2004; Quertemont, 2004).

También se ha descrito otro polimorfismo en el exén 9 del gen ADHI1B, el

Arg370Cys, que supone en un cambio de aminoacido de Arginina por Cisteina en el

codén 370 (Brennan y col., 2004). Se ha visto que el alelo variante Cys, codifica una

-27 -



Introduccidén

subunidad superactiva para la ADH1B de forma que aumenta 90 veces la velocidad de
oxidacion del etanol a acetaldehido, en comparacion con el alelo salvaje Arg. (Hashibe y
col.,, 2006). El alelo salvaje Arg, es el alelo predominante en la mayoria de las
poblaciones (Druesne-Pecollo y col., 2009). El alelo variante Cys ha sido observado en
indios americanos del suroeste, en americanos africanos y en grupos en el Caribe de
origen africano (lron y col., 1992; Thomasson y col., 1995; Viljoen y col., 2001; Wall y col.,
2003; Ehlers y col., 2007).

En ambos polimorfismos, la sustitucién ocurre en un aminoécido que hace contacto
con la coenzima nicotinamida adenina dinucletétido (NAD*), que es requerida para la
oxidacién del etanol (Hurley y col., 2002). En ambos casos, las substituciones resultan en
enzimas que tienen una tasa de recambio de 70 a 80 veces mayor que la subunidad
codificada por el alelo salvaje, lo cual es debido a que la coenzima se libera méas
rapidamente al final de la reaccion. Desde el punto de vista biolégico, el alelo salvaje Arg,
gue codifica una enzima menos activa, da lugar a una menor exposicion al acetaldehido
en los tejidos (Druesne-Pecollo y col., 2009). Por el contrario, tanto el alelo variante His
como el alelo variante Cys codifican una enzima que convierte rapidamente el etanol en
acetaldehido, lo que daria lugar a un aumento del tiempo que el acetaldehido permanece
en contacto con los tejidos y a un incremento del nivel de acetaldehido en ellos (Druesne-
Pecollo y col., 2009).

1.5.1.2 Polimorfismos en el gen ADH1C

La ADH1C (anteriormente denominada ADH3) es una enzima que participa, al igual
que la ADH1B, en la metabolizacién del alcohol catalizando el paso de etanol a
acetaldehido. El gen ADH1C, se encuentra localizado en el cromosoma 4qg22 y presenta
en su secuencia variaciones genéticas que producen una diferente actividad enzimatica.
Entre estas variaciones, podemos destacar dos SNPs. Uno de ellos supone un cambio de
Adenina (A) por Guanina (G) que genera un cambio de aminoéacido de Isoleucina (lle) por
Valina (Val) en el aminoacido 349 de la proteina (lle349Val) (Boffetta y Hashibe, 2006).
En este caso se cree que las personas que poseen la variante mas activa (1le349), tienen
un mayor riesgo de desarrollar algun tipo de cancer relacionado con el alcohol, ya que el
alelo lle produce acetaldehido de forma mas rpida. Sin embargo, estudios en
poblaciones occidentales, no han mostrado resultados coherentes de esta asociacion
(Coutelle y col., 1997; Harty y col., 1997; Bouchardy y col., 2000; Olshan y col., 2001;
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Schwartz y col., 2001; Sturgis y col., 2001). En personas de origen étnico blanco ningun
alelo predomina dado que el 45-70% son heterocigotos lle/Val (ADH1C lle/Val). Por otro
lado, la frecuencia del alelo lle es de 75-90% en africanos y de 85-100% en poblaciones

asiaticas (Druesne-Pecollo y col., 2009).

El otro SNP (GIn272Arg) supone un cambio del aminoacido Glutamina por Arginina
en la posicidn 272. En este caso, el alelo GIn codifica una enzima mas activa (Boffetta y
Hashibe, 2006).

1.5.2 Enzima Aldehido deshidrogenasa (ALDH)

La aldehido deshidrogenasa es una enzima que interviene en el metabolismo del
etanol catalizando la segunda reaccién de la ruta, que es la oxidacién dependiente de
NAD+ de acetaldehido a acetato. Se trata de una enzima tetramérica localizada en el
citosol (ALDH1) y en la mitocondria (ALDHZ2). La enzima mitocondrial codificada por el
gen ALDHZ2, situado en el cromosoma 12, es la principal responsable de la oxidacion del

acetaldehido en el higado, mostrando una gran afinidad por el sustrato (Hsu y col., 1986).

1.5.2.1 Polimorfismos en el gen ALDH2

En el gen ALDH2 se ha descrito un polimorfismo funcional en la posicion 504 que
conduce a un cambio de aminoacido de Acido glutamico por Lisina (Glu504Lys) (Boffetta
y Hashibe, 2006). El alelo variante Lys da lugar a una subunidad inactiva de la enzima, de
forma que los homocigotos para este polimorfismo no pueden oxidar el acetaldehido y los
heterocigotos lo hacen de forma ineficiente (tienen aproximadamente un 6% de actividad
residual). Ambos grupos se caracterizan por un fenotipo-ALDH2 deficiente (Crabb y col.,
1989). El alelo variante Lys es prevalente en asiaticos, con una frecuencia de hasta el
40%, mientras que no excede del 5% en poblaciones europeas y africanas (Druesne-
Pecollo y col., 2009). Se ha sugerido que el alelo Lys es un factor de proteccion frente al
alcoholismo, ya que tras un consumo incluso moderado de alcohol, exhiben
enrojecimiento facial “flushing” y otros sintomas desagradables, siendo estos efectos mas
graves en los homocigotos (Lys/Lys). Sin embargo, seria un factor de riesgo frente al
cancer ya que el acetaldehido permaneceria méas tiempo en el organismo, teniendo més

probabilidades de que cause su efecto cancerigeno.
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Diversos estudios han analizado la combinacion de distintos polimorfismos en
genes implicados en la metabolizacion del alcohol. Asi, por ejemplo, cuando en el
genotipo de un individuo aparecen las variantes ALDH2 Lys504 y ADH1B His48, se
produce un efecto aditivo de proteccion frente a la adiccion al alcohol. El aumento de la
formacion de acetaldehido y la disminuciéon en su eliminacién, conducen a una mayor
acumulacion de acetaldehido en el organismo tras el consumo de alcohol. El que estas
variantes resulten en la expresion de un fenotipo de efecto aversivo tras la ingestion de
alcohol, ha llevado a investigar su relaciéon con el alcoholismo (Matsuo y col., 2006; Yang
y col., 2007).

1.5.3 Sistema Microsomal de Oxidacién de Etanol (MEOS - “Microsomal

ethanol oxidizing system”)

Una pequefia pero significativa parte del etanol ingerido (10% o0 menos) es
metabolizado por rutas alternativas a las ADHs. Una vez que la via de la ADH se satura
debido a las altas concentraciones de etanol, tras un consumo crénico o elevado de
alcohol, la actividad del Sistema Microsomal de Oxidacion de Etanol (MEOS) aumenta,
con un incremento asociado de la actividad en las citocromos P450, especialmente la
CYP2EL1 (Lieber, 1997; Agarwal, 2001). La CYP2E1 es un miembro de la superfamilia de
las citocromos P450, cuyo gen se localiza en el brazo largo del cromosoma 10. (Lieber,
1997; Nebert y col., 1999). La CYP2EL se expresa predominantemente en el higado y, en
menor medida, en otras localizaciones como el rifidn, mucosa nasal, pulmén, intestino,
colon vy linfocitos (Krishna y Klotz, 1994; Pasanen y Pelkonen, 1994; Hukkanen y col.,
1997; Lechevrel y col., 1999).

Es una enzima natural inducible por etanol que es capaz de catalizar la
biotransformaciébn no soélo del etanol, sino también de otros substratos como
carcindgenos presentes en el tabaco (N-nitrosaminas, benceno, uretano, butadieno y
estireno) y mas de 80 sustancias de bajo peso molecular considerados como
cancerigenos potenciales, en metabolitos toxicos creando radicales libres en forma de
intermediarios reactivos de oxigeno (O), que conduce a estrés oxidativo que produce
lesiones en el ADN que pueden iniciar la carcinogénesis (Druesne-Pecollo y col., 2009;
Webb y col., 2011). Estas enzimas actlan aumentando la polaridad de sus sustratos,
facilitando su eliminacion y por ello se las denomina, a menudo, como las enzimas de

desintoxicacion. Sin embargo, los productos metabdlicos que producen son generalmente
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mas toxicos que los compuestos parentales. Esto es particularmente cierto para varios
carcindégenos quimicos y una serie de compuestos que causan lesiones celulares en el
pulmoén, higado y rifion. Los carcinbgenos quimicos son, generalmente, quimicamente
inertes y requieren activacion metabolica por enzimas celulares para ejercer sus efectos
perjudiciales (Villard y col., 1998). Se ha demostrado que muchos de estos productos
quimicos causan toxicidad en mamiferos después de la activacion metabdlica por las
citocromos P450 (principalmente las subfamilias CYP1A, 2E y 3A) y desempefian un
papel importante en la etiologia de ciertos canceres humanos (Gonzalez y Gelboin,
1994). Debido a la importancia del papel de la CYP2EL en la activacion metabdlica de
carcinégenos, podria especularse que diferentes variantes alélicas del gen CYP2E1l
podrian causar diferentes niveles de expresion. Esto podria ser importante para la tasa
de activacion metabdlica y por lo tanto, para la susceptibilidad individual a la exposicién a
carcinogenos (Persson y col., 1993).

Los estudios epidemiolégicos sugieren que algunos de los polimorfismos genéticos
en el gen CYP2EL, incluyendo el Rsal y Dral, estan relacionados con susceptibilidad
genética para cancer (Uematsu y col.,, 1991; Kato y col., 1992; Hirvonen y col., 1993;
Hildesheim y col., 1995; Wu y col., 1998) y enfermedades hepaticas (Agundez y col.,
1996; Lucas y col., 1996; Savolainen y col., 1997). Sin embargo, también se han aportado
resultados opuestos que no apoyan el papel de los polimorfismos en el gen CYP2EL en
las enfermedades humanas (Hirvonen y col., 1993; Agundez y col., 1996; Kato y col.,
1994; Watanabe y col., 1995; Wu y col., 1998).

La actividad de la CYP2E1 también esta modulada por varios factores fisiolégicos
determinantes tales como la obesidad (O"Shea y col., 1994), el ayuno (O"Shea y col.,
1994) y disfuncion hepatica (Dilger y col., 1997) y puede ser inducida por etanol (Girre y
col., 1994). Por el contrario, los isotiocianatos de la dieta (Leclercq y col., 1998) y el ajo
(Yang y col., 1994; Reicks y Crankshaw, 1996), asi como algunos medicamentos tales
como el disulfiram (Kharasch y col., 1993) y el clormetiazol (Gebhardt y col., 1997),
inhiben su actividad. Una serie de factores ambientales pueden, por lo tanto, modificar el

riesgo de céancer a través de la actividad enzimatica alterada de la CYP2E1.
En el caso del cancer de pulmén, varias exposiciones quimicas son, sin duda,

reconocidas como una causa de este tipo de neoplasia y la predisposicion genética

parece modular sus efectos. Se piensa que todos los individuos tienen una combinacién
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Unica de caracteristicas polimorficas que modifican la susceptibilidad genética y la
respuesta a farmacos, productos quimicos y cancerigenos. Debido a que hay un gran
namero de enzimas que activan carcindégenos y enzimas detoxificantes, la variacion en
sus funciones y la complejidad de la exposicién a agentes carcin6genos pueden resultar

en diferentes susceptibilidades de los individuos (Klinchid y col., 2009).

1.5.3.1 Polimorfismos en el gen CYP2E1

Polimorfismos genéticos en el gen CYP2E1 podrian ser un factor que contribuye al
riesgo de cancer, dado que esta enzima activa procarcinégenos tales como N-
nitrosaminas, benceno, butadieno, cloruro de vinilo, hidrocarburos aroméaticos policiclicos
y otros productos quimicos de bajo peso molecular (Wang y col., 1999). En cuanto al gen
CYP2E1, se han identificado varios polimorfismos utilizando diferentes enzimas de
restriccion (Ingelman-Sundberg y col., 1993). El polimorfismo analizado con Rsal se
localiza en la regién reguladora de la transcripcion 5’. Este polimorfismo supone una
transicion de Citosina a Timina en la posicion -1019. El alelo variante c2 (Timina) esta
asociado con una mayor actividad transcripcional (10 veces mayaor), niveles elevados de
proteina y una mayor actividad enzimatica en comparacion con el alelo mas comun cl
(Citosina) (Ball y col., 1995; Grove y col., 1998). Dos estudios han reportado un mayor
consumo de alcohol (Grove y col., 1998; Sun y col., 2002) y una mayor prevalencia de
alcoholismo (Konishi y col., 2003) en mejicanos americanos portadores del alelo variante
c2. El alelo variante c2 esta presente aproximadamente en el 20-25% de los asiaticos y

en menos del 10% de las personas de origen étnico blanco (Hildesheim y col., 1997).

Otro polimorfismo detectable con el enzima de restriccién Dral en el intrén 6 es el
T7632A (rs6413432), que resulta de una transversion de Timina a Adenina que da lugar a
un aumento de la transcripcion del gen CYP2E1 (Uematsu y col., 1994) y se asocia con
un aumento de la expresion y actividad de la enzima (Parsian y col.,, 1998). Se ha
sugerido que el alelo variante C (Adenina) esta asociado con un mayor riesgo de
desarrollar alcoholismo en poblaciéon japonesa (lwahashi y col., 1998). Ademas, se ha
descrito que este alelo tiene una relacion con la incidencia de cancer de pulmén en una
poblacién japonesa (Uematsu y col., 1994). La frecuencia del alelo variante C oscila entre
poblaciones, encontrandose en un 26% en asiaticos y un 10% en caucasicos (Hu y col.,
1997).
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Un tercer polimorfismo en el gen CYP2EL1 localizado en el intron 7, se detecta con
la enzima de restriccion Taql y supone una transversion de Citosina a Guanina (Montano-
Loza y col., 2006). Aunque no hay evidencia de que el polimorfismo Tagl tenga un
impacto en el metabolismo del alcohol, se ha visto en un estudio de una poblacion
caucésica que un grupo de individuos con enfermedad hepatica alcohdlica mostraba una
frecuencia significativamente menor del alelo menos comun (4,9%) del polimorfismo Taq|l,
en comparacion con el grupo control sano (13,5%) (Wong y col., 2000). El polimorfismo
Tagl es tan frecuente en poblaciones blancas como el polimorfismo Dral, con una
frecuencia del alelo Tagl menos comun (Guanina) de 0,08 a 0,10 (McBride y col., 1987;
Persson y col., 1993; Carriére y col., 1996). Para el polimorfismo Tagl no hay informacién
alguna sobre la relacion entre la actividad del polimorfismo y la incidencia de cancer
(Sangrajrang y col., 2006).

1.6 METABOLISMO DEL FOLATO

Muchos estudios epidemiol6gicos han proporcionado evidencias de que el alto
consumo de frutas y verduras esta asociado con un menor riesgo de cancer de pulmon
(Steinmetz y col., 2001-a; Steinmetz y col., 2001-b; Takezaki y col., 2001). El folato es
una vitamina B hidrosoluble, uno de los principales micronutrientes en frutas y verduras
(Herbert, 1987) y se ha demostrado que la baja ingesta de folato en la dieta es un factor
importante en el desarrollo de cancer, incluyendo el de pulmén, mama, colorrectal, vejiga
y pancreas (Choi y Mason, 2002; Shen y col., 2003; Shrubsole y col., 2004; Schabath y
col., 2005; Larsson y col., 2006). El folato esta implicado en eventos como la metilacién,
sintesis y reparacién del ADN (Xu y col., 2007), eventos en los que el folato participa
como donante de un carbono y en los que sus productos metabdlicos proporcionan
grupos metilo para la sintesis de metionina y metilacién del ADN (Heijmans y col., 2003).
La enzima 5,10-metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) juega un papel central en el
metabolismo del folato regulando el flujo de folato entre dos importantes vias: la
produccion de timidilato y purinas para la sintesis de ADN y el suministro de grupos
metilo para la sintesis de metionina y la metilacién del ADN (Choi y Mason, 2002) (Figura
5).

La actividad MTHFR cataliza la conversion irreversible de 5,10-

metilentetrahidrofolato en 5-metiltetrahidrofolato, el cual es la principal forma circulante

del folato y el donante primario de grupos metilo para la sintesis de la metionina y para la
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metilacién del ADN (May col., 1997). Para ser mas especificos, el papel que desempefia
el 5-metiltetrahidrofolato en la metilacion del ADN se debe a que sirve como substrato
para la remetilacion de la homocisteina a metionina, con la posterior produccion de S-
adenosilmetionina, donante universal de grupos metilo, que participa en mas de 100

reacciones bioquimicas, incluyendo la metilacién del ADN (Kim, 1999).

Por otro lado, el 5,10-metilentetrahidrofolato es requerido como substrato para la
sintesis de ADN, concretamente para la sintesis de timidilato y purinas. La MTHFR
participa en la produccion de dTMP (desoxitimidilato o desoxitimidina 5’-monofosfato), a
través de la timidilato sintasa, y en la sintesis de purinas, desempefiando un papel en la
provisién de nucleétidos esenciales para la sintesis y reparacion del ADN (Choi y col.,
1998). Por tanto, una disminucién de 5,10-metilentetrahidrofolato resulta en la
incorporacién errénea de uracilo en el ADN y la eliminacién de esta base anormal puede
conducir a roturas simples y dobles de las hebras del ADN y la subsiguiente inestabilidad
del ADN asociada a un aumento de la frecuencia de la rotura cromosémica (Blount y col.,
1997).

Dieta
dUMP Folato - |
(Ac.Faolico) ¥
il Metionina
Dihidrofolato S-Adenosilmetionina
Metionina Sintasa + B12
Metionina Sintasa-Reductasa

Tetrahidrofolato S ’ Homocisteina = S-Adenosilhomocisteina

. 5,10 - Metilentetrahidrofolato 5 - Metiltetrahidrofolato
Timidilato I —
Sintasa Cistationina
B-Sintasa + B6
dTMP 5,10 = Metilentetrahidrofolato
Reductasa v
" Metilacion de
L 4
Sintesis de o ADN,
ADN Cistationina Proteinas y

Lipidos

Figura 5: Metabolismo del Folato (Sharp y Little, 2004)

Por tanto, la deficiencia de folato podria disminuir la capacidad de reparacion del
ADN vy favorecer la hipometilacién global y/o regional del ADN, que parece ser un evento

temprano y consistente en la carcinogénesis (Zingg y Jones, 1997). Dado que se ha
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sugerido la metilaciéon del ADN como uno de los mecanismos moleculares por los cuales
es regulada la expresion génica (Jacob y col., 1998), la hipometilacion est4 asociada con
inestabilidad gendmica (Laird y Jaenisch, 1996), estructura cromosémica anormal (Lewis
y Bird, 1991) y expresion anormal de oncogenes y genes supresores de tumores (Baylin y
col., 1991).

Por todas estas razones, la actividad de la MTHFR vy la disponibilidad del folato
podrian afectar a la expresion genética (a través de la metilacion del ADN) y a la
integridad gendmica (a través de la sintesis y reparacién del ADN) (Druesne-Pecollo y
col., 2009).

Un consumo elevado de alcohol parece interferir con la utilizacion del folato,
aumentando los requerimientos debido a que puede agotar las reservas de folato (Shaw y
col., 1989). Un estudio observo que en ratas alimentadas con una dieta con un contenido
normal de folato, la administracién del alcohol aumentaba los niveles intracol6nicos de
acetaldehido y los niveles de folato de la mucosa del colon se reducian significativamente
(Homann y col., 2000), posiblemente debido a la rotura o escision del folato por el
acetaldehido (Salaspuro, 1996).

El nivel de folato también podria ser potencialmente perturbado por polimorfismos
en el gen de la MTHFR y en otros genes implicados en el metabolismo del folato (Sharp y
Little, 2004).

1.6.1 Polimorfismos en el gen MTHFR

El gen de la 5,10-metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) se localiza en 1p36.3.
En humanos, el principal producto del gen MTHFR es una proteina cataliticamente activa
de 77 kilodaltons, aunque también se ha observado en algunos tejidos una isoforma mas
pequefia de aproximadamente 70 kilodaltons (Rozen, 1997).

El polimorfismo més estudiado de la MTHFR es una transicion en el exon 4 de una
Citosina por una Timina en el nucleétido 677, que da lugar a la conversion de un residuo
de Alanina en uno de Valina dentro del dominio catalitico NH.-terminal (Keku y col.,
2002). El alelo variante del polimorfismo C677T es comunmente llamado “termolabil”

porgue la actividad de la enzima codificada se reduce a 37°C o mas (Kang y col., 1991).
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De este modo, la actividad de la MTHFR entre los homocigotos T/T es un 50-60% menor
a 37°C y aproximadamente un 65% menor a 46°C, que en controles tratados de la misma
manera (Rozen, 1997). Los heterocigotos estdn en un rango intermedio (un 35% menor
aproximadamente). Las frecuencias del alelo T en poblaciones europea, asiatica y
africana son de 15-55%, 15-45% y 0-30%, respectivamente (Botto y Yang, 2000; Chango
y col., 2000; Keku y col., 2002; Yin y col., 2004). El genotipo homocigoto variante T/T esta
relacionado con niveles reducidos de folato sérico (Friedman y col., 1999; Lievers y col.,
2001; Parle-McDermott y col., 2006) y niveles mas altos de homocisteina en plasma.
Concretamente, estos individuos tienden a tener los niveles de homocisteina elevados en
sangre si la ingesta de folato es insuficiente, pero niveles en sangre normales si su

ingesta de folato es adecuada (Rozen, 1997).

El efecto de este polimorfismo en el riesgo de cancer de pulmén se piensa que
puede estar relacionado con el balance cuantitativo de 5,10-metilentetrahidrofolato y 5-
metiltetrahidrofolato. Si el consumo de folato es insuficiente, el genotipo T/T podria inducir
una deplecién de 5-metiltetrahidrofolato y favorecer la hipometilacion del ADN. Si el
consumo es suficiente, la menor conversion de 5,10-metilentetrahidrofolato a 5-
metiltetrahidrofolato asociada al genotipo T/T podria prevenir la disminucion de 5,10-
metilentetrahidrofolato y en consecuencia la incorporacién errénea de uracilo en el ADN,
lo cual esta asociado con frecuencia de rotura cromosomica (Kim, 2007). Individuos con
genotipo homocigoto variante T/T presentan hipometilacién del ADN en leucocitos de
sangre periférica, un efecto que es especialmente pronunciado cuando los niveles de

folato son bajos (Lathrop y col., 2000).

Ademas, la ingesta de algunos nutrientes implicados en la ruta metabdlica del folato
(por ejemplo, vitaminas Bgs y B12 Yy metionina), asi como el alcohol (un antagonista del
folato), pueden modificar el efecto de los polimorfismos de la MTHFR en los niveles

séricos de folato, afectando posiblemente al riesgo de cancer (Bailey, 2003).
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Objetivos

Durante los ultimos afios se han descrito distintos polimorfismos genéticos en los
genes que codifican enzimas que participan en el metabolismo del alcohol, el
acetaldehido y el folato. Algunos de estos polimorfismos modifican la actividad enzimatica
y en otros casos modifican la actividad transcripcional de algunos de estos genes. Estos
cambios se han asociado a wuna distinta susceptibilidad a desarrollar algunas

enfermedades como el cancer.

Por ello, en esta Tesis Doctoral se ha estudiado la contribucion tanto del alcohol
como de polimorfismos en genes implicados en el metabolismo del alcohol, acetaldehido

y folato al riesgo de cancer de pulmén. En concreto, los objetivos de esta tesis fueron:

o Analizar la relacién del consumo de alcohol en el riesgo de cancer de pulmoén, asi
como la interaccion alcohol-tabaco, alcohol-verduras y alcohol-frutas con el riesgo

de cancer de pulmon.

o Determinar la influencia de 8 polimorfismos en genes metabolizadores de alcohol,
acetaldehido y folato en la incidencia de cancer de pulmén mediante el genotipado
de individuos control y pacientes con cancer.

o Examinar la correlacion entre los 8 polimorfismos en genes metabolizadores de
alcohol, acetaldehido y folato junto con el consumo de alcohol y el riesgo de cancer

de pulmon.

o Estudiar la interaccion entre los genes analizados.
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Material y Métodos

3.1 MATERIAL

3.1.1 Reactivos

Para la obtencion de ADN a partir de células sanguineas se utilizé una solucion de
lisis de eritrocitos (RBC: NH4sCOs; 1 mM, NH.Cl 114 mM) y una solucion de lisis de
leucocitos (WCLB: Tris/HCI pH 7,5 1 mM, NaCl 5 mM, EDTA 1 mM). El resto de los
productos empleados a lo largo de este trabajo fueron de calidad analitica y se
adquirieron a distintas firmas suministradoras: Merck, Sigma, Scharlau, Applichem y

Roche.

3.1.2 Muestras biolégicas

Sangre. Para la obtencion de ADN de cada participante se recogié una muestra de
30 ml de sangre en tubos de vacio con EDTA como anticoagulante, y siempre antes de
iniciar el tratamiento terapéutico. Las muestras de sangre se recibieron en el laboratorio
en las 5 horas siguientes a su extraccion, dénde se procesaron para la obtencion de
plasma y células sanguineas. El plasma se congel6 a -80°C para futuros anlisis,
mientras que a partir de las células sanguineas se purific6 el ADN gendémico de cada

paciente.

Enjuague bucal. Se recogié una muestra de 10 ml de enjuague bucal, que se

centrifug6 durante 15 min a 3.061xg, guardandose las células desprendidas a -80°C para

la posterior extraccion de ADN en caso de que fuera necesario.

Tejido tumoral. Las muestras de tumores frescos congelados a -150°C o fijjados en

parafina son recogidos y almacenados rutinariamente por el Banco de Tumores del
Instituto Universitario de Oncologia del Principado de Asturias (IUOPA). Este servicio
también recoge y almacena tejidos sanos adyacentes después del estudio
anatomopatolégico. Este material biolégico estd disponible para futuras investigaciones

gue permitan evaluar nuevas hipétesis utilizando el tejido tumoral.
Uias. Finalmente, se recogen y almacenan correctamente etiquetadas las uias del

dedo gordo del pie para evaluar la presencia de determinados compuestos, como

metales pesados.
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Durante todo el proceso de manipulacion y almacenaje, las muestras biologicas
fueron etiquetadas con un namero de referencia interno para facilitar su seguimiento y su
equivalencia con el numero del historial clinico que se introdujo en una base de datos
especificamente creada para este estudio. De esta manera todos los analisis posteriores
de genotipado fueron realizados de forma anonima, sin que el investigador tuviese
constancia de si la muestra a analizar pertenecia a un caso o a un control, hasta la

finalizacion del estudio, lo que garantiza la total independencia de los resultados.

3.2 METODOS

3.2.1 Disefio del estudio

El presente trabajo forma parte de otro estudio mas amplio, denominado estudio
CAPUA (Céancer de Pulmén en Asturias), que se ha desarrollado en la Unidad de
Epidemiologia Molecular del Céancer del Instituto Universitario de Oncologia del
Principado de Asturias (IUOPA), en el que se analizan diversos aspectos de la
susceptibilidad genética y factores de riesgo ambientales, ocupacionales y de estilos de
vida, en relacion con el cancer de pulmén
(http://www.unioviedo.es/Oncologia/index.php?option=com_content&view=article&id=71&I
temid=163&lang=es).

3.2.1.1 Sujetos de estudio

Los sujetos participantes fueron seleccionados entre pacientes de entre 30 y 85
afos, diagnosticados por primera vez de cancer de pulmén y residentes, durante al
menos 6 meses, en las areas de influencia de los hospitales de Gijén (Hospital de
Cabuefies), Avilés (Hospital de San Agustin), Mieres (Hospital Alvarez Buylla) y Oviedo
(Hospital Universitario Central de Asturias). Los casos fueron identificados durante el
proceso diagnostico en los Servicios de Neumologia, Medicina interna, Anatomia

Patoldgica y Oncologia de los citados centros hospitalarios.
El contacto con los pacientes y su inclusion en el estudio se realizé durante su

primera estancia hospitalaria. Posteriormente, el diagndstico definitivo del caso vino dado

por la informacion anatomopatolégica. En el supuesto de que no existiera dicha
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informacidn, la inclusién o no del caso se realiz6 a través de un método de consenso con

los especialistas participantes.

La exhaustividad del proceso de identificacion y seleccion de pacientes con cancer
de pulmon durante el periodo de estudio, se verific6 mediante revision periddica de los
registros de Anatomia Patol6gica de los hospitales participantes. A cada caso se le
asigné un control apareado por hospital, género, edad (+ 5 afios) y residencia durante al
menos los 6 Ultimos meses en el area sanitaria de referencia del hospital donde se
diagnostico el caso. La seleccion de los controles se llevé a cabo entre pacientes que
ingresaron en el mismo hospital de cada caso para cirugia dentro de un amplio espectro
de condiciones agudas no relacionadas con ningun factor de riesgo conocido de cancer
de pulmon (Anexo ). En el anexo | se adjunta la lista de patologias validas para controles
de nuestro estudio caso-control, con los Cdédigos de la Clasificacion Internacional de
Enfermedades, 92 revision (WHO.ICD-9).

3.2.1.2 Datos sociodemograficos y factores de riesgo

Tras solicitar consentimiento informado, previamente autorizado por el comité de
ética de los distintos hospitales (Anexo Il), un entrevistador entrenado llevd a cabo una
entrevista personal con el caso o control, preferentemente durante la primera estancia
hospitalaria del sujeto. Para ello se realizé un cuestionario estructurado e informatizado

en el que se recogen los datos que se indican en la Tabla 2.

- 45 -



Material y Métodos

Tabla 2. Datos recogidos en el cuestionario

Datos sociodemogréficos basicos

Antecedentes familiares y patolégicos de cancer

edad

género

endogenos

medioambientales vivienda urbana o rural
localizacion de la vivienda

tipo de abastecimiento de agua

estilo de vida educacion

Posibles factores de riesgo clase social

tabaquismo activo e involuntario (ETS)
cuestionario de dieta

practicas de cocina y alimentacion

actividad fisica en tiempo de ocio

ocupacionales profesion

vida laboral

historia de exposicién ocupacional

3.2.1.3 Datos clinicos

Para la evaluacion de los datos clinicos se recogi6é informacion sobre los sintomas,
métodos diagndsticos, estadio tumoral, tipo histolégico y grado de diferenciacion del
tumor, tratamiento y presencia de otras patologias concurrentes. La recogida de
informacion, realizada por los neumélogos tras un entrenamiento previo, se llevo a cabo
en un impreso estructurado disefiado especificamente para este estudio (IDC, Anexo llI).

3.2.1.4 Tamafio de la muestray poder estadistico del estudio

De acuerdo con los modelos de Breslow y Day, el tamafio de muestra analizado
garantiza poder detectar las diferencias de riesgo siguientes, con nivel de significacion
igual a 0,05 y test de dos colas: para frecuencias alélicas de 0,43 (ADH1C y MTHFR) se
podrian detectar OR mayores que 1,21 y menores que 0,82 con una potencia mayor del
80%; para frecuencias alélicas de 0,82 (Arg48His ADH1B y Dral CYP2E1) se podrian
detectar OR mayores que 1,30 y menores que 0,79 con una potencia mayor del 80%;
para frecuencias alélicas de 0,92 (Rsal CYP2E1) se podrian detectar OR mayores que
1,47 y menores que 0,72 con una potencia mayor del 80%; y para frecuencias alélicas de
0,99 (Arg370Cys ADH1B y Tagl CYP2E1) se podrian detectar OR mayores que 3,89 y
menores que 0,20 con una potencia mayor del 80%.

-46 -



Material y Métodos

3.2.1.5 Dieta

La seccion de dieta del cuestionario (Anexo V) valoraba la frecuencia de consumo
y el tamafio habitual de la porcién o racién de 127 items de alimentos (incluidas las
bebidas alcohdlicas), y se uso para estimar el consumo diario de alcohol y de las calorias.
Las raciones estandar de vino tinto (125 ml), vino blanco (125 ml), cerveza (200 ml), jerez
(50 ml), sidra (125 ml), licores dulces (30 ml), y cofiac, ginebra, ron, wiski y vodka (40 ml)
fueron calculadas a partir de las tablas de composicién de los alimentos y contienen
13,25; 6,15; 3,06; 7,80; 7,40; y 14.25 gramos de etanol respectivamente. Como se
informa en el cuestionario de frecuencia de alimentos, se ha calculado el consumo medio
de alcohol durante los 5 afios anteriores a la entrevista y los sujetos participantes se
agruparon en cuatro categorias basadas en los tertiles del consumo de alcohol (ajustado
por energia) entre los controles: no bebedores, <0,1 (categoria de referencia en el
analisis); 0,1-9,9; 10-29.9; y 230 g/dia.

Hemos usado un cuestionario semicuantitativo de frecuencia de alimento (FFQ) de
101 items para evaluar la ingesta diaria habitual de alimentos y nutrientes (Anexo V). El
FFQ es una version modificada de un FFQ previo basado en el cuestionario de Harvard
(Willett y col., 1985), y que se desarrollé y validé usando cuatro registros de 1 semana de
la dieta en poblacion adulta en Valencia. Los coeficientes de correlacién de validez y
reproducibilidad (ajustado por consumo de energia) oscilaron entre 0,38, para la
reproducibilidad de los carotenoides, hasta 0,44 para la validez de la vitamina C (Vioque y
Gonzalez, 1991; Vioque y col.,, 2007); este rango es similar al observado en otros
cuestionarios establecidos de dieta (Willett, 1998; Henriquez-Sanchez y col., 2009). A los
sujetos participantes en este estudio se les pregunté por la frecuencia media habitual con
que consumian cada alimento durante los cinco afios anteriores. El tamafio de las
porciones para cada alimento se especificaba en el FFQ. El cuestionario contenia nueve
posibles respuestas, que van desde “nunca o menos de una vez al mes” hasta “seis 0
mas veces al dia”. Los valores de los nutrientes se obtuvieron, principalmente, de las
tablas de composicién de los alimentos de las publicaciones del Departamento de
Agricultura de los EE.UU. (USDA National Nutrient Database for Standard Reference,
2010), asi como de otras fuentes publicadas para la comida espafiola y los tamafios de
las porciones (Tablas del CESNID) (Palma y col., 2008). Para obtener, a partir de la
ingesta de alimentos la ingesta diaria de nutrientes para cada individuo, se multiplico la

frecuencia de uso de cada alimento por la composicion de nutrientes de la racién o
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porcion especificada en el FFQ y se sumaron las de todos los alimentos para obtener la

ingesta total de cada nutriente.

3.2.1.6 Tabaco

Los sujetos participantes fueron definidos como no fumadores si no habian fumado
més de 100 cigarrillos a lo largo de toda su vida; el resto fueron definidos como
fumadores. Los fumadores se clasificaron a su vez en fumadores actuales, en los que se
incluyen los sujetos participantes que durante los 6 meses previos a la entrevista 0 mas,
han estado fumado al menos un cigarrillo al dia. Los individuos que habian fumado
regularmente pero que habian dejado de fumar al menos un afio antes de la entrevista,
fueron definidos como ex-fumadores; aquellos individuos que habian dejado de fumar

menos de un afo antes de la entrevista, fueron incluidos en fumadores actuales.

A los fumadores se les pregunté el tiempo, en afios, que han estado fumando al
menos un cigarrillo al dia y cuantos cigarrillos solian fumar diariamente. La intensidad del
habito tabaquico se ha definido posteriormente en paquetes/afio (PY), y se calcula
multiplicando el numero de paquetes de cigarrillos fumados al dia por el nimero de afios
que el sujeto ha estado fumando esa cantidad de tabaco. Los sujetos se clasificaron
como fumadores leves (<37PY) o fumadores severos (=37PY), basandonos en la media

del consumo de la distribucién de los paquetes/afio del grupo control.

3.2.2 Analisis estadistico

Toda la informacién se organiza e introduce en tres bases de datos que incluyen la
informacién referente a los factores de riesgo y confusores, datos clinicos y polimorfismos

genéticos.

Antes del analisis, todas las ingestas de nutrientes y grupos de alimentos fueron
transformados logaritmicamente (base natural) para mejorar su normalidad.
Posteriormente se estimaron las ingestas de nutrientes ajustadas por ingesta cal6rica
total. Para ello se utiliz6 el método de los residuos denominado también de Willett, dénde
cada nutriente se ajusta en un modelo de regresion lineal con las calorias totales y los
residuos se afiaden a la ingesta media del nutriente en la poblacion de estudio (Willett y

col.,, 1985). Se calcularon también cuartiles de ingesta para alimentos y nutrientes
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ajustados por calorias totales usando la distribucion de los controles. De acuerdo con
esto, las categorias para frutas, verduras y folato se basan en los cuartiles del grupo

control correspondiente.

Para el andlisis estadistico se usaron los métodos estadisticos estandares del
estudio caso-control. En primer lugar se comprueba que la poblacion esta en equilibrio
Hardy-Weinberg y se describen los individuos en estudio empleando test %2 de
homogeneidad e independencia. Se incluye el estadistico de Mantel-Haenszel para
estudiar las posibles asociaciones de la enfermedad en estudio con los diferentes
factores de riesgo ambientales y polimorfismos genéticos, asi como posibles efectos de
confusion haciendo andlisis estratificados. Para la comparacion de variables continuas
entre distintos grupos de individuos se usaron los test de Lilliefors, Levene y el test t para
comprobar normalidad, homocedasticidad e igualdad de medias en caso de normalidad,
en otro caso se utilizaron los test no paramétricos de Mann-Whitney y Kruskal-Wallis

segun correspondiera.

Una vez explorados los datos, para el analisis multivariante se emple6 el método de
regresion logistica no condicionada (Kleinbaum y Klein, 2002). De esta manera se
hallaron las estimaciones de los parametros que permitian construir el modelo
matematico que mejor explicaba la variable enfermedad en estudio en funcién de los
datos de que se disponia. Posteriormente, se utilizaron los test LR y Wald para estudiar
las variables que entraban o salian del modelo, valorando confusion y estudiando si
existia interaccion entre distintos factores. También se calcularon las estimaciones
puntuales e intervalos de confianza de las ORs para las distintas variables de interés,
teniendo en cuenta los ajustes oportunos, y se estudié — a través de test de bondad de
ajuste (test Hosmer-Lemeshow) — como de efectivo es el modelo encontrado en cuanto a
la descripcion de la variable de salida en estudio.

Se analizaron interacciones simples gen-gen con un modelo de regresion logistica
gue incluye un término de interaccion, variables de exposicién y posibles confusoras.
Para realizar el andlisis de las interacciones gen-gen, se combinan y clasifican los
genotipos de los genes dos a dos en cuatro categorias, teniendo en cuenta un modelo de
herencia dominante: dos alelos de no riesgo (el grupo de referencia); alelo de no riesgo
para el primer gen y cualquier alelo de riesgo para el segundo; cualquier alelo de riesgo

para el primer gen y alelo de no riesgo para el segundo; y, por ultimo, dos alelos de
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riesgo. Para el gen ADH1C ha sido seleccionado como supuesto alelo de alto riesgo el
alelo lle; en el caso de Arg48His en ADH1B es el alelo His; para Arg370Cys en ADH1B,
el alelo Cys; en el caso del gen CYP2E1L: para el polimorfismo Tagl, el alelo C; para el
polimorfismo Rsal, el alelo c2; y para el polimorfimo Dral, el alelo C; finalmente, para el
polimorfismo C677T del gen MTHFR, el supuesto alelo de alto riesgo seleccionado es el

alelo T.

Todos los analisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando el programa estadistico
STATA 12.1.

3.2.3 Biologia molecular

3.2.3.1 Extraccion de ADN gendmico

La extraccion de ADN gendémico a partir de una muestra de sangre se realizo
mediante técnicas estandar de Biologia Molecular (Sambrook y col., 1989). Basicamente,
las células sanguineas se aislaron mediante centrifugacion de la muestra de sangre a
2.465xg durante 10min. Para lisar los eritrocitos, el precipitado se resuspendié en
solucion de lisis de eritrocitos (RBC: NH4CO3; 1 mM, NH4Cl 114 mM), se incub6 en hielo
durante 20 min, y se centrifugd durante 10 min a 2.465xg, eliminando el sobrenadante.
Este paso se repitid dos veces, y a continuacion el precipitado, formado por leucocitos, se
resuspendié en 10 ml de solucion de lisis de leucocitos WCLB (Tris/HCI pH 7,5 1mM,
NaCl 5 mM, EDTA 1 mM), 1 ml de SDS al 10%, y 50 ul de proteinasa K (15,6 mg/ml), y se
incubd 16 h a 55°C. A la mezcla de lisis se le afiadieron 4 ml de NaCl 6M y se agitd
energéticamente durante 15 s, seguido de centrifugacion a 2.465xg durante 15 min (Miller
y col., 1988). El sobrenadante se transfirié a un tubo de 50 ml con 2 volimenes de etanol
absoluto (20 ml) para precipitar el ADN gendmico. EI ADN precipitado se recogié en un
tubo de 1,5 ml y se lavé con etanol al 70%. Finalmente, el ADN se resuspendié en agua
mili-Q a una concentracién final de 0,2 ug/ul, guardandose a -20°C. Durante todo el
proceso de aislamiento de ADN se trabajé con puntas con filtro y se tomaron todas las
medidas posibles para evitar posibles contaminaciones que pudieran afectar al estudio.
Para la extraccion de ADN gendmico de células procedentes del enjuague bucal, éstas se
resuspendieron en 1 ml de solucién WCLB, 100 pl de SDS (10%) y 4 ul de proteinasa K,
y se trataron siguiendo el mismo protocolo que para las células sanguineas, aunque

modificando los volimenes para ajustarlos a la cantidad de WCLB inicial. La
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concentracion de ADN se determind mediante absorbancia a 260 nm en un

espectrofotbmetro UV-160 (Shimadzu).

3.2.3.2 Genotipado de SNPs mediante la tecnologia Sequenom MassArray
(IPLEX GOLD)

En este trabajo se han estudiado los siguientes polimorfismos: lle349Val (rs698) en
el gen ADH1C; Arg48His (rs1229984) y Arg370Cys (rs2066702), ambos en el gen
ADH1B; Glu504Lys (rs671) en el gen ALDHZ2; Rsal (rs2031920), Dral (rs6413432) y Taq|!
(rs2070676), todos en el gen CYP2EL y por ultimo el polimorfismo C677T (rs1801133) del
gen MTHFR.

A continuacién se describe detalladamente la tecnologia (Sequenom MassArray
(iPLEX GOLD), llevada a cabo en el Centro Nacional de Genotipado (CEGEN) — Nodo

Santiago, mediante la cual se han genotipado los polimorfismos citados anteriormente:

Disefio de los ensayos:

El primer paso en el disefio de cualquier proyecto de genotipado es la eleccién de
los marcadores a estudio. Salvo que se empiece a partir de un grupo de variantes ya
publicadas, ha de realizarse una busqueda en los recursos disponibles, las bases de
datos de dbSNP (The Single Nucleotide Polymorphism database -
http://www.nchbi.nIm.nih.gov/projects/SNP/), el proyecto 1000 Genomas, base de datos de
CNVs (Copy Number Variation) (Database of Genomic Variants -
http://projects.tcag.cal/variation/), bases de datos de enfermedades, etc. Los criterios de
seleccién de un SNV (Single Nucleotide Variant) pueden ser la frecuencia, la proximidad
a genes, la localizacion en regiones codificantes, su funcionalidad, etc. Existe una gran
flexibilidad en el disefio porque los oligonucleétidos que se emplean son sencillos, asi es
posible analizar variantes en cualquier especie siempre que se tenga informacion de unas

cien pares de bases en torno a la posicién de interés.

Por las caracteristicas de la quimica y el sistema de deteccién con MALDI-TOF
(Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time of Flight), se pueden analizar
variaciones de una unica base, ya sean cambios de dos alelos o mas, e inserciones y

deleciones de hasta 40 pares de bases. Las secuencias deben contener la variante que
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gqueremos analizar indicada entre corchetes, [A/G] por ejemplo para un cambio de A
(Adenina) a G (Guanina), si se trata de deleciones [n/-] e inserciones como [-/n], siendo
“n” la secuencia que se pierde o gana hasta 40 pares de bases. El limite de tamafio esta
marcado por el rango donde se pueden leer los productos de extension, entre 4.500 y
9.000 Da. Ademas, se pueden hacer combinaciones de ensayos para analizar grandes
deleciones, por ejemplo, disefiando cebadores a ambos lados de la region y
considerando posiciones no polimérficas, de manera que lo que obtenemos es sefial de
extension siempre para un unico alelo. Asi detectamos si se produce o no amplificacion, y

con ello la presencia o ausencia de la delecion.

En el caso de querer estudiar variantes que se encuentran depositadas en dbSNP,
se puede obtener directamente la secuencia en formato FASTA. La segunda fase
consiste en anotar dicha secuencia indicando las posiciones donde se encuentran otras
variantes, lo que se conoce como SNVs secundarios y las secuencias repetitivas, por
ejemplo elementos Alu. Este paso es muy importante ya que debemos evitar disefiar los
cebadores sobre estas posiciones polimérficas, ya que estariamos alterando la eficacia
de las reacciones; en este caso se utilizaria el software ProxSNP disponible a través del
portal Mysequenom (MySequenom s.f). También se pueden anotar las secuencias
manualmente; la ventaja es que podemos descartar aquellos SNVs que no estén

validados o que sean monomaérficos en nuestra poblacion de estudio.

Una vez tenemos todas las secuencias preparadas, se usa el software PreEXtend,
también en disponible en Mysequenom, para identificar las regiones Optimas para los
cebadores de PCR y hacer una comparacion con todo el genoma, de manera que solo se
produzca una amplificacion especifica de la region préxima a la variante. En caso de que
existan posibles amplificaciones inespecificas el software rechaza la secuencia. En la
secuencia se indican las regiones seleccionadas para los cebadores de PCR con letras
mayusculas y se bloquea el disefio en el resto de la secuencia mediante el uso de letras

minusculas.

A continuacién se realiza el disefio de los ensayos empleando el software Assay
design v4. Para usar el software de disefio las secuencias deben ser procesadas en un
determinado formato de fichero denominado SNP Group, que es un fichero txt con dos

columnas, una con el codigo del SNV (SNP_ID) y otra con la secuencia (Sequence). Las
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secuencias deben incluir la variante que nos interesa estudiar entre corchetes como se

indicé anteriormente.

Existen varias opciones de disefio donde se pueden seleccionar el nimero méaximo
de SNVs por ensayo, el tipo de cola afiadida a los cebadores, el contenido GC (Guanina-
Citosina), la Tm, el tipo de variantes que queremos estudiar (indels (IN-DEL, insercion-
delecién), SNVs no bialélicos, regiones con multiples SNVs, etc). Ademas también se
pueden utilizar ensayos ya optimizados para redisefio o afiadir nuevas variantes sobre

disefios ya existentes.

Para cada variante el software disefia tres oligonucleotidos, dos de PCR y un
oligonucledtido de extension. En el disefio de los cebadores se tiene en cuenta la Tm
(temperatura de fusion), temperatura de hibridacion, existiendo unos valores minimos que
deben ser superados. Ademas no se deben disefiar cebadores sobre una region que
contenga otra variante, y hay que tener en cuenta la posibilidad de que se formen
estructuras como horquillas, homodimeros y heterodimeros, y el contenido de regiones
poliG. Los valores limite permitidos para estos criterios varian segun se estén disefiando

cebadores de PCR o de extension.

Los cebadores de PCR deben estar al menos a 6 pares de bases del SNV y llevan
afiadida una cola de 10 pares de bases en el extremo 5’ que, ademas de espaciar los
cebadores de PCR en el espectro fuera del rango de lectura, unifican las condiciones de
la PCR multiplex mejorando asi la eficacia del genotipado (Van den Boom, 2004). Las
secuencias de los cebadores de PCR utilizados para los polimorfismos estudiados en

esta tesis se encuentran recogidas en la Tabla 3.
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Tabla 3. Secuencia de los cebadores de los polimorfismos analizados

GEN POLIMORFISMO RS CEBADORES PCR

(D) ACGTTGGATGAGAGCGAAGCAGGTCAAATC

ADHI1C lle349val 698 (R) ACGTTGGATGAAGAAGTTTTCACTGGATGC
wgons  meen  O)ICETICONGTIOCCICTICCACGTOCTC
o mgmos ame  @ACCTCCNGCCMOTCCTIOTCIATS
oszo () ACCTICONTECTTICTOMTEATATITIC
iz () ACETICONTECTCTCCCCACCOMMTIT
omers () ACETICOATGTIATeCTATAT AT
o reeTeanorTececeoTicocacte
MTHER Cc677T 1801133 (D) ACGTTGGATGACCTGAAGCACTTGAAGGAG

(R) ACGTTGGATGGAAAAGCTGCGTGATGATG

En el caso de los oligonucledtidos de extensién, deben hibridar adyacentes al sitio
polimoérfico, ya sea en la hebra forward o reverse. Los oligonucleétidos de extension
utilizados en nuestro caso se describen en la Tabla 4. Ademés de las propiedades
anteriormente citadas (Tm, contenido GC, etc.), el disefio de la sonda depende del
producto de extensién generado, de manera que sea posible interpretar el resultado y
determinar los alelos. Asi, un cambio como una deleciéon de una adenina en un region
con adeninas, A[A/-]A, no permite el disefio de un cebador de extension valido. También
se considera si la diferencia de masa correspondiente a los alelos esta préxima a la de
los aductos de Na* (+22 Da) o K* (+ 38 Da); una opcién para evitar esto es fijar una

separacion espacial minima entre los picos de 30 Da.
El ultimo paso en el disefio de ensayos es PlexExtend, y permite validar los disefios
multiplex en todo el genoma y evitar amplificaciones no deseadas por la union al azar de

los oligonucledtidos presentes en la multiplex (Oeth, 2009).

El software también permite disefiar cebadores de PCR para regiones con multiples

SNVs, de manera que en una misma reaccion se pueden estudiar SNVs proximos.
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Procesado de las muestras:

Una vez finalizado el proceso de disefio, tenemos un fichero Excel con los cédigos
de las variantes, las secuencias de los cebadores de PCR, valores como Tm, contenido
en GC, longitud del fragmento de PCR, las secuencias de los cebadores de extensién, su
masa en Daltons y los productos de la extension de cada alelo con su masa
correspondiente. En este punto se puede modificar el nombre de los alelos, esto es de

gran utilidad si se trabaja con mutaciones o indels.

Este fichero se importa en la base de datos de Sequenom, de manera que se
puedan traducir los picos de los espectros en los correspondientes alelos. A partir de aqui
se piden los oligonucleétidos, tres por variante, dos de PCR a 100 uM y uno de extension
a 400 pM. Para estos Ultimos es necesario preparar y optimizar la mezcla de
oligonucledtidos, ya que aquellos de mayor masa generardn unos picos de menor
intensidad por las propias condiciones de la espectrometria. Una caracteristica del
sistema de espectrometria de masas MALDI-TOF es que existe una relacién inversa
entre el ratio ruido-sefial y el incremento en la masa del analito. Cuanto mayor es el
producto de extension menor el ratio ruido-sefial. Asi se ajusta la concentraciéon de los
cebadores segln su masa, aumentando a medida que se incrementa la masa. Para
comprobar que los cebadores estan equilibrados se usa el equipo de espectrometria de
masas MALDI-TOF para leer 1luL de mezcla de cebadores en 15 pL de agua
desionizada; de esta forma podemos saber si alguno de los cebadores tienen una

concentracion menor de la deseada.

El primer paso del proceso de genotipado es amplificar mediante una PCR
convencional la region donde esté el SNV, para cada variante se disefian dos cebadores
de PCR que amplifican una region de unos 100 pares de bases. Las reacciones no son
individuales si no que, en cada una, podemos analizar simultdneamente entre 1 y 36
SNVs, denominadas reacciones multiplex, gracias al disefio de cebadores de PCR
compatibles.

Para el proceso de amplificacion, se coge 1 uL de ADN y la mezcla detallada en la

Tabla 5 que se muestra a continuacion:
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Tabla 5. Mezcla de reactivos utilizada para el proceso de amplificacion

Reactivo Conc. en 5L Volumfan Vqumfen
(1 reaccion) (384 reacciones)

Agua (calidad HPLC) NC 1,850 L 980.38 L
Tampon PCR (10x)(15mM MgCl2) 1,25x 0,625 L 331,3 UL
MgClI2 (25mM) 1,65 mM 0,325 pL 172,3 pL
Mezcla dNTP (25mM cada uno) 500 pM 0,100 pL 53,0 pL
Mezcla oligonucleétido (500 nM cada uno) 100 nM 1,000 pL 530,0 pL
HotStarTaq® (5 U/ pL) 0,5 U/reaccion 0,100 pL 53,0 pL
Volumen Total: 4,000 pL 2120,0 pL

Preparar el termociclador para la placa microtiter de 384 pocillos como sigue:

94°C durante 15 minutos

94°C durante 20 segundos
56°C durante 30 segundos

72°C durante un minuto

72°C durante 3 minutos

45 Ciclos

4°C indefinido o hasta el siguiente paso

Tras esta amplificaciébn se realiza una purificacion con el enzima SAP (shrimp

alkaline phosphatase) para eliminar los dNTPs (Deoxinucleétidos trifosfato) empleados en

el paso anterior (Tabla 6).

Tabla 6. Mezcla de reactivos utilizada para el proceso de purificacion

. Volumen Volumen
Reactivo
(1 reaccion) (384 reacciones)
Agua (calidad HPLC) 1,53 puL 810,9 pL
Tampén SAP (10x) 0,17 pL 90,1 L
Enzima SAP (1,7 U/ pL) 0,30 pL 159,0 pL
Volumen Total 2,00 pL 1060,0 pL
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Seguidamente, preparamos el termociclador como se detalla a continuacion:

1. 37°C durante 40 minutos
2. 85°C durante 5 minutos
3. 4°C indefinido o hasta el siguiente paso

A continuacion se realiza la reaccion de extension SBE (Single Base Extension); para ello

se disefia un tercer cebador por variante que hibrida adyacente a la base polimérfica y se

afiade a este cebador la base complementaria al SNV en 3'. En este paso cada cebador

incrementa su longitud un nucleétido, lo que implica un cambio en la masa del cebador;

esto nos permite identificar mediante espectrometria de masas qué nucle6tido se ha

incorporado (Tabla 7).

Tabla 7. Mezcla de reactivos utilizada para la reaccion de extension

Reactivo Conc. en 9uL Volumen Volumen
(1 reaccion) (384 reacciones)

Agua (calidad HPLC) NC 0,7395 pL 391,97 pL
Tampoén Plus iPLEX (10x) 0,222X 0,200 pL 106,00 pL
Mezcla final iPLEX 0,5x 0,100 pL 53,00 pL
Mezcla oligonucleétidos (7 uM: 14 pM)* 0,624 pM: 1,5 uM 0,94 uL 498,12 pL
Enzima iPLEX 0,5x 0,0205 pL 10,87 pL
Volumen Total: 2,000 pL 1060,0 pL

*7 uMy 14 uM pone de manifiesto la concentracion duplicada de los oligonucle6tidos de masa elevada.

El siguiente paso es preparar el termociclador de la siguiente forma:

94°C durante 30 segundos

94°C durante 5 segundos

52°C durante 5 segundos

80°C durante 5 segundos

5 Ciclos

72°C durante 3 minutos

4°C indefinido o hasta el siguiente paso

40 Ciclos

Posteriormente se preparan estos productos de extension para la espectrometria de

masas, para ello se incorpora una resina de intercambio catiénico que va a eliminar todas
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las sales presentes, principalmente el Na+ y el K+, ya que generan artefactos en los
espectros, y se afiade agua desionizada. Los productos finales se transfieren mediante el
robot Nanodispenser (Samsung) a un chip, que tiene 384 posiciones, con la matriz, acido
3-HPA (&cido hidroxipicolinico); el volumen que se puntea en cada punto con matriz es de
15 nL. Estos chips se leen en el espectrometro de masas MALDI-TOF, Autoflex (Bruker
Daltonics). Un laser ultravioleta, con una longitud de onda de 337nm, irradia cada punto
transfiriendo energia, lo que genera una nube de iones que es acelerada a través de un
campo eléctrico. Posteriormente los iones se dirigen hacia el detector en una zona libre
de carga. El ratio m/z (masa/carga) se calcula a partir del tiempo de vuelo y se obtiene un
espectro de masas para cada reaccion multiplex, empleando el software SpectroAcquire.
Para cada SNV tenemos tres posibles picos, uno correspondiente al cebador de
extension en aquellos casos donde no haya funcionado la reaccion, otro si el cebador se
ha extendido para el nucleétido de menor masa y el tercero si el cebador ha incorporado
el nucleétido de masa mayor (Buetow KH, 2001). Los espectros son revisados
manualmente empleando el software Typer Analyzer v4.

Como control de calidad se revisan los clister para cada SNV y se eliminan los
SNVs con bajo porcentaje de genotipado o que no estan en equilibrio HW y se descartan
las muestras que tienen un porcentaje de genotipado bajo o que muestran peor calidad.
También se comprueba la consistencia en los resultados para muestras repetidas, dentro
de la misma placa y entre placas. Ademas, en cada chip se incluye un trio de muestras
Coriell, para las que existen datos publicados y con las que se pueden comparar los
resultados obtenidos y revisar la correcta transmisién de alelos de padres a hijos, para

comprobar la eficacia del genotipado.
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4.1 DESCRIPCION DE LA POBLACION

Hasta el 30 de octubre de 2010 han sido registrados en la base de datos 1978
individuos (1039 casos y 939 controles), de los que 1839, el 92,97%, son elegibles (969
casos y 870 controles) y el resto, 141 individuos (7,03%), son no elegibles por diversas
causas, entre las que podemos destacar: no existir confirmacion diagnostica de 65
individuos (46,10%), reasignacion de 58 individuos (41,13%), el lugar de residencia en 10
pacientes (7,09%) u 8 individuos por otras causas (5,67%).

De los 1839 individuos elegibles, un total de 1724 (93,74%), participan en el
estudio, de los cuales 880 son casos (780 hombres y 100 mujeres) y 844 son controles
(727 hombres y 117 mujeres) (Figura 6).

Elegibles CAPUA

880; 48% B No participantes
M Participantes
Casos

W Controles

Figura 6: Participacién en el estudio. Porcentaje de no participantes (6%) y de participantes (94%) (48% casos y 46%

controles) en el estudio CAPUA.

El resto de los individuos no participantes 115, que constituyen el 6,26% de los
elegibles, son eliminados por diferentes motivos: no dan razén (59,13%), gravedad de la
enfermedad (17,39%), fallecimiento (6,96%), dado de alta sin consentimiento (6,09%),
mentalmente incapacitado (2,61%), problemas de audicién/habla (2,61%), cree que la
entrevista le ocupard demasiado tiempo (0,87%), confidencialidad (0,87%) y por otros
motivos (3,48%).
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De los individuos participantes en el estudio se recogieron muestras biologicas de
un total de 1703 (98,78%), de los cuales 875 son casos (51,38%) y 828 controles
(48,62%). Se conserva solo sangre de 583 casos (66,63%) y de 570 controles (68,84%) y
s6lo enjuague de 17 casos (1,94%) y 35 controles (4,23%), y sangre y enjuague de 272
casos (31,09%) y 219 controles (26,45%). Excluyendo a los pacientes para los que no se
han podido recoger muestras biologicas, 21 (1,22%) y los que tienen la entrevista
incompleta, 7 (0,49%), se han incluido un total de 1703 individuos en este estudio
(98,38%) que tienen informacion completa y muestras biol6gicas, de los cuales 875 son
casos (51,38%) y 828 controles (48,62%).

Como ya se mencioné anteriormente, el estudio CAPUA es un estudio caso-control
de base hospitalaria. En la presente tesis se han analizado los genotipos de los distintos
genes de metabolizacion del alcohol, acetaldehido y folato en 877 casos (778 hombres y
99 mujeres) y 840 controles (723 hombres y 117 mujeres) recogidos en el estudio
CAPUA.

Las caracteristicas de los individuos participantes en el estudio tales como edad,
género, habito tabaquico, consumo de alcohol, calorias, ingesta de verduras, ingesta de
frutas, antecedentes familiares de cancer y tipo histolégico para los casos, son recogidos
en la Tabla 8. Se observa que no existen diferencias estadisticamente significativas entre
casos y controles en cuanto a distribucién del género, pero si existen en la distribucion de
la edad. Al analizar los diferentes factores de riesgo en la poblaciéon sometida a estudio,
en cuanto al habito tabaquico observamos que solo el 6,4% de los casos son no
fumadores frente al 29,2% de los controles. Por tanto, el porcentaje de fumadores es del
94,6% en casos y del 70,8% en controles. Asi mismo, la intensidad con la que fuman es
también mayor en los casos, 61,81 paquetes/afio (PY) frente a 36,13 paquetes/afio en los
controles (p<0,001). Dentro de los fumadores hemos diferenciado entre ex-fumadores
(desde hace méas de un afio) y fumadores actuales (incluye exfumadores desde hace
menos de un afio). Dentro de los ex-fumadores el 42,1% son casos y el 42,9% controles,
en cuanto a los fumadores actuales la diferencia es notable, puesto que el 51,5% de los

casos son fumadores actuales, frente al 27,7% de los controles.
En cuanto al consumo de alcohol, la media del consumo de alcohol (g/dia) es muy

similar en casos y controles (27,58% vs, 23,96%) (p=0,082). Por el contrario, existen

diferencias estadisticamente significativas entre casos y controles en la media de
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consumo de verduras (g/dia), frutas (g/dia) y calorias (kcal/dia) (123,29 vs, 156,34;
242,19 vs, 268,96; 2404,98 vs, 2275,73), respectivamente.

El porcentaje de individuos con antecedentes familiares de cancer de pulmén es

mayor en los casos que en los controles (15,8% vs, 10%).

Por ultimo se determiné el tipo histolégico para 874 de los 877 casos (en los 3
individuos restantes no se pudo determinar), encontrando que el 40,3% presentaban
carcinoma epidermoide, el 30,6% adenocarcinoma, el 17,3% microcitico, el 6,1% de

células grandes y el 2,9% indiferenciado.

Se ha evaluado el consumo de alcohol en pacientes con cancer de pulmén y
controles con el objetivo de valorar su asociacion con el riesgo a desarrollar cancer de
pulmén, asi como su posible interaccién con el tabaco y con la ingesta de verduras y
frutas. También se ha determinado la frecuencia de 8 polimorfismos en 5 genes
implicados en el metabolismo del alcohol (ADH1C Ile349Val, ADH1B Arg48His, ADH1B
Arg370Cys, CYP2E1 Rsal, CYP2E1 Tagl, CYP2El1 Dral), acetaldehido (ALDH2
Glu504Lys) y folato (MTHFR C677T) en pacientes con cancer de pulmén y controles con
el objeto de evaluar su asociacion con el riesgo o susceptibilidad genética a desarrollar
cancer de pulmén, asi como su posible asociacion con el consumo de alcohol. La
distribucién de los genotipos para todos los SNPs estudiados es consistente con el

equilibrio Hardy-Weinberg, excepto para el polimorfismo Glu504Lys en el gen ALDH2.
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Tabla 8. Distribucion de los casos de cancer de pulmén y controles del estudio

Casos (n=877)

Controles (n=840)

Variable p?
n (51,07%) n (48,93%)
Género
Hombre 778 (88,71) 723 (86,07)
Muijer 99 (11,29) 117 (13,93) 0,099
Edad (afios), media (Desv. tip.) 66,11 (10,6) 64,46 (11,08) 0,002
Paquetes afio (PY), media (Desv. tip.) 61,81 (36,07) 36,13 (30,33) <0,001
Nunca 56 (6,39) 245 (29,24)
<37 186 (21,23) 359 (42,84)
>37 634 (72,37) 234 (27,92) <0,001
Habito tabaquico
No fumador 56 (6,39) 245 (29,17)
Fumador 821 (93,61) 595 (70,83) <0,001
Ex-fumador 368 (42,11) 358 (42,93)
Fumador actual 450 (51,49) 231 (27,70) <0,001
Consumo de alcohol (g/dia)
Media (Desv. tip.) 27,58 (44,62) 23,96 (40,68)
No bebedor (<0,1) 129 (21,94) 136 (21,12)
0,1-9,9 137 (23,30) 204 (31,68)
10-29,9 146 (24,83) 143 (22,20)
230 176 (29,93) 161 (25,00) 0,009
Calorias
Media (Desv. tip.) 2404,98 (844,50) 2275,73 (698,03) 0,033
Ingesta de verduras (g/dia)
Media (Desv. tip.) 123,29 (102,82) 156,34 (138,81) <0,001
<67,15 200 (34,01) 161 (25,00)
67,15-116,65 164 (27,89) 161 (25,00)
116,65-200,23 122 (20,75) 161 (25,00)
>200,23 102 (17,35) 161 (25,00) <0,001
Ingesta de frutas (g/dia)
Media (Desv. tip.) 242,19 (212,3) 268,96 (202,18) 0,001
<115,76 206 (35,03) 161 (25,00)
115,76-233,13 146 (24,83) 161 (25,00)
233,13-375,46 97 (16,50) 161 (25,00)
>375,46 139 (23,64) 161 (25,00) 0,024
Antecedentes familiares de cancer
No 486 (84,23) 496 (90,02)
Cancer de pulmén 91 (15,77) 55 (9,98) 0,004
Tipo histoldgico
Epidermoide 352 (40,27)
Adenocarcinoma 267 (30,55)
Microcitico 151 (17,28)
Células grandes 53 (6,06)
Indiferenciado 25 (2,86)
Otros 12 (1,37)
Diagnéstico clinico 14 (1,60)

2 test Chi-cuadrado (variables categoricas), test Mann-Whitney (variables continuas)
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4.2 ANALISIS DE ALCOHOL Y CANCER DE PULMON

En cuanto a la posible asociacién entre el consumo de alcohol y cancer de pulmon,
observamos un efecto protector frente al desarrollo de cancer de pulmén casi
estadisticamente significativo en la categoria de consumo de alcohol de 0,1-9,9 g/dia (OR
ajustada = 0,71; IC 95% = 0,48-1,06). Por otro lado, parece existir un aumento del riesgo
de dicha neoplasia en la categoria de mayor consumo de alcohol (=30 g/dia), aunque
dicha asociacién no es estadisticamente significativa (OR ajustada = 1,21; IC 95% = 0,83-
1,81) (Tabla 9).

Tabla 9. Analisis del consumo de alcohol y riesgo de cancer de pulmén

OR ajustada?

Alcohol (g/dia) Casos/Controles OR cruda [IC 95%]
No bebedores (<0,1) 129/136 1,00 1,00
0,1-9,9 137/204 0,71 [0,51-0,98] 0,71 [0,48-1,06]
10-29,9 146/143 1,08 [0,77-1,50] 1,02 [0,68-1,52]
230 176/161 1,15 [0,83-1,59] 1,21 [0,83-1,81]

@Ajustada por edad, género, paquetes-afio, verduras (4 cat.), frutas (4 cat.), calorias (Kcal)

4.3 ANALISIS DE INTERACCIONES

4.3.1 Andlisis de interaccién alcohol-tabaco

Existe una clara interaccién entre el consumo de alcohol y el tabaco, siendo esta
interaccion mas clara en la categoria de mayor consumo de tabaco (=37 paquetes/afio),
de modo que un consumo de tabaco =37 paquetes/afio aumenta el riesgo de cancer de
pulmén 4 veces si el consumo de alcohol es de 0,1-9,9 g/dia (OR ajustada = 4,09; IC 95%
= 1,88-8,88), 23 veces si el consumo de alcohol esta entre 10-29,9 g/dia (OR ajustada =
23,15; IC 95% = 10,68-50,18) y en 14 veces si es consumo de alcohol es 230 g/dia (OR
ajustada = 14,54; IC 95% = 6,76-31,29) (Tabla 10).
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Tabla 10. Andlisis de interaccion entre el consumo de alcohol y el tabaco y el riesgo de cancer de pulmoén

No fumador <37 paquetes/afio 237 paquetes/aio
OR OR OR
Alcohol (g/dia) Casos/Controles ajustada? Casos/Controles ajustada? Casos/Controles ajustada?

[IC 95%)] [IC 95%] [IC 95%)]
No bebedores 20/63 1,00 23/41 1,00 86/32 1,00
(<0,1)

0,74 3,59 4,09
0,1-9,9 11/62 [0,31-1,77] 38/96 [1,62-7.98] 88/46 [1,88-8.88]

1,01 2,49 23,15
10-29,9 7134 [0,37-2,77] 20166 [116-5,18] 109/42 [10,68'50,18]

0,47 3,38 14,54
S , ) )
230 2/32 [0,10-2,24] 35/80 [1,53-7,46] 139/49 [6,76-31,29]

@Ajustada por edad, género, verduras (4 cat.), frutas (4 cat.), calorias (Kcal)

4.3.2

Analisis de interaccion alcohol-verduras

Existe una interaccion entre un consumo de verduras 2116.65 g/dia y el consumo

de alcohol, de forma que disminuye el riesgo de cancer de pulmén en todas las
categorias de consumo de alcohol, aunque dicha interaccién solo es estadisticamente
significativa para un de consumo de alcohol de 10-29,9 g/dia (OR ajustada = 0,52; IC
95% = 0,30-0,89) (Tabla 11).

Tabla 11. Analisis de interaccién entre consumo de alcohol y verduras y el riesgo de cancer de pulmén

<116,65 g/dia Verduras

2116,65 g/dia Verduras

OR ajustada?

Alcohol (g/dia) Casos/Controles

Casos/Controles

OR ajustada?

[IC 95%] [IC 95%]
No bebedor (<0,1) 73/57 1,00 56/79 1,00
0,1-9,9 73192 0,61 [0,61-1,05] 64/112 0,63 [0,36-1,11]
10-29,9 101/81 0,97 [0,57-1,64] 45/62 0,52 [0,30-0,89]
230 117/92 1,08 [0,65-1,81] 59/69 0,66 [0,37-1,19]

@Ajustada por edad, género, paquetes-afio, frutas (4 cat.), calorias (Kcal)

4.3.3 Analisis de interaccion alcohol-frutas

También existe una interaccion entre un consumo de frutas 2233,13 g/dia y todas
las categorias de consumo de alcohol, de forma que esta interaccion resulta en una
proteccion frente al desarrollo de céncer de pulmoén. Dicha interaccibn es casi
estadisticamente significativa para la categoria de consumo de alcohol de 10-29,9 g/dia
(OR ajustada = 0,58; IC 95% =
significativa (Tabla 12).

0,33-1,03) y en el resto no es estadisticamente
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Tabla 12. Analisis de interaccién entre consumo de alcohol y frutas y el riesgo de cancer de pulmén

<233,13 g/dia Frutas 2233,13 g/dia Frutas
Alcohol (g/dia) Casos/Controles OR[lglé?;)Z?aa Casos/Controles OR[lglé?;)Z?aa
No bebedor (<0,1) 65/48 1,00 64/88 1,00
0,1-9,9 77/100 0,66 [0,66-1,16] 60/104 0,77 [0,44-1,34]
10-29,9 93/73 1,07 [0,61-1,88] 53/70 0,58 [0,33-1,03]
230 117/101 1,10 [0,65-1,87] 59/60 0,70 [0,39-1,27]

@Ajustada por edad, género, paquetes-afio, verduras (4 cat.), calorias (Kcal)

4.4 ANALISIS DE LOS POLIMORFISMOS Arg48His Y Arg370Cys EN EL
GEN ADH1B

La distribucion de los genotipos para el polimorfismo Arg48His del gen ADH1B en
casos y controles se muestra en la Tabla 13. No observamos diferencias
estadisticamente significativas en la frecuencia del alelo His entre casos y controles,
siendo 0,09 en ambos casos. Debido al escaso nimero de individuos con el genotipo
His/His para el polimorfismo Arg48His en el gen ADH1B (6 en casos y 6 en controles),
decidimos analizar la influencia del alelo variante His. Al analizar la asociacion entre los
genotipos del polimorfismo Arg48His en el gen ADH1B y el riesgo a desarrollar cancer de
pulmén, encontramos que los individuos portadores del alelo variante His no presentan
un mayor riesgo a desarrollar cancer de pulmén que los individuos con genotipo
homocigoto salvaje Arg/Arg (OR = 0,95; IC 95% = 0,73-1,24). Al ajustar por edad, género,
paquetes afio, alcohol, vegetales, frutas y calorias observamos cierta asociacion de
proteccion, aunque no es estadisticamente significativa (OR ajustada = 0,77 IC 95% =
0,53-1,12).

Tabla 13. Analisis del polimorfismo Arg48His en el gen ADH1B y el riesgo de cancer de pulmén

. Casos Controles OR cruda OR ajustada®
Genotipo ADH1B n (%) n (%) [IC 95%] [IC 95%]
Arg/Arg 658 (82,8) 613 (82,1) Referencia Referencia
Arg/His 131 (16,5) 128 (17,1) 0,95 [0,73-1,25] 0,77 [0,52-1,13]
His/His 6 (0,75) 6 (0,80) 0,93 [0,30-2,91] 0,79 [0,18-3,38]
Arg/His+His/His 137 (17,23) 134 (17,94) 0,95[0,73-1,24] 0,77 [0,53-1,12]
Frecuencia alelo His 0,09 0,09

@ Ajustada por edad, género, paquetes afio, alcohol (g/dia), verduras (4 cat.), frutas (4 cat.) y calorias (kcal)
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En este trabajo también hemos analizado la posible modificacion que puede ejercer
el consumo de alcohol en las asociaciones de los polimorfismos estudiados y el riesgo de

cancer de pulmén.

Vemos que el consumo de alcohol modifica el efecto que ejerce el polimorfismo
Arg48His en el gen ADH1B sobre el riesgo de cancer de pulmén, de modo que un
consumo de alcohol entre 10-29,9 g/dia en individuos portadores del alelo variante His,
aumenta el riesgo de cancer de pulmén (OR ajustada = 3,32; IC 95% = 1,03-10,70). Por
el contrario, un consumo de alcohol de 0,1-9,9 g/dia en individuos con genotipo
homocigoto salvaje Arg/Arg disminuye el riesgo de cancer de pulmoén (OR ajustada =
0,67; 1C 95% = 0,41-1,08) (Tabla 14).

Tabla 14. Andlisis del polimorfismo Arg48His en el gen ADH1B y el consumo de alcohol y el riesgo de cancer de pulmén

Casos/Controles

Consumo de alcohol OR ajustada?[IC 95%]
(g/dia) Arg/Arg His-carriers
No bebedor (<0,1) 9138809 2116 206
0,1-9,9 95/140 25/43
T 0,67 [0,41-1,08] 0,93 [0,34-2,54]
107/117 26/13
10-29,9 0,81 [0,50-1,31] 3,32 [1,03-10,70]
>30 140/125 17/18
B 1,18 [0,73-1,89] 1,56 [0,51-4,75]

2Ajustada por edad, género, paquetes-afio, verduras (4 cat.), frutas (4 cat.), calorias (Kcal)

En el caso del polimorfismo Arg370Cys en el gen ADH1B, la frecuencia del alelo
variante Cys es muy similar en casos y controles (0,004 y 0,006 respectivamente).
Debido a la baja frecuencia del genotipo variante Cys/Cys, en este caso también hemos
analizado a los individuos portadores del alelo variante Cys, de forma que en esta
categoria estan incluidos los individuos con genotipos Arg/Cys y Cys/Cys. Al analizar la
posible asociacion entre el polimorfismo Arg370Cys y el riesgo a desarrollar cancer de
pulmén, observamos cierta proteccion en los individuos portadores del alelo variante Cys,
aunque dicha asociacion no estadisticamente significativa (OR = 0,73; IC 95% = 0,27-
1,98). Al ajustar por edad, género, paquetes afio, alcohol, vegetales, frutas y calorias,
observamos la misma relacién de proteccion en individuos portadores del alelo variante
Cys (OR ajustada = 0,60; IC 95% = 0,16-2,23), aunque dicha asociacion tampoco es
estadisticamente significativa (Tabla 15).
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Tabla 15. Analisis del polimorfismo Arg370Cys en el gen ADH1B y el riesgo de cancer de pulmén

e T .
Arg/Arg 775 (99,1) 729 (98,8) Referencia Referencia
Arg/Cys 7(0,9) 9(1,2) 0,73[0,27-1,98] 0,60 [0,16-2,23]
Cys/Cys 0 (0,0) 0(0,00 s e b

Cys carriers 7(0,9) 9(1,2) 0,73[0,27-1,98] 0,60 [0,16-2,23]
Frecuencia alelo Cys 0,004 0,006

@ Ajustada por edad, género, paquetes afio, alcohol (g/dia), verduras (4 cat.), frutas (4 cat.) y calorias (kcal)

®Las ORs no han podido ser calculadas debido a la falta de informacion en las variables de ajuste

En el caso del polimorfismo Arg370Cys no podemos comprobar si el consumo de
alcohol modifica el efecto que ejerce dicho polimorfismo sobre el riesgo de cancer de
pulmén, ya que no disponemos de individuos suficientes para hacer los calculos

pertinentes en todas las categorias (Tabla 16).

Tabla 16. Andlisis del polimorfismo Arg370Cys en el gen ADH1B y el consumo de alcohol y el riesgo de cancer de pulmén

Casos/Controles

Consumo de alcohol OR ajustada?[IC 95%]
(g/dia) Arg/Arg Cys-carriers

114/112 0/1

No bebedor (<0,1) 1,00 1,00
115/177 2/3

0.1-9,9 067[043-1,04] e °
129/127 2/3

10-29.9 095[0,61-1,48] e °

>30 155/141 0/2 )

1,24[0,81-1,91] e

2Ajustada por edad, género, paquetes-afio, verduras (4 cat.), frutas (4 cat.), calorias (Kcal)

® Las ORs no han podido ser calculadas debido a la falta de informacion en las variables de ajuste

4.4.1 Andlisis estratificado del polimorfismo Arg48His en el gen ADH1B

En todos los polimorfismos sometidos a estudio realizamos un analisis estratificado
de los datos con el objeto de identificar los subgrupos en los que la asociacion es mas
intensa. Al estratificar subdividimos la poblacién heterogénea en subpoblaciones,

denominados estratos, cada uno de los cuales es internamente homogéneo.
En nuestro estudio, atendiendo a la informacion recogida, llevamos a cabo 6

estratificaciones: por género, por edades (dividiendo a los participantes en el estudio en

menores de 55 afos, entre 55 y 69 afios y mayores de 70 afios), por habito tabaquico
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(distinguiendo entre no fumadores y fumadores, dividiendo éstos a su vez en ex-
fumadores y fumadores actuales), por tipo histolégico del caso (teniendo en cuenta las
histologias mas frecuentes entre los casos participantes en el estudio), por consumo de

verduras y por consumo de frutas (Tabla 17).

En la estratificacion por género observamos que individuos portadores del alelo
variante His presentan cierta proteccion frente al desarrollo de cancer de pulmoén tanto en
hombres como en mujeres (OR ajustada = 0,79; IC 95% = 0,53-1,19; OR ajustada = 0,71;
IC 95% = 0,23-2,25, respectivamente). Dicha asociacion no es estadisticamente

significativa.

Parece existir una relacion entre la edad y el polimorfismo Arg48His, ya que los
individuos portadores del alelo variante His presentan un aumento del riesgo casi
estadisticamente significativo a desarrollar cancer de pulmén en el grupo de individuos
menores de 55 afios (OR ajustada = 2,56; IC 95% = 1,00-6,52). Por el contrario, los
individuos portadores del alelo variante His con una edad entre 55-69 afos y en
individuos 270 afos, observamos una cierta proteccion a desarrollar cancer de pulmén
(OR ajustada = 0,57; IC 95% = 0,31-1,06; OR ajustada = 0,68; IC 95% = 0,38-1,21,

respectivamente).

En el caso del habito tabaquico, exfumadores portadores del alelo variante His
tienen un menor riesgo de cancer de pulmén (OR ajustada = 0,25; IC 95% = 0,04-1,50),
mientras que portadores de dicho alelo que son fumadores actuales tienen un aumento
del riesgo de esta neoplasia (OR ajustada = 1,40; IC 95% = 0,78-2,52). Las asociaciones

descritas no son estadisticamente significativas.

En cuanto a la estratificacion por tipo histolégico, individuos portadores del alelo
variante His, presentan un menor riesgo de desarrollar todos los tipos histolégicos
estudiados (OR ajustada = 0,81; IC 95% = 0,49-1,35 para epidermoide; OR ajustada =
0,75; IC 95% = 0,44-1,28 para adenocarcinoma; OR ajustada = 0,81; IC 95% = 0,40-1,63
para microcitico). Observamos esta misma asociacion de proteccion para todas las
categorias de consumo de verduras en individuos portadores del alelo variante His (OR
ajustada = 0,84; IC 95% = 0,40-1,75 para un consumo <67,12 g/dia; OR ajustada = 0,75;
IC 95% = 0,36-1,58 para un consumo 67,12-114,95; OR ajustada = 0,76; IC 95% = 0,32-

-72-



Resultados

1,77 para un consumo 114,95-196,51 g/dia; OR ajustada = 0,71; IC 95% = 0,30-1,68 para

un consumo >196,51 g/dia).

En el caso de la estratificacion por la ingesta diaria de frutas observamos un efecto
protector en portadores del alelo variante His con un consumo de frutas entre 115,89-
228,71 g/dia (OR ajustada = 0,70; IC 95% = 0,29-1,71), asi como para un consumo entre
228,71-375,4 g/dia (OR ajustada = 0,54; IC 95% = 0,20-1,41).

Tabla 17. Andlisis estratificado del polimorfismo Arg48His en el gen ADH1B

Casos/Controles OR ajustada? [IC 95%)]

Variables Arg/Arg His-carriers Arg/Arg His-carriers p tend®
Género

Hombres 589/530 120/120 1,00 0,79[0,53-1,19] 0,209

Mujeres 69/83 16/14 1,00 0,71 [0,23-2,25] 0,472
Edad (afios)

<55 103/145 20/17 1,00 2,56 [1,00-6,52] 0,058

55 - 69 279/233 48/55 1,00 0,57 [0,31-1,06] 0,102

=70 276/235 69/62 1,00 0,68 [0,38-1,21] 0,127
Habito tabaquico

No fumador 37/174 8/37 1,00 0,25 [0,04-1,50] 0,166

Fumador 621/439 129/97 1,00 1,04 [0,72-1,49] 0,935

Ex-fumador 272/256 62/60 1,00 0,96 [0,58-1,59] 0,724
Fumador actual® 337/180 64/34 1,00 1,40 [0,78-2,52] 0,284

Tipos histoldgicos®

Epidermoide 267 57 1,00 0,81 [0,49-1,35] 0,304

Adenocarcinoma 201 42 1,00 0,75 [0,44-1,28] 0,248

Microcitico 111 24 1,00 0,81 [0,40-1,63] 0,764
Verduras (g/dia)

<67,12 152/117 32/24 1,00 0,84 [0,40-1,75] 0,489

67,12-114,95 116/120 22/23 1,00 0,75 [0,36-1,58] 0,427

114,95-196,51 86/117 17/26 1,00 0,76 [0,32-1,77] 0,844

>196,51 81/117 18/27 1,00 0,71 [0,30-1,68] 0,201
Frutas (g/dia)

<115,89 153/121 34/20 1,00 0,91 [0,44-1,87] 0,912

115,89-228,71 111/115 19/27 1,00 0,70 [0,29-1,71] 0,578

228,71-375,4 75/116 9/27 1,00 0,54 [0,20-1,41] 0,113

>375,24 96/119 27126 1,00 1,05 [0,52-2,12] 0,729

ab Adjustadas por: edad, género, paquetes afio, alcohol (g/dia), verduras (4 cat.), frutas (4 cat.), calorias (Kcal)
(cuando corresponda)
¢ Incluye exfumadores desde hace menos de un afio (€1afio)

4 Se consideran todos los controles

4.4.2 Analisis estratificado del polimorfismo Arg370Cys en el gen ADH1B

En el caso del polimorfismo Arg370Cys en el gen ADH1B, observamos que
individuos portadores del alelo variante Cys tienen un mayor riesgo de cancer de pulmoén
si son mujeres (OR ajustada = 2,93; IC 95% = 0,15-56,07) y vemos una asociacion
opuesta en hombres (OR ajustada = 0,47; IC 95% = 0,11-2,03), aunque los intervalos de

confianza son muy amplios (Tabla 18).
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Debido al escaso numero de casos portadores del alelo variante Cys, no hemos
podido evaluar la posible asociacién en individuos <55 afios. Individuos pertenecientes al
rango de edad entre 55 y 69 afios que son portadores del alelo Cys, tienen una cierta
proteccion frente al desarrollo de esta neoplasia (OR ajustada = 0,29 IC 95% = 0,05-
1,76). Observamos todo lo contrario en el caso de individuos 270 afos portadores del
alelo Cys (OR ajustada = 4,25; IC 95% = 0,33-54,02), aunque ninguna de las dos

asociaciones es estadisticamente significativa.

Individuos no fumadores portadores del alelo variante Cys tienen un mayor riesgo
de desarrollar cancer de pulmén (OR ajustada = 8,70; IC 95% = 0,38-199,83), pero el
intervalo de confianza es excesivamente amplio debido al bajo nimero de casos (2). Sin
embargo, vemos un efecto protector en fumadores, tanto en exfumadores como en
fumadores actuales (OR ajustada = 0,32; IC 95% = 0,04-2,83; OR ajustada = 0,49; IC
95% = 0,03-8,63; respectivamente), aunque no es estadisticamente significativo. Esta
proteccion también es observada para todos los tipos histologicos estudiados en
individuos portadores del alelo variante Cys (OR ajustada = 0,60; IC 95% = 0,11-3,15
para epidermoide; OR ajustada = 0,36; IC 95% = 0,04-3,04 para adenocarcinoma; OR
ajustada = 0,81; IC 95% = 0,09-7,43 para microcitico).

Un bajo consumo diario de verduras (<67,12 g/dia) aumenta el riesgo de esta
enfermedad en portadores del alelo Cys (OR ajustada = 3,04; IC 95% = 0,43-21,66). No
hemos podido analizar la posible asociacién en el resto de categorias de consumo diario

de verduras, debido a que no disponiamos de suficientes individuos para el andlisis.

Por dltimo, un consumo diario de frutas entre 228,71-375,4 g/dia en individuos
portadores del alelo variante Cys, parece ejercer un efecto beneficioso frente al cancer de
pulmén (OR ajustada = 0,69; IC 95% = 0,04-11,04), aunque este efecto no es
estadisticamente significativo.
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Tabla 18. Analisis estratificado del polimorfismo Arg370Cys en el gen ADH1B

Casos/Controles OR ajustada?® [IC 95%]

. Cys- } ; p
Variables Arg/Arg carriers Arg/Arg Cys-carriers tend®
Género

Hombres 692/635 6/8 1,00 0,47 [0,11-2,03] 0,293

Mujeres 83/94 1/1 1,00 2,93 [0,15-56,07] 0,469
Edad (afios)

<55 120/159 0/2 1,00 e e 0,989

55-69 316/279 4/6 1,00 0,29 [0,05-1,76] 0,165

270 339/291 3/1 1,00 4,25 [0,33-54,02] 0,208
Habito tabaquico

No fumador 43/205 2/2 1,00 8,70[0,38-199,83] 0,160

Fumador 732/524 5/7 1,00 0,26 [0,05-1,28] 0,096

Ex-fumador 325/309 1/5 1,00 0,32 [0,04-2,83] 0,298

Fumador actual® 392/210 4/1 1,00 0,49 [0,03-8,63] 0,615
Tipos histoldgicos®

Epidermoide 318 2 1,00 0,60 [0,11-3,15] 0,546
Adenocarcinoma 238 1 1,00 0,36 [0,04-3,04] 0,359
Microcitico 127 3 1,00 0,81 [0,09-7,43] 0,843
Verduras (g/dia)
<67,12 179/137 2/3 1,00 3,04 [0,43-21,66] 0,375
67,12-114,95 137/140 0/3 1,00 e S
114,95-196,51 102/139 0/3 1,00 e S
>196,51 95/141 2/0 1,00 - e -
Frutas (g/dia)
<115,89 186/138 0/3 1,00 e e
115,89-228,71 128/138 1/2 1,00 1,53[0,12-19,69] 0,671
228,71-375,4 82/139 1/2 1,00 0,69 [0,04-11,04] 0,723
>375,24 117/142 2/2 1,00 1,63 [0,21-12,70] 0,639

ab Adjustadas por: edad, género, paquetes afio, alcohol (g/dia), verduras (4 cat.), frutas (4
cat.), calorias (Kcal) (cuando corresponda)

¢ Incluye exfumadores desde hace menos de un afio (€1afio)

4 Se consideran todos los controles

¢ Las ORs no han podido ser calculadas debido a la falta de informacién en las variables de

ajuste

4.5 ANALISIS DEL POLIMORFISMO lle349Val EN EL GEN ADH1C

La distribucion de los genotipos para el polimorfismo lle349Val del gen ADH1C en
casos y controles se muestra en la Tabla 19. No observamos diferencias
estadisticamente significativas en la frecuencia del alelo Val entre casos y controles,
siendo ésta 0,34 en ambos casos. En cuanto al genotipo variante Val/Val, el porcentaje
es ligeramente inferior en los casos que en los controles (55,56% vs. 56,50%). Al analizar
la asociacion entre los genotipos del polimorfismo lle349Val en el gen ADH1C y el riesgo
a desarrollar cancer de pulmén, encontramos que los individuos homocigotos para el
alelo variante Val no presentan un mayor riesgo a desarrollar cancer de pulmoén que los
individuos con genotipo homocigoto salvaje lle/lle (OR = 0,96; IC 95% = 0,69-1,32). Al
ajustar por edad, género, paquetes afo, alcohol, vegetales, frutas y calorias tampoco
observamos asociacion (OR ajustada = 1,08 (IC 95% = 0,69-1,70).

-75 -



Resultados

Tabla 19. Analisis del polimorfismo Ile349Val en el gen ADHI1C y el riesgo de cancer de pulmén

. Casos Controles OR cruda OR ajustada®
Genotipo ADH1C n (%) n (%) [IC 95%)] [IC 95%)]
lle/lle 372 (44,4) 331 (43,5) Referencia Referencia
lle/val 368 (44,0) 340 (44,7) 0,96 [0,78-1,18] 1,10 [0,83-1,46]
Val/Val 97 (55,6) 90 (11,8) 0,96 [0,69-1,32] 1,08 [0,69-1,70]
Frecuencia alelo Val 0,34 0,34

@ Ajustada por edad, género, paquetes afio, alcohol (g/dia), vegetales (4 cat.), frutas (4 cat.) y calorias (kcal)

Para el polimorfismo 1le349Val del gen ADH1C hemos visto que en individuos con
genotipo homocigoto salvaje lle/lle, un consumo de alcohol 230 g/dia aumenta el riesgo
de cancer de pulmén (OR ajustada = 1,48; IC 95% = 0,79-2,78). Por el contrario,
individuos con el mismo consumo de alcohol (=30 g/dia) pero con genotipo homocigoto
variante Val/Val, se asocia con una disminucion del riesgo de cancer pulmén (OR
ajustada = 0,58; IC 95% = 0,16-2,09) (Tabla 20).

Tabla 20. Andlisis del polimorfismo lle349Val en el gen ADH1C y el consumo de alcohol y el riesgo de cancer de pulmén

Casos/Controles

Consumo de alcohol OR ajustada®[IC 95%]
(g/dia)
lle/lle lle/Val Val/Val
55/59 52/46 15/11
No bebedor (<0,1) 1.00 1,00 1.00

0.1-9.9 60/77 57/92 13/16
il 1,07 [0,58-1,99] 0,55 [0,28-1,08] 0,42 [0,10-1,81]

10-29.9 68/67 57/49 16/17
' 1,17 [0,63-2,17] 0,97 [0,48-1,94] 0,46 [0,13-1,63]

>30 74/55 79/73 16/19
= 1,48 [0,79-2,78] 1,30 [0,68-2,47] 0,58 [0,16-2,09]

@Ajustada por edad, género, paquetes-afio, verduras (4 cat.), frutas (4 cat.), calorias (Kcal)

45.1 Analisis estratificado del polimorfismo lle349Val en el gen ADH1C

Individuos heterocigotos lle/Val para el polimorfismo lle349Val del gen ADH1C
parecen presentar, como podemos observar en la Tabla 21, un mayor riesgo de cancer
de pulmén en hombres (OR ajustada = 1,19; IC 95% = 0,87-1,63), mientras que mujeres
con el mismo genotipo parecen presentar cierta proteccion frente al desarrollo de cancer
de pulmén (OR ajustada = 0,60; IC 95% = 0,24-1,47). En el caso de individuos con
genotipo homocigoto variante Val/Val, el riesgo de cancer de pulmén es mayor tanto en

hombres como en mujeres, aunque dicho aumento es méas notorio en mujeres (OR
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ajustada = 1,06; IC 95% = 0,65-1,74, OR ajustada = 1,40; IC 95% = 0,40-4,82,

respectivamente).

Con respecto a la estratificacion por edades nos encontramos que, la presencia del
genotipo homocigoto variante Val/Val parece disminuir el riesgo de cancer de pulmén en
individuos menores de 55 afios (OR ajustada = 0,88; IC 95% = 0,32-2,47). Sin embargo,
individuos =270 afios con genotipo Val/Val tienen un aumento del riesgo de esta neoplasia
(OR ajustada = 1,31; IC 95% = 0,63-2,72).

Individuos no fumadores con genotipo heterocigoto lle/Val parecen tener menor
riesgo a desarrollar cancer de pulmén (OR ajustada = 0,70; IC 95% = 0,26-1,88),
mientras que individuos no fumadores con genotipo homocigoto variante Val/Val tienen
un riesgo aumentado de dicha neoplasia (OR ajustada = 1,92; IC 95% = 0,54-6,86),
aunque tenemos que tener en cuenta que en este estrato tenemos Unicamente 7 casos
con genotipo homocigoto variante. En fumadores no parece existir ninguna asociacion

con el polimorfismo lle349Val en el gen ADH1C.

Al estratificar por tipo histolégico observamos el genotipo heterocigoto lle/Val
aumenta el riesgo de carcinoma epidermoide y microcitico (OR ajustada = 1,31; IC 95% =
0,88-1,95; OR ajustada = 1,38; IC 95% = 0,80-2,37, respectivamente). Por el contrario no
encontramos asociacién entre el genotipo heterocigoto lle/Val y el adenocarcinoma (OR
ajustada = 0,97; IC 95% = 0,65-1,44).

En la estratificacion por consumo de verduras, observamos que un consumo de
verduras >196,51 g/dia en individuos con genotipo homocigoto variante Val/Val

disminuye el riesgo de cancer de pulmén (OR ajustada = 0,60; IC 95% = 0,20-1,80).

Por ultimo un consumo de frutas diario <115,89 g/dia en individuos con genotipo
homocigoto variante Val/Val aumenta el riesgo de esta neoplasia (OR ajustada = 1,71; IC
95% = 0,73-4,03). Por el contrario un consumo diario de frutas entre 115,89-228,71 g/dia
en individuos con genotipo Val/Val, parece conferir un efecto protector frente al desarrollo
de cancer de pulmon (OR ajustada = 0,65; IC 95% = 0,19-2,18).

Cabe destacar que ninguna de las asociaciones descritas en este apartado son

estadisticamente significativas.
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Tabla 21. Andlisis estratificado del polimorfismo lle349Val en el gen ADH1C

Casos/Controles

OR ajustada?® [IC 95%]

Variables lle/lle lle/Val Val/Val lle/lle lle/Val Val/Val ter?db
Género

Hombres 333/293  331/293 86/77 1,00 1,19[0,87-1,63] 1,06 [0,65-1,74] 0,445

Mujeres 40/38 37/47 11/13 1,00 0,60 [0,24-1,47] 1,40 [0,40-4,82] 0,909
Edad (afos)

<55 50/58 65/87 17/19 1,00 0,66 [0,33-1,31]  0,88[0,32-2,47] 0,600

55 - 69 164/141  138/118 37/34 1,00 1,18 [0,75-1,85] 0,92 [0,44-1,91] 0,875

270 159/132  165/135 43/37 1,00 1,24[0,77-1,99] 1,31[0,63-2,72] 0,378
Habito tabaquico

No fumador 25/94 18/99 7122 1,00 0,70[0,26-1,88] 1,92[0,54-6,86] 0,681

Fumador 348/237  350/241 90/68 1,00 1,00 [0,75-1,33] 0,86 [0,55-1,34] 0,729

Ex-fumador 161/140  150/134 38/47 1,00 1,11 [0,74-1,67] 0,80 [0,44-1,47] 0,827
Fumador actual® 180/91 195/106 49/21 1,00 0,84 [0,55-1,30] 0,95 [0,45-2,03] 0,703

Tipos histologicos®

Epidermoide 150 148 39 1,00 1,31 [0,88-1,95] 1,26 [0,68-2,32] 0,140

Adenocarcinoma 114 108 31 1,00 0,97 [0,65-1,44] 1,00 [0,54-1,86] 0,898

Microcitico 61 68 16 1,00 1,38 [0,80-2,37] 1,37 [0,60-3,13] 0,243
Verduras (g/dia)

<67,12 93/68 80/65 21/12 1,00 1,12 [0,64-1,96] 1,58 [0,65-3,83] 0,395

67,12-114,95 68/67 66/62 16/16 1,00 1,21 [0,70-2,09] 1,15 [0,47-2,83] 0,509

114,95-196,51 46/58 50/71 16/16 1,00 0,96 [0,51-1,81] 1,10 [0,42-2,87] 0,816

>196,51 50/65 49/62 7/19 1,00 1,08 [0,55-2,14] 0,60 [0,20-1,80] 0,426
Frutas (g/dia)

<115,89 88/67 88/65 22/13 1,00 1,24[0,72-2,13]  1,71[0,73-4,03] 0,256

115,89-228,71 68/57 61/76 9/12 1,00 0,74[0,39-1,42] 0,65[0,19-2,18] 0,421

228,71-375,4 41/65 41/64 11/16 1,00 1,07 [0,56-2,04] 0,93 [0,34-2,57] 0,899

>375,24 60/69 55/55 18/22 1,00 1,29[0,72-2,31] 1,03 [0,46-2,35] 0,712

ab Adjustadas por: edad, género, paquetes afio, alcohol (g/dia), verduras (4 cat.), frutas (4 cat.), calorias (Kcal) (cuando

corresponda)
¢ Incluye exfumadores desde hace menos de un afio (1afio)
4 Se consideran todos los controles

4.6

ANALISIS DEL POLIMORFISMO Glu504Lys EN EL GEN ALDH2

La distribuciéon de los genotipos para el polimorfismo Glu504Lys en el gen ALDH2
se muestra en la Tabla 22. En este caso todos los individuos son homaocigotos salvajes
Glu/Glu, por lo que no existe ninguna asociacion entre el polimorfismo Glu504Lys en el
gen ADH1B y el riesgo de cancer de pulmoén en nuestra poblacién de estudio. Debido a
que la poblacién es 100% homocigota salvaje, no se han hecho mas andlisis para este

polimorfismo.

Tabla 22. Andlisis del polimorfismo Glu504Lys en el gen ALDH2 y el riesgo de cancer de pulmén

. Casos Controles OR cruda OR ajustada?®
Genotipo ALDH2 n (%) n (%) [IC 95%)] [IC 95%)]
Glu/Glu 794 (100,0) 747 (100,0) Referencia Referencia
Glu/Lys 0(0,0) 000 e b b
Lys/Lys 0 (0,0) 0(0,00 e b s b
Frecuencia alelo Lys 0,00 0,00

@ Ajustada por edad, género, paquetes afio, alcohol (g/dia), vegetales (4 cat.), frutas (4 cat.) y calorias (kcal)
® Las ORs no han podido ser calculadas debido a la falta de informacion en las variables de ajuste
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4.7 ANALISIS DE LOS POLIMORFISMOS Tagql, Rsal Y Dral EN EL GEN
CYP2E1

La distribucién de los genotipos para el polimorfismo Tagl en el gen CYP2E1 se
muestra en la Tabla 23. La frecuencia del alelo Variante G es similar en casos y controles
(0,11 y 0,12 respectivamente). En cuanto al genotipo variante G/G, el porcentaje es
ligeramente inferior en los casos que en los controles (0,7% vs. 2,4%). Debido al escaso
namero de individuos con el genotipo G/G para el polimorfismo Tagl en el gen CYP2E1 (4
en casos y 11 en controles), decidimos analizar la influencia del alelo variante G. Al
analizar la asociacion entre los genotipos del polimorfismo Tagl en el gen CYP2E1 vy el
riesgo a desarrollar cancer de pulmén, encontramos que los individuos portadores del
alelo variante G presentan un menor riesgo a desarrollar cancer de pulmén que los
individuos con genotipo homocigoto salvaje C/C (OR = 0,87; IC 95% = 0,65-1,18). Sin
embargo, al ajustar por edad, género, paquetes afo, alcohol, vegetales, frutas y calorias
no observamos ninguna asociacion con el riesgo de cancer de pulmoén (OR ajustada =
0,95; IC 95% = 0,64-1,40).

Tabla 23. Analisis del polimorfismo Tagql en el gen CYP2E1 y el riesgo de cancer de pulmén

Genotipo CYP2EL Casos Contioles OR e OR alustada’
c/iCc 435 (79,7) 360 (77,4) Referencia Referencia
CIG 107 (19,6) 94 (20,2) 0,94 [0,69-1,28] 1,04 [0,70-1,56]
G/IG 4(0,7) 11 (2,4) 0,30 [0,10-0,96] 0,30 [0,08-1,15]
G/C+GIG 111 (20,33) 105 (22,58) 0,87 [0,65-1,18] 0,95 [0,64-1,40]
Frecuencia alelo G 0,11 0,12

@ Ajustada por edad, género, paquetes afio, alcohol (g/dia), vegetales (4 cat.), frutas (4 cat.) y calorias (kcal)

En el caso del polimorfismo Taqgl en el gen CYP2EL, el consumo de alcohol no
parece modificar el efecto que este polimorfismo ejerce sobre el riesgo cancer de pulmon
(Tabla 24).
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Tabla 24. Analisis del polimorfismo Tagql en el gen CYP2E1 y el consumo de alcohol y el riesgo de cancer de pulmén

Casos/Controles

Consumo de alcohol OR ajustada®[IC 95%]
(g/dia) C/iC G-carriers

No bebedor (<0,1) 610/0505 118/0106
72/89 23/35

0.1-9.9 0,81 [0,45-1,48] 0,71 [0,24-2,15]
75176 18/18

10-29.9 0,95 [0,53-1,72] 0,95 [0,29-3,15]

>30 88/76 22/21

- 1,34 [0,74-2,42] 0,96 [0,29-3,16]

2Ajustada por edad, género, paquetes-afio, verduras (4 cat.), frutas (4 cat.), calorias (Kcal)

En el caso del polimorfismo Rsal en el gen CYP2EL1, la frecuencia del alelo variante
c2 es igual para casos y controles, siendo esta frecuencia de 0,04. Debido a la baja
frecuencia del genotipo variante c2/c2, en este caso también hemos analizado a los
individuos portadores del alelo variante c2, de forma que en esta categoria estan
incluidos los individuos con genotipos cl/c2 y ¢2/c2. No encontramos ninguna asociacion
al analizar los diferentes genotipos del polimorfismo Rsal en el gen CYP2E1 y el riesgo a

desarrollar cancer de pulmon (Tabla 25).

Tabla 25. Analisis del polimorfismo Rsal en el gen CYP2EL1 y el riesgo de cancer de pulmén

. Casos Controles OR cruda OR ajustada®
Genotipo CYP2EL n (%) n (%) [IC 95%)] [IC 95%)]
cl/icl 499 (92,8) 471 (92,2) Referencia Referencia
cl/c2 37 (6,9) 38 (7,4) 0,92 [0,57-1,47] 0,76 [0,41-1,42]
c2/c2 2(0,4) 2(0,4) 0,94 [0,13-6,74] 6,56 [0,49-87,03]
cl/c2+c2/c2 39 (7,25) 40 (7,83) 0,92 [0,58-1,46] 0,86 [0,47-1,57]
Frecuencia alelo c2 0,04 0,04

@ Ajustada por edad, género, paquetes afio, alcohol (g/dia), vegetales (4 cat.), frutas (4 cat.) y calorias (kcal)

Por otro lado, en la Tabla 26 podemos observar que el consumo de alcohol influye
en la asociacion entre el polimorfismo Rsal en el gen CYP2EL y el riesgo a desarrollar
cancer de pulmén de modo que, tanto un consumo bajo-moderado de alcohol (0,1-9,9
g/dia), moderado-alto (10-29,9 g/dia), como elevado (=30 g/dia), aumenta el riesgo de
cancer de pulmén en individuos portadores del alelo variante c2 (OR ajustada = 2,02; IC
95% = 0,24-17,35; OR ajustada = 1,58; IC 95% = 0,18-13,58; IC ajustada = 2,10; IC 95%
=0,21-20,77, respectivamente).
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Tabla 26. Analisis del polimorfismo Rsal en el gen CYP2E1 y el consumo de alcohol y el riesgo de cancer de pulmén

Casos/Controles

Consumo de alcohol OR ajustada®[IC 95%]

(g/dia) cl/cl c2-carriers
81/67 5/6
No bebedor (<0,1) 1.00 1.00
0.1-9.9 80/111 11/15
- 0,52 [0,30-0,91] 2,02 [0,24-17,35]
82/86 8/9
10-29,9 0,73 [0,41-1,27] 1,58 [0,18-13,58]
>30 116/106 6/5
= 1,07 [0,62-1,83] 2,10 [0,21-20,77]

2Ajustada por edad, género, paquetes-afio, verduras (4 cat.), frutas (4 cat.), calorias (Kcal)

Para el polimorfismo Dral en el gen CYP2EL, la frecuencia del alelo variante C es la
misma en casos y controles, 0,10. Debido al escaso numero de individuos con el genotipo
C/C para el polimorfismo Dral en el gen CYP2E1 (12 en casos y 7 en controles), es este
caso también decidimos analizar la influencia del alelo variante C. En este caso tampoco
se encuentra ninguna asociacion entre los diferentes genotipos del polimorfismo Dral en

el gen CY2PEL1 y el riesgo de cancer de pulmén (Tabla 27).

Tabla 27. Andlisis del polimorfismo Dral en el gen CYP2E1 y el riesgo de cancer de pulmén

. Casos Controles OR cruda OR ajustada?®
Genotipo CYP2EL n (%) n (%) [IC 95%] [IC 95%]
D/D 682 (81,7) 620 (81,8) Referencia Referencia
D/C 141 (16,9) 131 (17,3) 0,98 [0,75-1,27] 0,96 [0,67-1,37]
CIC 12 (1,4) 7(0,9) 1,56 [0,61-3,99] 1,91 [0,58-6,35]
D/C+CIC 153 (18,32) 138 (18,21) 1,01 [0,78-1,30] 1,01 [0,71-1,42]
Frecuencia alelo C 0,10 0,10

@ Ajustada por edad, género, paquetes afio, alcohol (g/dia), vegetales (4 cat.), frutas (4 cat.) y calorias (kcal)

Cuando analizamos el efecto que el consumo de alcohol puede ejercer en el
polimorfismo Dral en el gen CYP2E1l en relacion al riesgo de cancer de pulmdn,
observamos que un consumo de alcohol =30 g/dia aumenta el riesgo de cancer de
pulmén en individuos portadores del alelo variante C (OR ajustada = 1,92; IC 95% = 0,69-
5,36; OR ajustada = 1,64; IC 95% = 0,63-4,26). Observamos el mismo efecto con un
consumo de alcohol de 10-29,9 g/dia en individuos portadores del alelo variante C (OR
ajustada = 1,83; IC 95% = 0,67-4,99) (Tabla 28). Dichas asociaciones no son

estadisticamente significativas.
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Tabla 28. Analisis del polimorfismo Dral en el gen CYP2E1 y el consumo de alcohol y el riesgo de cancer de pulmén

Casos/Controles

Consumo de alcohol OR ajustada®[IC 95%]
(g/dia) D/ID C-carriers
101/93 20/23
No bebedor (<0,1) 1.00 1.00
0.1-9.9 108/149 21/36
- 0,67 [0,42-1,08] 0,73 [0,26-2,07]
109/110 32/22
10-29.9 0,84 [0,52-1,36] 1,83 [0,67-4,99]
>30 138/120 31/27
= 1,10 [0,69-1,76] 1,64 [0,63-4,26]

2Ajustada por edad, género, paquetes-afio, verduras (4 cat.), frutas (4 cat.), calorias (Kcal)

4.7.1 Analisis estratificado del polimorfismo Tagl en el gen CYP2E1

Como podemos observar en la Tabla 29, no encontramos asociacion entre el
género y el polimorfismo Taql en el gen CYP2EL. En cuanto a la estratificacion por edad,
observamos que individuos portadores del alelo variante G menores de 55 afios tienen un

ligero aumento del riesgo de cancer de pulmén (OR ajustada = 1,29; IC 95% = 0,55-3,03).

En lo referente al habito tabaquico, portadores del alelo variante G, tanto no
fumadores como exfumadores, tienen un riesgo menor de céncer de pulmén (OR
ajustada = 0,66; IC 95% = 0,17-2,49; OR ajustada = 0,74; IC 95% = 0,41-1,32,
respectivamente). Sin embargo, fumadores actuales portadores del alelo variante G
tienen un riesgo aumentado de esta neoplasia (OR ajustada = 1,37; IC 95% = 0,74-2,53).

No parece existir asociacion entre este polimorfismo y los diferentes tipos histoldgicos.

Por dltimo, un consumo elevado tanto de verduras como de frutas en individuos
portadores del alelo variante G, confiere cierta proteccion frente al desarrollo de esta
neoplasia (OR ajustada = 0,78; IC 95% = 0,31-1,97; OR ajustada = 0,87; IC 95% = 0,35-

2,17, respectivamente).

Cabe destacar que ninguna de las asociaciones descritas son significativamente
estadisticas.
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Tabla 29. Analisis estratificado del polimorfismo Tagl en el gen CYP2E1

Casos/Controles OR ajustada?® [IC 95%]

Variables c/iC G-carriers C/C G-carriers ter?db
Género

Hombres 395/319 100/89 1,00 0,98 [0,64-1,50] 0,599

Mujeres 40/41 11/16 1,00 0,88 [0,27-2,88] 0,712
Edad (afios)

<55 63/83 23/22 1,00 1,29 [0,55-3,03] 0,621

55-69 185/138 39/39 1,00 0,94 [0,49-1,78] 0,613

270 187/139 49/44 1,00 0,81[0,42-1,57] 0,377
Habito tabaquico

No fumador 21/97 6/35 1,00 0,66 [0,17-2,49] 0,416

Fumador 414/263 105/70 1,00 1,04 [0,70-1,55] 0,926

Ex-fumador 196/155 41/44 1,00 0,74 [0,41-1,32] 0,394

Fumador actual® 207/105 60/25 1,00 1,37 [0,74-2,53] 0,635

Tipos histoldgicos®

Epidermoide 177 40 1,00 1,01 [0,59-1,76] 0,747
Adenocarcinoma 132 38 1,00 1,04 [0,62-1,74] 0,829
Microcitico 70 16 1,00 0,97 [0,46-2,06] 0,916
Verduras (g/dia)
<67,12 102/76 29/25 1,00 1,16 [0,56-2,36] 1,000
67,12-114,95 7476 24/17 1,00 1,38 [0,60-3,19] 0,378
114,95-196,51 58/71 16/25 1,00 0,68 [0,28-1,66] 0,318
>196,51 61/73 12/23 1,00 0,78 [0,31-1,97] 0,425
Frutas (g/dia)
<115,89 111/78 27125 1,00 0,85[0,43-1,70] 0,634
115,89-228,71 69/71 23/24 1,00 1,08 [0,46-2,52] 0,803
228,71-375,4 46/74 16/20 1,00 1,40 [0,56-3,49] 0,596
>375,24 69/73 15/21 1,00 0,87 [0,35-2,17] 0,609

ab Adjustadas por: edad, género, paquetes afio, alcohol (g/dia), verduras (4 cat.), frutas (4
cat.), calorias (Kcal) (cuando corresponda)

¢ Incluye exfumadores desde hace menos de un afio (£1afio)

4 Se consideran todos los controles

4.7.2 Analisis estratificado del polimorfismo Rsal en el gen CYP2E1

En el andlisis estratificado del polimorfismo Rsal en el gen CYP2E1, observamos
gque mujeres portadoras del alelo variante c2 tienen un menor riesgo de cancer de pulmon
(OR ajustada = 0,22; IC 95% = 0,02-2,68), aunque no es estadisticamente significativo
(Tabla 30).

Parece existir una relacion entre la edad y el polimorfismo Rsal, ya que individuos
portadores del alelo variante c2 presentan una disminucion casi estadisticamente
significativa del riesgo a desarrollar esta neoplasia en el grupo de individuos menores de
50 afios (OR ajustada = 0,17; IC 95% = 0,03-0,94).

Respecto al habito tabaquico, observamos un efecto protector en individuos

portadores del alelo variante c2 que son fumadores actuales (OR ajustada = 0,50; IC 95%

= 0,19-1,35). Sin embargo, individuos no fumadores portadores del alelo variante c2
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tienen un mayor riesgo de cancer de pulmén (OR ajustada = 4,37; IC 95% = 0,40-47,57),

aungue los intervalos de confianza son muy amplios.

Cuando estratificamos por tipo histoldégico, vemos que ser portador del alelo
variante c2 confiere cierta proteccion frente al carcinoma microcitico y epidermoide (OR
ajustada = 0,29; IC 95% = 0,07-1,25; OR ajustada = 0,40; IC 95% = 0,16-1,05,
respectivamente). En el caso del epidermoide, la asociacion es casi estadisticamente

significativa.

En el caso de las estratificaciones por consumo diario de verduras y frutas,
observamos que en las categorias de menor consumo, tanto de verduras como de frutas,
hay un efecto protector en individuos portadores del alelo variante c2 (OR ajustada =
0,37; IC 95% = 0,09-1,58; OR ajustada = 0,12; IC 95% = 0,03-0,54, respectivamente),

siendo esta asociacion estadisticamente significativa en el caso del consumo de frutas.

Tabla 30. Andlisis estratificado del polimorfismo Rsal en el gen CYP2E1

Casos/Controles OR ajustada?® [IC 95%]

Variables clicl c2-carriers clicl c2-carriers p tend®
Género

Hombres 448/411 37/36 1,00 0,84 [0,44-1,63] 0,822

Mujeres 51/60 2/4 1,00 0,22 [0,02-2,68] 0,277
Edad (afos)

<55 79/104 3/14 1,00 0,17 [0,03-0,94] 0,039

55 - 69 196/176 17/14 1,00 0,86 [0,31-2,40] 0,705

270 224/191 19/12 1,00 1,18 [0,40-3,48] 0,206
Habito tabaquico

No fumador 29/132 2/8 1,00 4,37 [0,40-47,57] 0,115

Fumador 470/339 37/32 1,00 0,85 [0,47-1,54] 0,946

Ex-fumador 214/207 22/20 1,00 1,25 [0,57-2,71] 0,311
Fumador actual® 244/127 14/12 1,00 0,50 [0,19'1,35] 0,298

Tipos histologicos®

Epidermoide 193 16 1,00 0,40 [0,16-1,05] 0,182

Adenocarcinoma 166 14 1,00 1,08 [0,50-2,35] 0,472

Microcitico 78 6 1,00 0,29 [0,07-1,25] 0,283
Verduras (g/dia)

<67,12 127/91 9/5 1,00 0,37 [0,09-1,58] 0,313

67,12-114,95 94/90 6/13 1,00 0,42 [0,13-1,43] 0,166

114,95-196,51 75/100 7/11 1,00 0,89 [0,26-3,09] 0,975

>196,51 63/89 8/6 1,00 1,80 [0,40-8,00] 0,094
Frutas (g/dia)

<115,89 144/92 5/11 1,00 0,12 [0,03-0,54] 0,004

115,89-228,71 85/96 6/9 1,00 1,03 [0,24-4,40] 0,767

228,71-375,4 49/93 11/9 1,00 1,41 [0,40-5,00] 0,206

>375,24 81/89 8/6 1,00 1,26 [0,35-4,47] 0,409

ab Adjustadas por: edad, género, paquetes afo, alcohol (g/dia), verduras (4 cat.), frutas (4 cat.),
calorias (Kcal) (cuando corresponda)

¢ Incluye exfumadores desde hace menos de un afo (<1afio)

4 Se consideran todos los controles
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4.7.3 Analisis estratificado del polimorfismo Dral en el gen CYP2E1

En el caso del analisis estratificado del polimorfismo Dral en el gen CYP2EL1 hay
una relacion protectora entre las mujeres y el citado polimorfismo, ya que mujeres
portadoras del alelo variante C tienen un menor riesgo, estadisticamente significativo, de
cancer de pulmén (OR ajustada = 0.18; IC 95% = 0.05-0.71) (Tabla 31).

Individuos 270 afios portadores del alelo variante C, tienen un ligero aumento de
esta neoplasia (OR ajustada = 1,30; IC 95% = 0.75-2,27), aunque el intervalo de

confianza es amplio.

También existe un pequefio aumento del riesgo en individuos no fumadores y en
fumadores actuales portadores del alelo variante C (OR ajustada = 1,22; IC 95% = 0.38-
3,93; OR ajustada = 1,13; IC 95% = 0,66-1,93, respectivamente), aunque en ambos

casos no es estadisticamente significativo.

En cuanto al tipo histoldgico, individuos portadores del alelo variante C tienen un
menor riesgo de desarrollar el carcinoma microcitico (OR ajustada = 0,69; IC 95% = 0,34-
1,38).

No encontramos asociacién entre este polimorfismo y el riesgo de cancer de

pulmén cuando estratificamos por la ingesta diaria de verduras.

Por dltimo, un consumo de frutas <115,89 y de 115,89-228,71 en individuos
portadores del alelo variante C, confiere cierta proteccion frente al desarrollo de cancer
de pulmdn (OR ajustada = 0,84; IC 95% = 0,42-1,68; OR ajustada = 0,68; IC 95% = 0,31-
1,49, respectivamente). Sin embargo, un consumo diario de frutas de 228,71-375,4 g y
>375,24 g en individuos portadores del alelo variante C, est4 asociado con un aumento
del riesgo de esta neoplasia (OR ajustada = 1,30; IC 95% = 0,65-2,60; OR ajustada =
1,38; IC 95% = 0,67-2,84, respectivamente). No obstante, dichas asociaciones no son

estadisticamente significativas.
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Tabla 31. Analisis estratificado del polimorfismo Dral en el gen CYP2E1

Casos/Controles OR ajustada?® [IC 95%]

Variables D/D C-carriers D/D C-carriers p tend®
Género

Hombres 602/542 146/118 1,00 1,20 [0,83-1,73] 0,254

Mujeres 80/78 7/20 1,00 0,18 [0,05-0,71] 0,073
Edad (afios)

<55 114/126 17/37 1,00 0,75[0,33-1,72] 0,327

55 - 69 277/241 60/51 1,00 0,86 [0,49-1,51] 0,536

=70 291/253 76/50 1,00 1,30 [0,75-2,27] 0,136
Habito tabaquico

No fumador 42/183 8/30 1,00 1,22 [0,38-3,93] 0,363

Fumador 640/437 145/108 1,00 1,00 [0,71-1,40] 0,880

Ex-fumador 284/253 65/68 1,00 0,90 [0,56-1,46] 0,753
Fumador actual® 343/177 78/40 1,00 1,13 [0,66'1,93] 0,612

Tipos histoldgicos®

Epidermoide 270 66 1,00 0,89 [0,55-1,43] 0,490

Adenocarcinoma 203 49 1,00 1,22 [0,77-1,94] 0,223

Microcitico 122 23 1,00 0,69 [0,34-1,38] 0,291
Verduras (g/dia)

<67,12 152/116 40/29 1,00 1,00 [0,52-1,91] 0,837

67,12-114,95 123/121 27/24 1,00 1,01 [0,50-2,03] 0,983

114,95-196,51 93/120 19/25 1,00 1,12 [0,52-2,44] 0,964

>196,51 88/115 18/30 1,00 0,95 [0,43-2,10] 0,887
Frutas (g/dia)

<115,89 167/121 30/24 1,00 0,84 [0,42-1,68] 0,314

115,89-228,71 115/113 23/32 1,00 0,68 [0,31-1,49] 0,733

228,71-375,4 65/113 27/31 1,00 1,30 [0,65-2,60] 0,169

>375,24 109/125 24/21 1,00 1,38 [0,67-2,84] 0,462

ab Adjustadas por: edad, género, paquetes afo, alcohol (g/dia), verduras (4 cat.), frutas (4 cat.),
calorias (Kcal) (cuando corresponda)

¢ Incluye exfumadores desde hace menos de un afo (<1afio)

4 Se consideran todos los controles

4.8 ANALISIS DEL POLIMORFISMO C677T EN EL GEN MTHFR

La distribucion de los genotipos para el polimorfismo C677T del gen MTHFR en
casos y controles se muestra en la Tabla 32. No observamos diferencias
estadisticamente significativas en la frecuencia del alelo Val entre casos y controles,
siendo ésta 0,36 para casos y 0,35 para los controles. Al analizar la asociacion entre los
genotipos del polimorfismo C677T en el gen MTHFR y el riesgo a desarrollar cancer de
pulmén, encontramos que tanto los individuos homocigotos variantes T/T como individuos
heterocigotos C/T, presentan un mayor riesgo a desarrollar cancer de pulmén que los
individuos con genotipo homocigoto salvaje C/C, aunque dicha asociacibn no es
estadisticamente significativa (OR = 1,23; IC 95% = 0,80-1,89; OR = 1,23; IC 95% =

0,91-1,66, respectivamente).
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Tabla 32. Andlisis del polimorfismo C677T en el gen MTHFR y el riesgo de cancer de pulmén

. Casos Controles OR cruda OR ajustada®
Genotipo MTHFR n (%) n (%) [IC 95%)] [IC 95%)]

c/iCc 321 (40,8) 316 (42,6) Referencia Referencia

CIT 361 (45,9) 328 (44,2) 1,08 [0,87-1,34] 1,23 [0,91-1,66]

TIT 104 (13,2) 98 (13,2) 1,04 [0,76-1,43] 1,23 [0,80-1,89]
Frecuencia alelo T 0,36 0,35

@ Ajustada por edad, género, paquetes afio, alcohol (g/dia), vegetales (4 cat.), frutas (4 cat.) y calorias (kcal)

Cuando analizamos si el consumo de alcohol modifica el efecto del polimorfismo
C677T del gen MTHFR sobre el riesgo de cancer de pulmoén, observamos que, tanto con
un consumo de alcohol de 0,1-9,9 g/dia como de 10-29,9 g/dia en individuos con
genotipo homocigoto variante T/T, el riesgo de cancer de pulmén disminuye (OR ajustada
=0,39; IC 95% = 0,11-1,40; OR ajustada = 0,21; IC 95% = 0,06-0,77, respectivamente).
Sin embargo, un consumo de alcohol =30 g/dia en individuos con genotipo homocigoto
variante T/T, aumenta el riesgo de cancer de pulmén (OR ajustada = 1,77; IC 95% =
0,43-7,35) (Tabla 33).

Tabla 33. Analisis del polimorfismo C677T en el gen MTHFR y el consumo de alcohol y el riesgo de cancer de pulmén

Casos/Controles

Consumo de alcohol OR ajustada®[IC 95%]
/di
(9/dia) ol o o

No bebedor (<0,1) 319{)505 513/6107 212/0101

0,1-9,9 47/74 52/84 20/24
i 0,79 [0,39-1,61] 0,59 [0,31-1,13] 0,39 [0,11-1,40]

10-29,9 52/50 64/53 16/27
’ 1,20[0,58-2,46] 1,09 [0,57-2,08] 0,21 [0,06-0,77]

>30 77166 60/64 18/12
- 1,630,84-3,15] 0,88 [0,46-1,70] 1,77 [0,43-7,35]

2Ajustada por edad, género, paquetes-afio, verduras (4 cat.), frutas (4 cat.), calorias (Kcal)

4.8.1 Analisis de folato y cancer de pulmén

En el caso del folato, no existe una asociacion clara entre el consumo de folato y el

riesgo de cancer de pulmoén (Tabla 34).
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Tabla 34. Andlisis del consumo de folato y el riesgo de cancer de pulmén

Folato (ug/dia)

Casos/Controles

OR cruda

OR ajustada?

[IC 95%]
<223,83 173/161 1,00 1,00
223,83-265,39 141/161 0,82 [0,61-1,05] 1,13 [0,78-1,62]
265,39-320,96 143/161 0,83 [0,57-1,64] 1,26 [0,85-1,86]
>320,96 131/161 0,76 [0,65-1,81] 1,21 [0,77-1,91]

4.8.2

de pulmén

2Ajustada por edad, género, paquetes-afio, verduras (4 cat.), frutas (4 cat.), alcohol (g/dia),

calorias (Kcal)

Andlisis de folato, el polimorfismo C677T en el gen MTHFR y cancer

También hemos analizado si el consumo de folato modifica la posible asociacion

entre el polimorfismo C677T del gen MTHFR vy el riesgo de cancer de pulmén. Hay una

relacién de proteccion entre los individuos con genotipo homocigoto variante T/T y las
categorias de consumo de folato de 225,08-265,60 pg/dia, 265,60-320,28 upg/dia y
>328,28 pg/dia (OR ajustada = 0,33; IC 95% = 0,09-1,35; OR ajustada = 0,51; IC 95% =
0,15-1,72; OR ajustada = 0,46; IC 95% = 0,11-1,89; respectivamente), aunque en ningun

caso son estadisticamente significativas (Tabla 35).

Tabla 35. Analisis del polimorfismo C677T en el gen MTHFR y el consumo de folato y el riesgo de cancer de pulmén

C/C CIT T/T

OR OR OR

fgg:g%m?d?:) Casos/Controles ajustada? Casos/Controles ajustada? Casos/Controles ajustada?

HO [IC 95%] [IC 95%] [IC 95%]

<225,08 69/64 1,00 64/60 1,00 23/16 1,00
1,19 1,22 0,33

225,08-265,60 59/66 [0,64-2.19] 54/57 [0,65-2.26] 14/18 [0,09-1.35]
1,83 1,33 0,51

265,60-320,28 57/61 [0.94-3.55] 54/55 [0,68-2,60] 19/25 [0,15-1,72]
1,63 1,14 0,46

>328,28 39/54 [0,71-3.70] 57/76 [0,55-2.37] 20/15 [0.11-189]

@Ajustada por edad, género, paquetes-afio, alcohol (g/dia), verduras (4 cat.), frutas (4 cat.), calorias (Kcal)
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4.8.3

cancer de pulmén

Andlisis de alcohol, folato, el polimorfismo C677T en el gen MTHFR y

También hemos analizado la posible asociacion entre el consumo de folato y los
diferentes genotipos asociados al polimorfismo C677T en el gen MTHFR en funcién del

consumo de alcohol.

No bebedores (<0,1 g/dia):

En el caso de individuos no bebedores tanto con genotipo homocigoto salvaje C/C
como con genotipo heterocigoto C/T, el riesgo de cancer de pulmén disminuye con un
consumo de folato >328,28 ug/dia, aunque dicha asociacién no es estadisticamente
significativa (OR ajustada = 0,59; IC 95% = 0,06-5,54; OR ajustada = 0,86; IC 95% =
0,15-4,77, respectivamente). No se dispone de individuos suficientes con genotipo

variante T/T para poder hacer los calculos pertinentes (Tabla 36).

Tabla 36. Andlisis del polimorfismo C677T en el gen MTHFR y el consumo de folato y el riesgo de cancer de pulmén en
individuos no bebedores (<0,1 g/dia)

CciC CIT TIT

OR

Consumo de OR ajustada? OR ajustada?

folato (ug/dia) Casos/Controles ajustada? Casos/Controles [IC 95%) Casos/Controles [IC 95%)
[IC 95%]
<225,08 12/10 1,00 10/7 1,00 6/1 1,00
0,50 1,85 b
225,08-265,60 8/15 [0,08-3,23] 14/7 [0,28-12,39] 22 e
1,39 1,16 b
265,60-320,28 11/12 [0,20-9,93] 14/10 [0,20-6,71] 53 e
0,59 086 e e b
>328,28 8/18 [0,06-5,54] 15/23 [0,15-4,77] 9/5

@Ajustada por edad, género, paquetes-afio, verduras (4 cat.), frutas (4 cat.), calorias (Kcal)
bLas ORs no han podido ser calculadas debido a la falta de informacién en las variables de ajuste

Consumo de alcohol bajo-moderado (0,1-9,9 g/dia):

Individuos con un consumo de alcohol entre 0,1-9,9 g/dia con genotipo homocigoto
variante T/T y con un consumo de folato >328,28 pg/dia, parecen tener cierto efecto
protector frente al desarrollo de cancer de pulmén (OR ajustada = 0,61; IC 95% = 0,01-
36,75), por el contrario individuos con el mismo consumo de alcohol y folato pero con
genotipo homocigoto salvaje C/C tienen un incremento en el riesgo de cancer de pulmon
(OR ajustada = 2,03; IC 95% = 0,37-11,11). No obstante, no son asociaciones

estadisticamente significativas (Tabla 37).

-89-



Resultados

Tabla 37. Andlisis del polimorfismo C677T en el gen MTHFR y el consumo de folato y el riesgo de cancer de pulmén en
individuos con un consumo de alcohol entre 0,1-9,9 g/dia

C/C CIT T/T
OR OR .
f(ggsgtzmc;dc?; Casos/Controles ajustada? Casos/Controles ajustada? Casos/Controles O'Tlgjg?;?aa
HI [IC 95%] [IC 95%] o
<225,08 12/18 1,00 9/10 1,00 5/5 1,00
0,79 0,55 0,57
225,08-265,60 612 [0,17-3,77] 1721 [0,12-2,57] 3/8 [0,01-43,38]
3,10 0,75 3,77
265,60-320,28 15/19 [0,71-13,61] 10/24 [0,14-3,97] 7/5 [0,13-106,83]
2,03 1,20 0.61
>328,28 14/25 [0,37-11,11] 22/29 [0,18-7,97] 5/6 [0,01-36,75]

2Ajustada por edad, género, paquetes-afio, verduras (4 cat.), frutas (4 cat.), calorias (Kcal)

Consumo de alcohol moderado-alto (10-29,9 g/dia):

Con un consumo de alcohol entre 10-29,9 g/dia, observamos que individuos
pertenecientes a la categoria de mayor consumo de folato (>328,28 pg/dia), tanto con
genotipo heterocigoto C/T como con genotipo homocigoto variante T/T, parecen tener un
menor riesgo de céancer de pulmoén, aunque no es estadisticamente significativo (OR
ajustada = 0,46; IC 95% = 0,09-2,31; OR ajustada = 0,41; IC 95% = 0,01-18,27,
respectivamente). Por el contrario, individuos con este mismo consumo de alcohol y
folato pero con genotipo homocigoto salvaje C/C tienen un incremento en el riesgo de
cancer de pulmén (OR ajustada = 18,93; IC 95% = 1,36-263,62) (Tabla 38).

Tabla 38. Andlisis del polimorfismo C677T en el gen MTHFR y el consumo de folato y el riesgo de cancer de pulmén en

individuos con un consumo de alcohol entre 10-29,9 g/dia

C/C CIT TIT
. OR .
Consumo de OR ajustada? ’ OR ajustada?
folato (ug/dia) Casos/Controles [IC 95%] Casos/Controles ajustada? Casos/Controles [IC 95%]
[IC 95%]
<225,08 16/13 1,00 17/13 1,00 5/6 1,00
1,21 1,52 0,83
225,08-265,60 16/16 10,26-4.96] 18/15 [0,43.5.35] 358 [0,07-9,32]
2,08 3,01 2,45
265,60-320,28 12/15 [0,42:10,28] 19710 [0,70-12,85] 69 [0,14-41,78]
18,93 0,46 0.41
>328,28 8/6 [1,36-263,62] 10/15 [0,09-2,31] 2/4 [0,01-18,27]

@Ajustada por edad, género, paquetes-afio, verduras (4 cat.), frutas (4 cat.), calorias (Kcal)

Consumo elevado de alcohol (230 g/dia):

Por ultimo, en el caso de un consumo de alcohol 230 g/dia, individuos con genotipo

homocigoto salvaje C/C y con genotipo heterocigoto C/T con un consumo de folato
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>328,28 ug/dia, tienen un mayor riesgo de cancer de pulmon, aunque los intervalos son
muy amplios (OR ajustada = 1,87; IC 95% = 0,30-11,54; OR ajustada = 1,98; IC 95% =
0,43-9,15, respectivamente). En este caso, no se dispone de individuos suficientes con
genotipo homocigoto variante T/T para poder realizar los calculos correspondientes
(Tabla 39).

Tabla 39. Andlisis del polimorfismo C677T en el gen MTHFR y el consumo de folato y el riesgo de cancer de pulmén en
individuos con un consumo de alcohol 230 g/dia

c/C CIT TIT

Consumo de OR OR OR
folato (ug/dia) Casos/Controles ajustada? Casos/Controles ajustada? Casos/Controles ajustada?
Ha [IC 95%] [IC 95%)] [IC 95%]

<225,08 29/23 1,00 28/30 1,00 7/4 1,00

1,07 1,52 b

225,08-265,60 20/23 [0,34-3,39] 11/14 [0,46-5,06] 60 -

1,69 0,94 b

265,60-320,28 19/15 [0,49-5,84] 11/11 [0,23-3,85] 1

1,87 198 b

>328,28 9/5 [0,30-11,54] 10/9 [0,43-9.15] 4/0

@Ajustada por edad, género, paquetes-afio, verduras (4 cat.), frutas (4 cat.), calorias (Kcal)
bLas ORs no han podido ser calculadas debido a la falta de informacion en las variables de ajuste

4.8.4  Andlisis estratificado del polimorfismo C677T en el gen MTHFR

En el caso del polimorfismo C677T en el gen MTHFR, mujeres con genotipo
heterocigoto C/T, asi como con genotipo homocigoto variante T/T, tienen un mayor riesgo
de cancer de pulmén (OR ajustada = 1,86; IC 95% = 0,75-4,66; OR ajustada = 2,46; IC
95% = 0,71-8,48, respectivamente), aunque los intervalos de confianza son muy amplios
(Tabla 40).

Parece existir una relacion estadisticamente significativa entre la edad y el
polimorfismo C677T, ya que tanto individuos heterocigotos C/T como individuos con
genotipo homocigoto variante T/T presentan un aumento del riesgo a desarrollar cancer
de pulmén en el grupo de edad =70 afios (OR ajustada = 1,53; IC 95% = 0,92-2,55; OR
ajustada = 2,48; IC 95% = 1,23-5,01, respectivamente). Esta misma relacion la
observamos en individuos no fumadores heterocigotos C/T y homocigotos variantes T/T
(OR ajustada = 2,31; IC 95% = 0,73-7,27; OR ajustada = 3,00; IC 95% = 0,68-13,24,

respectivamente), aunque en este caso no es estadisticamente significativo.

Cuando estratificamos por tipo histolégico observamos que individuos heterocigotos

C/T tienen un aumento del riesgo casi estadisticamente significativo de carcinoma

-91 -



Resultados

epidermoide (OR ajustada = 1,41; IC 95% = 0,94-2,11). Individuos heterocigotos T/T
tienen un mayor riesgo de desarrollar adenocarcinoma (OR ajustada = 1,59; IC 95% =
0,90-2,81).

Un consumo elevado tanto de verduras como de frutas confiere un mayor riesgo
tanto en individuos heterocigotos C/T (OR ajustada = 1,63; IC 95% = 0,79-3,38; OR
ajustada = 1,41; IC 95% = 0,76-2,62, respectivamente), como en individuos con genotipo
homaocigoto variante T/T (OR ajustada = 1,35; IC 95% = 0,49-3,75; OR ajustada = 1,59;
IC 95% = 0,68-3,73, respectivamente). Sin embargo, individuos con genotipo homocigoto
variante T/T con un consumo diario de frutas de 228,71-375,4, presentan un menor riesgo
de cancer de pulmén (OR ajustada = 0,54; IC 95% = 0,16-1,76). Sin embargo, ninguna de

estas asociaciones es estadisticamente significativa.

Tabla 40. Andlisis estratificado del polimorfismo C677T en el gen MTHFR

Casos/Controles OR ajustada? [IC 95%)]

Variables CIC CIT TIT CIC CIT TIT p b
tend

Género

Hombres 298/272  311/288 92/87 1,00 1,16 [0,83-1,61] 1,12 [0,70-1,79] 0,546

Mujeres 23/44 50/40 12/11 1,00 1,86 [0,75-4,66] 2,46 [0,71-8,48] 0,088
Edad (afios)

<55 50/59 59/77 12/25 1,00 0,86 [0,42-1,76] 0,83 [0,28-2,43] 0,662

55-69 137/126  146/120 40/41 1,00 1,28 [0,79-2,05] 0,74 [0,37-1,49] 0,970

=270 134/131 156/131 52/32 1,00 1,53 [0,92-2,55] 2,48 [1,23-5,01] 0,014
Habito tabaquico

No fumador 13/83 25/94 7132 1,00 2,31 [0,73-7,27] 3,00 [0,68-13,24] 0,049

Fumador 308/233  336/234 97/66 1,00 1,15 [0,85-1,55] 1,16 [0,76-1,79] 0,418

Ex-fumador 137/132  144/144 47/38 1,00 1,06 [0,69-1,62] 1,19 [0,65-2,17] 0,852
Fumador actual® 165/97 186/89 47127 1,00 1,27 [0,81-2,00] 1,06 [0,54-2,07] 0,506

Tipos histoldgicos®

Epidermoide 132 150 38 1,00 1,41[0,94-2,11] 1,03 [0,55-1,92] 0,371

Adenocarcinoma 92 112 36 1,00 1,28 [0,84-1,95] 1,59 [0,90-2,81] 0,069

Microcitico 60 57 16 1,00 0,75 [0,42-1,33] 0,98 [0,45-2,15] 0,586
Verduras (g/dia)

<67,12 82/69 78/54 22/17 1,00 1,17 [0,65-2,11] 0,89 [0,36-2,18] 0,978

67,12-114,95 57164 61/57 20/22 1,00 1,57 [0,87-2,82] 1,23 [0,55-2,78] 0,298

114,95-196,51 41/59 44/63 17/19 1,00 0,95 [0,47-1,90] 1,47 [0,57-3,77] 0,537

>196,51 35/53 46/74 17/16 1,00 1,63 [0,79-3,38] 1,35 [0,49-3,75] 0,511
Frutas (g/dia)

<115,89 81/59 80/63 25/19 1,00 1,31 [0,74-2,30] 1,45 [0,64-3,29] 0,317

115,89-228,71 58/63 49/55 22/22 1,00 0,82 [0,40-1,66] 0,96 [0,38-2,44] 0,827

228,71-375,4 32/61 45/65 7115 1,00 1,38 [0,69-2,75] 0,54 [0,16-1,76] 0,856

>375,24 44/62 55/65 22/18 1,00 1,41 [0,76-2,62] 1,59 [0,68-3,73] 0,302

ab Adjustadas por: edad, género, paquetes afio, alcohol (g/dia), verduras (4 cat.), frutas (4 cat.), calorias (Kcal) (cuando

corresponda)

¢ Incluye exfumadores desde hace menos de un afio (£1afio)
4 Se consideran todos los controles
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4.9 ANALISIS DE LIGAMIENTO

Los genes que codifican las ADHs analizadas en este trabajo estan localizados en
zonas muy proximas del mismo cromosoma. Asi, el gen ADH1B y el gen ADH1C se
localizan en una pequefia regién del cromosoma 4g22. Por otro lado los tres
polimorfismos estudiados en el gen CYP2E1 (Tagl, Rsal y Dral) se encuentran en el
mismo gen localizado en el brazo largo del cromosoma 10. Debido a esto, decidimos
realizar el analisis de desequilibrio de ligamiento para comprobar si estos polimorfismos
tienden a transmitirse conjuntamente o por el contrario son independientes. Tal y como se
muestra en la Tabla 41, en nuestra poblacion de estudio observamos que el rango de
discrepancias entre los polimorfismos 1le349Val en el gen ADH1C y los polimorfismos
Arg48His y Arg370Cys en el gen ADH1B es bastante elevado, por lo que a pesar de la
cercania de los genes, estos polimorfismos se transmiten unidos en el mejor de los casos
en, aproximadamente el 56% de los individuos. Sin embargo, los polimorfismos Arg48His
y Arg370Cys en el gen ADH1B estan en desequilibrio de ligamiento con una probabilidad
de discrepancias de 18,09%, por lo que tienden a transmitirse conjuntamente. Lo mismo
observamos para los polimorfismos Rsal, Dral y Taql en el gen CYP2E1, siendo el
desequilibrio de ligamiento mas fuerte en el caso de los polimorfismos Rsal y Dral, con
una probabilidad de discrepancias del 10,41%. Sin embargo, debido a la baja frecuencia
de estos polimorfismos en nuestra poblacién de estudio, no hemos realizado andlisis por

haplotipos debido a un tamafio de muestra insuficiente.
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Tabla 41. Analisis de ligamiento entre los polimorfismos en ADH1C, ADH1B y CYP2E1

ADH1B Arg48His ADH1B Arg370Cys
Arg/Arg Arg/His His/His Arg/Arg Arg/Cys
ADH1C lle/lle 516 156 11 ADH1C lle/lle 660 12
lle349Val lle/Val 585 05 1 lle349Val lle/Val 667 4
Val/Val 170 8 0 Val/Val 177 0
Probabilidad de discrepancia = 60,38% Probabilidad de discrepancia = 56,32%
CYP2ET Taql ADH1B Arg370Cys
c/C C/G G/G Arg/Arg Arg/Cys
C:;‘Ziff c1red 581 153 13 AAFD;;LBiS Arg/Arg 1243 14
cl1/c2 50 7 0 g Arg/His 249 2
c2/c2 3 0 0 His/His 12
Probabilidad de discrepancia = 27,14% Probabilidad de discrepancia = 18,09%
CYP2ET Dral CYP2ET Dral
D/D D/C C/C D/D D/C C/C
C;isz clict 860 104 4 C\;_EQFT c/iC 638 146 9
clic2 1 69 5 q C/IG 177 24
c2/c2 0 0 4 G/IG 15 0 0
Probabilidad de discrepancia = 10,41% Probabilidad de discrepancia = 34,39%

49.1 Interaccion Gen-Gen

Debido a que los riesgos y protecciones obtenidos en este estudio son
relativamente pequefios, decidimos llevar a cabo un andlisis de interaccién gen-gen para
determinar si existe un efecto aditivo en la combinacién de los polimorfismos en los genes

estudiados en este trabajo.

Nuestros resultados sugieren que la combinacién del genotipo lle/lle (supuesto alelo
de riesgo) del polimorfismo lle349Val en el gen ADH1C y el genotipo D/D (supuesto alelo
de no riesgo) del polimorfismo Dral en el gen CYP2E1 da lugar a un descenso del riesgo
de cancer de pulmén casi estadisticamente significativo (OR ajustada = 0,80; IC 95% =
0,59-1,08) (Tabla 46).

También podemos observar una posible interaccién entre el gen ADH1C y el gen

MTHFR de modo que, individuos portadores del alelo variante Val (supuesto alelo de no

riesgo) del polimorfismo lle349Val en el gen ADHL1C y portadores del alelo variante T
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(supuesto alelo de riesgo) del polimorfismo C677T en el gen MTHFR, presentan un
pequefio aumento del riesgo de cancer de pulmon casi estadisticamente significativo (OR
cruda = 1,21; IC 95% = 0,92-1,59). No obstante, dicha interaccion desaparece al ajustar
por edad, género, paquetes-afio, alcohol (g/dia), verduras, frutas y calorias (Kcal) (OR
ajustada = 1,27; IC 95% = 0,87-1,85) (Tabla 47).

En el caso del gen ADH1B vemos una interaccion con el gen CYP2EL, ya que la
combinacion de portadores del alelo variante His (supuesto alelo de riesgo) en el caso del
polimorfismo Arg48His en el gen ADH1B y el genotipo homocigoto salvaje cl/cl
(supuesto alelo de no riesgo) del polimorfismo Rsal en el gen CYP2EL, se asocia con una
disminucion del riesgo de cancer pulmén (OR ajustada = 0,56; IC 95% = 0,35-0,90)
(Tabla 49).

También hallamos una interaccion con el gen MTHFR. En este caso, portadores del
alelo variante His (supuesto alelo de riesgo) del polimorfismo Arg48His en el gen ADH1B
y el genotipo homocigoto salvaje C/C (supuesto alelo de no riesgo) para el polimorfismo
C677T en el gen MTHFR, también se asocia con un menor riesgo de cancer de pulmén
casi estadisticamente significativo (OR ajustada = 0,61; IC 95% = 0,34-1,09) (Tabla 51).

Otra interaccién que hemos encontrado se da entre el genotipo salvaje Arg/Arg
(supuesto alelo de no riesgo) del polimorfismo Arg370Cys en el gen ADH1B y portadores
del alelo variante T (supuesto alelo de riesgo) del polimorfismo C677T en el gen MTHFR,
de forma que la combinacién de estos alelos supone un aumento del riesgo de cancer de
pulmén casi estadisticamente significativo (OR ajustada = 1,22; IC 95% = 0,92-1,62)
(Tabla 55).

Por dltimo, nuestros resultados también indican una interaccién entre el gen
MTHFR y el gen CYP2E1, de modo que la combinacion del genotipo homocigoto salvaje
C/C (supuesto alelo de no riesgo) del polimorfismo C677T presente en el gen MTHFR
con portadores del alelo variante c2 (supuesto alelo de riesgo) del polimorfismo Rsal en
el gen CYP2E1l conlleva una disminucién del riesgo de cancer de pulmén casi
estadisticamente significativa (OR ajustada = 0,35; IC 95% = 0,12-1,03) (Tabla 57).

No hemos encontrado ninguna interaccion en el resto de combinaciones de

genotipos estudiados en este apartado. Es importante destacar que en algunos casos no
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se pudo obtener valores de OR debido a la ausencia de individuos en algunas de las

combinaciones analizadas.

Tabla 42. Andlisis de interaccion entre lle349Val en ADH1C y Arg48His en ADH1B

N° de alelos de riesao Casos Controles OR cruda OR ajustada? p

9 n (%) n (%) [IC 95%] [IC 95%)] interaccion
ADH1C-ADH1B
lle/Val+Val/Val-Arg/Arg 385 (48,4%) 370 (49,5%) 1,00 1,00 0,650
lle/Val+Val/Val-
Arg/His+His/His 53 (6,7%) 51 (6,8%) 1,00 [0,66-1,51] 0,82 [0,46-1,46]
lle/lle-Arg/Arg 273 (34,3%) 243 (32,5%) 1,08 [0,86-1,35] 0,98 [0,72-1,32]

lle/lle-Arg/His+His/His

84 (10,6%)

83 (11,1%)

0,97 [0,70-1,36]

0,72 [0,44-1,18]

@Ajustada por edad, género, paquetes-afio, alcohol (g/dia), verduras (4 cat.), frutas (4 cat.), calorias (Kcal)

Tabla 43. Analisis de interaccion entre lle349Val en ADH1C y Arg370Cys en ADH1B

. Casos Controles OR cruda OR ajustada® p
0
N° de alelos de riesgo n (%) n (%) [IC 95%)] [IC 95%] interaccion
ADH1C-ADH1B
lle/Val+Val/Val-Arg/Arg 431 (55,1%) 413 (56,0%) 1,00 1,00 0,996

lle/Val+Val/Val-
Arg/Cys+Cys/Cys

lle/lle-Arg/Arg

lle/lle-Arg/Cys+Cys/Cys

1 (0,1%)

344 (44,0%)

6 (0,8%)

3 (0,4%)

316 (42,8%)

6 (0,8%)

0,32 [0,03-3,09]
1,04 [0,85-1,28]

0,96 [0,31-3,00]

0,66 [0,06-7,32]
0,95 [0,72-1,26]

0,57 [0,12-2,68]

@Ajustada por edad, género, paquetes-afio, alcohol (g/dia), verduras (4 cat.), frutas (4 cat.), calorias (Kcal)

Tabla 44. Analisis de interaccién entre lle349Val en ADH1C y Taqgl en CYP2E1

N° de alelos de riesgo Cna(soz)s Connt(z/c;)les C[)E %;L:,Zf OFE%%ZEZ?aa imergccion
ADH1C-CYP2E1

pelvals Vallval 64 (11,7) 58 (12,5) 1,00 1,00 0,915
lle/Val+VallVal-C/C 234 (42,9) 198 (42,6) 1,07[0,72-1,60] 1,05 [0,62-1,77]
lle/lle-CIG+GIG 47 (8,6) 47 (10,1) 0,91[0,53-1,55] 0,88 [0,44-1,76]

lle/lle-C/C 201 (36,8) 162 (34,8) 1,12[0,74-1,70] 0,93 [0,55-1,59]

@Ajustada por edad, género, paquetes-afio, alcohol (g/dia), verduras (4 cat.), frutas (4 cat.), calorias (Kcal)
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Tabla 45. Andlisis de interaccion entre lle349Val en ADH1C y Rsal en CYP2E1

N° de alelos de riesqo Casos Controles OR cruda OR ajustada? p

9 n (%) n (%) [IC 95%] [IC 95%)] interaccion
ADH1C-CYP2E1
lle/Val+Val/Val-cl/cl 275 (51,1) 261 (51,1) 1,00 1,00 0,476
lle/Val+Val/Val-
c1/c24C2/c2 20(3,8) 20 (3,9) 0,95 [0,50-1,81] 0,70 [0,30-1,64]
lle/lle-c1/c1 224 (41,6) 210 (41,1) 1,01 [0,79-1,30] 0,79 [0,56-1,12]
lle/lle-c1/c2+c2/c2 19 (3,5) 20 (3,9) 0,90 [0,47-1,73] 0,86 [0,36-2,02]

@Ajustada por edad, género, paquetes-afio, alcohol (g/dia), verduras (4 cat.), frutas (4 cat.), calorias (Kcal)

Tabla 46. Andlisis de interaccion entre lle349Val en ADH1C y Dral en CYP2E1

N° de alelos de riesgo Casos Controles OR cruda OR ajustada? _ [
n (%) n (%) [IC 95%)] [IC 95%)] interaccién

ADH1C-CYP2E1

lle/Val+Val/Val-D/D 381 (45,6) 349 (46,0) 1,00 1,00 0,062

lle/lle+lle/Val-D/C+C/C 82 (8,8) 80 (10,5) 0,94 [0,67-1,32] 0,74 [0,46-1,18]

lle/lle-D/D 301 (36,1) 271 (35,8) 1,02 [0,82-1,27] 0,80 [0,59-1,08]

lle/lle-D/C+C/C 71 (8,5) 58 (7,7) 1,12 [0,77-1,63] 1,17 [0,71-1,93]

@Ajustada por edad, género, paquetes-afio, alcohol (g/dia), verduras (4 cat.), frutas (4 cat.), calorias (Kcal)

Tabla 47. Andlisis de interaccion entre lle349Val en ADH1C y C677T en MTHFR

dodosderiesgo S ool oRguda  ORdusad
ADH1C-MTHFR

lle/Val+Val/Val-C/C 165 (21,0%) 177 (23,9) 1,00 1,00 0,796
lle/Val+Val/Val-C/T+T/T 271 (34,5%) 241 (32,5) 1,21[0,92-1,59] 1,27 [0,87-1,85]

lle/lle-C/IC 156 (19,8%) 139 (18,7) 1,20[0,88-1,65] 0,98 [0,64-1,50]

lleflle-CIT+T/T 194 (24,7%) 185 (24,9) 1,12[0,84-1,51]  1,15[0,77-1,72]

@Ajustada por edad, género, paquetes-afio, alcohol (g/dia), verduras (4 cat.), frutas (4 cat.), calorias (Kcal)
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Tabla 48. Analisis de interaccién entre Arg48His en ADH1B y Taqgl en CYP2E1

N° de alelos de riesdo Casos Controles OR cruda OR ajustada? p

9 n (%) n (%) [IC 95%] [IC 95%)] interaccion
ADH1B-CYP2E1
Arg/Arg-C/IG+G/G 92 (16,8) 84 (18,1) 1,00 1,00 0,325
Arg/Arg-C/IC 363 (66,5) 297 (63,9) 1,12 [0,80-1,56] 0,96 [0,63-1,47]
Arg/His+His/His-
CIG+G/G 19 (13,2) 21 (13,5) 1,04 [0,67-1,64] 0,80 [0,44-1,45]
Arg/His+His/His-C/C 72 (3,5) 63 (4,5) 0,83[0,41-1,65] 0,46 [0,18-1,22]

@Ajustada por edad, género, paquetes-afio, alcohol (g/dia), verduras (4 cat.), frutas (4 cat.), calorias (Kcal)

Tabla 49. Andlisis de interaccion entre Arg48His en ADH1B y Rsal en CYP2E1

N° de alelos de riesgo Casos Controles OR cruda OR ajustada® _ P
n (%) n (%) [IC 95%)] [IC 95%)] interaccién

ADH1B-CYP2E1

Arg/Arg-cl/cl 422 (78,4) 380 (74,4) 1,00 1,00 0,023

Arg/Arg-c1/c2+c2/c2 31 (5,8) 35 (6,8) 0,80 [0,48-1,32] 0,64 [0,32-1,25]

Arg/His+His/His-c1/c1 77 (14,3) 91 (17,8) 0,76 [0,55-1,06] 0,56 [0,35-0,90]

Slerredcr 85 510 1,44[0,47-4,45] 1,99 [0,49-8,06]

@Ajustada por edad, género, paquetes-afio, alcohol (g/dia), verduras (4 cat.), frutas (4 cat.), calorias (Kcal)

Tabla 50. Andlisis de interaccion entre Arg48His en ADH1B y Dral en CYP2E1

N°de alelos deriesgo (o0 e Tooms  Clesms. intersccion
ADH1B-CYP2E1

Arg/Arg-DID 544 (68,7) 501 (67,3) 1,00 1,00 0,504
Arg/Arg-DIC+C/C 112 (14,1) 110 (14,8) 0,94[0,70-1,25] 0,96 [0,65-1,43]
Arg/His+His/His-D/D 105 (13,3) 107 (14,4) 0,90[0,67-121] 0,73 [0,47-1,12]

g;g’:'gé“iy His- 31(3,9) 26 (3,5) 1,10[0,64-1,88] 0,90 [0,43-1,85]

@Ajustada por edad, género, paquetes-afio, alcohol (g/dia), verduras (4 cat.), frutas (4 cat.), calorias (Kcal)
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Tabla 51. Andlisis de interaccion entre Arg48His en ADH1B y C677T en MTHFR

N° de alelos de riesgo Casos Controles OR cruda OR ajustada? _ [
n (%) n (%) [IC 95%)] [IC 95%)] interaccién

ADH1B-MTHFR

Arg/Arg-C/C 268 (34,1) 254 (34,2) 1,00 1,00 0,402

Arg/Arg-CIT+T/T 384 (48,9) 355 (47,8) 1,03 [0,82-1,28] 1,16 [0,85-1,57]

Arg/His+His/His-C/C 53 (6,7) 62 (8,4) 0,81 [0,54-1,22] 0,61 [0,34-1,09]

éﬁ’ﬂﬁ:“iy His- 81 (10,3) 71 (9.6) 1,08[0,75-1,55] 1,01 [0,60-1,69]

@Ajustada por edad, género, paquetes-afio, alcohol (g/dia), verduras (4 cat.), frutas (4 cat.), calorias (Kcal)

Tabla 52. Analisis de interaccién entre Arg370Cys en ADH1B y Taql en CYP2E1

N° de alelos de riesao Casos Controles OR cruda OR ajustada? p

9 n (%) n (%) [IC 95%] [IC 95%)] interaccion
ADH1B-CYP2E1
Arg/Arg-C/IG+G/G 110 (20,2) 104 (22,4) 1,00 1,00 0,172
Arg/Arg-C/C 431 (78,9) 355 (76,3) 1,15 [0,85-1,55] 1,09 [0,73-1,61]
Arg/Cys+Cys/Cys- ) :
CIG+GIG 1(0,2) 1(0,2) 0,95 [0,06-15,41] 3,02 [0,17-52,33]
Arg/Cys+Cys/Cys-C/C 4(0,7) 5(1,1) 0,76 [0,20-2,90] 0,15 [0,01-1,63]

@Ajustada por edad, género, paquetes-afio, alcohol (g/dia), verduras (4 cat.), frutas (4 cat.), calorias (Kcal)

Tabla 53. Andlisis de interaccion entre Arg370Cys en ADH1B y Rsal en CYP2E1

N° de alelos de riesgo P N o omg) ome)  intersecion
ADH1B-CYP2E1

Arg/Arg-c1/cl 491 (92,0) 461 (90,9) 1,00 1,00 ;
Arg/Arg-cl/c2+c2/c2 39 (7,3) 40 (7,9) 0,92 [0,58-1,45] 0,85 [0,46-1,56]
Arg/Cys+Cys/Cys-cl/cl 4(0,7) 6(1,2) 0,63[0,18-2,23] 0,54 [0,09-3,27]

Arg/Cyss CysiCys- 00,0 Y X0 N — g

@Ajustada por edad, género, paquetes-afio, alcohol (g/dia), verduras (4 cat.), frutas (4 cat.), calorias (Kcal)
bLas ORs no han podido ser calculadas debido a la falta de informacion en las variables de ajuste
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Tabla 54. Andlisis de interaccion entre Arg370Cys en ADH1B y Dral en CYP2E1

Ne de alelos de riesgo Casos Controles OR cruda OR ajustada? _ [
n (%) n (%) [IC 95%)] [IC 95%)] interaccién

ADH1B-CYP2E1
Arg/Arg-D/ID 633 (81,1) 593 (80,6) 1,00 1,00 1,000
Arg/Arg-D/C+CIC 140 (18,0) 134 (18,2) 0,98 [0,75-1,27] 0,99 [0,69-1,41]
Arg/Cys+Cys/Cys-D/D 6 (0,8) 9(1,2) 0,62 [0,22-1,77] 0,39 [0,09-1,67]
rg/CyssCysiCys- 1(0,1) 10 R — S b

@Ajustada por edad, género, paquetes-afio, alcohol (g/dia), verduras (4 cat.), frutas (4 cat.), calorias (Kcal)
bLas ORs no han podido ser calculadas debido a la falta de informacion en las variables de ajuste

Tabla 55. Analisis de interaccién entre Arg370Cys en ADH1B y C677T en MTHFR

paedsosgeresgo OO Comes  ORou  omgur e
ADH1B-MTHFR

Arg/Arg-C/C 319 (40,9) 311 (42,2) 1,00 1,00 0,389
Arg/Arg-CIT+T/T 455 (58,3) 417 (56,6) 1,06[0,87-1,31] 1,22 [0,92-1,62]
Arg/Cys+Cys/Cys-CIC 1(0,1) 5(0,7) 0,19[0,02-1,69] 0,27 [0,02-3,14]

éﬂﬁ’ﬁ@ys’ Cys- 5(0,7) 4(0,5) 1,22 [0,32-4,59] 1,13 [0,22-5,76]

@Ajustada por edad, género, paquetes-afio, alcohol (g/dia), verduras (4 cat.), frutas (4 cat.), calorias (Kcal)

Tabla 56. Andlisis de interaccion entre C677T en MTHFR y Tagl en CYP2E1

doaosderiesgo  Slees oo ORewda  Ofdusat
MTHFR-CYP2E1

CIC-CIG+GIG 51 (9,4) 46 (9,9) 1,00 1,00 0,543
CiC-CIC 174 (32,0) 159 (34,3) 0,99[0,63-1,55] 0,92 [0,51-1,66]
CIT+TIT-CIG+GIG 260 (47,8) 200 (43,1) 0,90[0,53-1,55] 1,06 [0,53-2,15]

CIT+TIT-CIC 59 (10,8) 59 (12,7) 1,17[0,76-1,82] 1,26 [0,71-2,24]

@Ajustada por edad, género, paquetes-afio, alcohol (g/dia), verduras (4 cat.), frutas (4 cat.), calorias (Kcal)
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Tabla 57. Analisis de interaccion entre C677T en MTHFR y Rsal en CYP2E1

N° de alelos de riesgo Casos Controles OR cruda OR ajustada? _ [
n (%) n (%) [IC 95%] [IC 95%)] interaccién

MTHFR-CYP2E1

C/C-cl/cl 202 (37,9) 205 (40,5) 1,00 1,00 0,040

C/C-cl/c2+c2/c2 12 (2,2) 16 (3,2) 0,76 [0,35-1,65] 0,35[0,12-1,03]

CIT+T/T-cl/cl 292 (54,8) 261 (51,6) 1,14 [0,88-1,47] 1,16 [0,82-1,64]

CIT+T/T-c1/c2+c2/c2 27 (5,1) 24 (4,7) 1,14 [0,64-2,05] 1,50 [0,71-3,18]

@Ajustada por edad, género, paquetes-afio, alcohol (g/dia), verduras (4 cat.), frutas (4 cat.), calorias (Kcal)

Tabla 58. Analisis de interaccion entre C677T en MTHFR y Dral en CYP2E1

N° de alelos de riesgo Casos Controles OR cruda OR ajustada? _ [
n (%) n (%) [IC 95%] [IC 95%)] interaccién

MTHFR-CYP2E1

C/C-D/D 263 (33,6) 252 (34,1) 1,00 1,00 0,979

CI/C-DIC+CIC 56 (7,1) 62 (8,4) 0,87 [0,58-1,29] 0,99 [0,58-1,70]

C/T+T/T-D/D 378 (48,3) 353 (47,8) 1,03 [0,82-1,29] 1,24 [0,90-1,69]

CIT+T/T-DIC+CIC 86 (11,0) 72 (9,7) 1,14 [0,80-1,64] 1,25 [0,77-2,04]

@Ajustada por edad, género, paquetes-afio, alcohol (g/dia), verduras (4 cat.), frutas (4 cat.), calorias (Kcal)

- 101 -






5. DISCUSION






Discusion

En los dltimos afios se ha puesto de manifiesto de una manera cada vez mas
evidente que en el proceso de desarrollo y progresion del cancer influyen un gran nimero
de factores, no solamente factores ambientales o de estilos de vida, sino también factores
genéticos individuales que contribuyen a que algunos individuos tengan una mayor o

menor susceptibilidad genética al desarrollo de esta enfermedad.

Hay una clara evidencia de que el tabaco provoca cancer de pulmén, pero gran
parte de la etiologia del cancer de pulmoén no es bien conocida ni entendida, como el por
qué algunos individuos que son no fumadores desarrollan cancer de pulmoén y porque
solo una fraccion de los fumadores desarrolla dicha neoplasia. Se ha sugerido que en
estas variaciones, el alcohol puede jugar un papel importante. Asi, en 1988 la IARC
concluye que “hay suficientes evidencias de que las bebidas alcohdlicas son
cancerigenas en humanos”. El alcohol puede actuar como agente prooxidante en los
tejidos, incluido el tejido pulmonar y en lipidos, incluida la membrana lipidica pulmonar
(Thurman, 1973; Knecht y col., 1990; Manautou y Carlson, 1991; Kukielka y Cederbaum,
1992; Nachiappan y col., 1994; Albano y col., 1996; Song, 1996; Yang y col., 2002).

El consumo crénico de alcohol y tabaco son los principales factores de riesgo para
los canceres del tracto aerodigestivo superior, incluyendo orofaringe, hipofaringe, laringe
y esofago (Poschl y Seitz, 2004; Vioque y col., 2008). Ademas, la ingesta crénica de
alcohol, incluso a dosis moderadas, aumenta la carcinogénesis en el colon, recto,
estdbmago, higado, sistema nervioso central y mama, especialmente en las personas con
mayor susceptibilidad a desarrollar cancer (Baan y col., 2007; de Menezes y col., 2013;
Bagnardi y col., 2015). Ademas, cada vez hay mas evidencias de que el consumo de
alcohol esta asociado con cancer de prostata, pancreas y melanoma (Seitz y col., 1990;
Bagnardi y col., 2015).

El primer metabolito de la oxidacion del alcohol, el acetaldehido, es un conocido
compuesto carcinogénico puesto que la IARC ha clasificado el acetaldehido presente en
las bebidas alcohdlicas como “carcinégeno en humanos” (IARC, 2011). Se han reunido
pruebas de que el acetaldehido es predominantemente responsable de la carcinogénesis
asociada al alcohol, dado que el acetaldehido, a diferencia del alcohol, es un compuesto
que es citotdxico, genotoxico, mutagenico y clastogénico ya a bajas concentraciones (por
debajo de 1 mM) (Obe y Ristow, 1979). El acetaldehido se une al ADN y proteinas,

destruye el folato y resulta en hiperregeneracion secundaria. Se ha demostrado que el
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acetaldehido da lugar a intercambios entre cromaticas hermanas “in vitro” en células
humanas y de mamiferos (Obe y Anderson, 1987) y aumenta la formacién de
micronucleos, un conocido biomarcador tumoral, en linfocitos humanos (Ishikawa y col.,
2003). Se ha propuesto que los efectos del acetaldehido mencionados anteriormente
podrian ser originados por la formacién de aductos de ADN debidos al acetaldehido
(Brooks y Theruvathu, 2005) (Figura 7). Recientemente, se ha visto que estos aductos de
aceltaldehido (futuro potencial biomarcador de carcinogénesis) se formaban incluso
durante un consumo moderado-intenso de alcohol en humanos (Balbo y col., 2012).

Ademas del acetaldehido, otros compuestos contenidos en las bebidas alcohdlicas
pueden tener efectos carcinogénicos. Otros mecanismos propuestos por los cuales el
alcohol puede ejercer su efecto carcinogénico son: dafio por radicales libres,
impedimento de los procesos de reparacion del ADN, actuando como solvente para los
carcinégenos procedentes del tabaco y la induccion de enzimas relacionadas con el

Acido
Acético

metabolismo de carcinégenos (Seitz y col., 1981) (Figura7).

Daiio en el ADN Aldehido
Iy deshidrogenasa

Otros Acetaldehido

Carcinogenos

Aleohol
Saiiogeness 4 Dafio en el ADN

Bebidas

a Especies Reactivas de
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Incrementa la Nitrégeno
conceniracidn de
estrégenos
Disminucion o cambio
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Dafio en el ADN

Deficiencias
Dafio en el ADN nutricionales (folato,
vitaminas B12 BBy A)

v
Metilacién aberrante de ADN
Supervivencia Inmune reducida

Figura 7: Posibles mecanismos del alcohol asociados con la carcinogénesis (Adaptado de Uehara y Kiyohara, 2010)
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Los datos obtenidos en este estudio indican un efecto protector, casi
estadisticamente significativo, a desarrollar cancer de pulmén en individuos con un
consumo de alcohol de 0,1-9,9 g/dia. Esta asociacion también ha sido observada en el
estudio EPIC, realizado en una poblacion europea, donde observaron un menor riesgo
de cancer de pulmén en individuos con un consumo moderado de alcohol (5-14.9 g/dia)
cuando los comparaban con individuos con un consumo de alcohol de 0,1-4,9 g/dia
(Hazard Ratio = 0,76; IC 95% = 0,63-0,90) (Rohrmann y col., 2006). Los mismos
resultados fueron hallados en el estudio EAGLE, llevado a cabo en una poblacion italiana,
donde un consumo de alcohol de 5-14,9 g/dia disminuye el riesgo de cancer de pulmoén
en comparacién con un consumo de alcohol de 0,1-4,9 g/dia (OR ajustada = 0,85; IC
95% = 0,64-1,14) (Bagnardi y col., 2009). Este efecto puede estar relacionado con la
asociacion inversa entre el consumo moderado de alcohol y la mortalidad que ha sido
publicada en numerosas investigaciones (White, 1999). Se cree que los efectos
antiinflamatorios del consumo moderado de alcohol podrian contribuir a este efecto, dado
gue se ha demostrado que una ingesta moderada de alcohol esta relacionada con
concentraciones plasmaticas mas bajas de distintos marcadores sistémicos de
inflamacién en comparacién con un elevado consumo o no consumo (Imhof y col., 2004),
asi como con un dafio oxidativo reducido (Bianchini y col., 2001; Yoshida y col., 2001), y
se ha discutido acerca del papel de los componentes antioxidantes de las bebidas
alcohdlicas en la promocién y progresion tumoral (Bianchini y Vainio, 2003). Ademas,
pequefas cantidades de alcohol pueden ser necesarias para la induccién de las enzimas
de proteccion, tales como las enzimas reparadoras de ADN o las enzimas detoxificantes
de carcinégenos (Woodson y col.,, 1999). Por tanto, es posible que los efectos
beneficiosos del consumo de bajo a moderado de alcohol contrarresten la funcion de

promocién de cancer del etanol y sus metabolitos.

Sin embargo, un andlisis reciente del estudio “Million Women Study” del Reino
Unido encontré que, durante siete afios de seguimiento, mujeres que bebian entre 7 y 14
bebidas por semana tenian un pequefio aumento en el riesgo de todos los cénceres
(Riesgo Relativo (RR) = 1,05; IC 95% = 1,03-1,07), comparado con las que bebian menos
de dos bebidas por semana (Allen y col.,, 2009). Otro reciente estudio también ha
encontrado que un consumo de alcohol de ligero a moderado (un consumo de alcohol
entre 5-14,9 g/dia tanto para hombres como para mujeres) estaba asociado con un
pequefio aumento de riesgo de cancer en hombres y en mujeres (RR = 1.05; IC 95% =
0.97-1.12; RR = 1,04; IC 95% = 1,00-1,09, respectivamente) (Cao y col., 2015).
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En este trabajo también hemos observado que un consumo de alcohol 230 g/dia
aumenta el riesgo de céancer de pulmon, aunque no es estadisticamente significativo.
Estos resultados concuerdan con los resultados obtenidos por Minegishi y col., Rohrmann
y col., Freudenheim y col., Korte y col. y Bagnardi y col. (Korte y col., 2002; Freudenheim
y col., 2005; Rohrmann y col., 2006; Minegishi y col., 2007; Bagnardi y col., 2009). No
podemos descartar una confusion residual por el tabaco, ya que no hemos podido
evaluar el efecto del alcohol en no fumadores debido al tamafio de muestra insuficiente
en nuestra poblacion en este subgrupo. No obstante, de acuerdo con tres revisiones
(Bandera y col., 2001; Boffetta y Hashibe, 2006; de Menezes y col., 2013), tres meta-
andlisis (Korte y col., 2002; Uehara y Kiyohara., 2010; Bagnardi y col., 2015) y un pooled
andlisis (Freudenheim y col., 2005), la evidencia actual es insuficiente para confirmar una

asociacion entre el alcohol y el riesgo de cancer de pulmon.

El andlisis de la interaccién entre el alcohol y el tabaco que se ha hecho en esta
tesis muestra un claro efecto sinérgico entre ambos con respecto al riesgo de cancer de
pulmon, de modo que una ingesta de alcohol 230 g/dia junto con un consumo de tabaco
237 paquetes/ano aumenta el riesgo de cancer de pulmén 14 veces. Numerosos estudios
apoyan estos resultados dado que han demostrado que el alcohol parece desempefiar un
efecto sinérgico con el tabaco (Tuyns, 1978; Drecker y Col., 1982; Hashibe y col., 2007,
Seitz y Stickel., 2007; Bagnardi y col., 2009; Toh y col., 2010). La posible explicacién
para el efecto sinérgico encontrado entre el consumo de alcohol y el tabaco podria ser
que el alcohol actia como solvente para los carcindgenos presentes en el tabaco,
facilitando su penetracion (Boffetta y Hashibe, 2006). También se ha demostrado en
alcohdlicos, que los fumadores tienen una eliminacibn mas rapida del etanol que los no
fumadores, sugiriendo una base biologica para la correlacion del tabaco y el consumo del
alcohol (Schoedel y Tyndale, 2003). Ademas, el alcohol podria aumentar los efectos
carcinogénicos del humo del tabaco en los tejidos induciendo la actividad de las enzimas
citocromo P-450, las cuales a su vez pueden activar procarcin6genos presentes en las
bebidas alcohdlicas (Poschl y Seitz, 2004). La presencia de inductores y de substratos
precarcindégenos de la CYP2E1 en el humo del tabaco podria explicar el hecho de que el
abuso del alcohol y el tabaquismo interactian sinérgicamente como factores etiolégicos
para el cancer (Pottern y col., 1981; IARC, 1986).

Por otro lado, el consumo de frutas y verduras esta relacionado con un menor

riesgo de cancer de pulmon, préstata, vejiga, esofago y estomago. Esto se debe a que
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son una fuente de sustancias fitoquimicas que tienen muchas propiedades beneficiosas,
como su accion anti-inflamatoria y antioxidante, la reduccién de la toxicidad de las
sustancias quimicas dafiinas, el control de los niveles hormonales y el crecimiento celular
(Divisi y col., 2006; WCRF, 2007). En este trabajo hemos realizado un analisis de
interaccion entre el consumo de verduras y el alcohol respecto al riesgo de céancer de
pulmén y hemos encontrado que un consumo de verduras 2116.65 g/dia disminuye el
riesgo de cancer de pulmon en todas las categorias de consumo de alcohol. Observamos
este mismo efecto protector frente al riesgo de cancer de pulmon en todas las categorias
de consumo de alcohol con una ingesta de frutas 2233,13 g/dia. Nuestros resultados
sugieren que un elevado consumo de frutas y verduras, debido a sus propiedades
beneficiosas, podria neutralizar parte del efecto dafiino producido por la ingesta de
alcohol. Por lo tanto, estos resultados ponen de manifiesto el efecto beneficioso de
consumir muchas frutas y verduras (Feskanich y col., 2000; Neuhouser y col., 2003;
Riboli y Norat., 2003; Smith-Warner y col., 2003; Mannisto y col., 2004; Valdes-Ramos y
Benitez-Arciniega, 2007; Gallicchio y col., 2008; Wang, 2015).

El alcohol y los principales enzimas implicados en su metabolismo constituyen un
factor importante en el proceso de la carcinogénesis. EI consumo de folato y su
metabolismo y el consumo de frutas y verduras pueden también influir notablemente en el
efecto que puede ejercer el alcohol. Aunque los genes implicados en estos procesos han
sido estudiados anteriormente para detectar su influencia en el desarrollo del cancer de
pulmoén, en la mayoria de los casos se ha limitado a dos o tres genes por estudio, y éstos
suelen tener limitaciones tales como el pequefio tamafio de muestra y la heterogeneidad
de los pacientes incluidos en los estudios. En este trabajo se plantedé un estudio que
pudiera dar respuestas consistentes apoyandose en su gran tamafio, la homogeneidad de
los enfermos y la normalizacion de determinacién de prevalencias de exposicion. Para
ello, en este estudio caso-control se han controlado los principales factores de riesgo
medioambientales (tabaco, alcohol, frutas, verduras, calorias, género y edad), genéticos
(agregacion familiar) y clinicos (histologia) para medir la asociacion de polimorfismos en
genes metabolizadores de alcohol (ADH1B, ADH1C, CYP2EL1), acetaldehido (ALDH2) y
folato (MTHFR), asi como también del consumo de alcohol y folato y la susceptibilidad

individual de incidencia de cancer de pulmén.

Los polimorfismos estudiados en esta tesis constituyen polimorfismos funcionales

en un unico nucledtido (SNPs), ya que todos ellos provocan el cambio de aminoacido en
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la proteina que codifican, de manera que la existencia del polimorfismo puede alterar la
funcion normal de la proteina codificada por dicho gen. En este trabajo se han analizado 8
SNPs correspondientes a 5 genes diferentes (ADH1B Arg48His, ADH1B Arg370Cys,
ADH1C lle349Val, ALDH2 Glu504Lys, CYP2E1 Rsal, CYP2E1 Dral, CYP2E1 Taql y
MTHFR C677T). Los polimorfismos Dral y Tagl estdn ambos localizados en intrones. No
obstante, el alelo variante del polimorfismo Dral ha sido relacionado con un mayor riesgo
de desarrollar alcoholismo en japoneses (lwahashi y col., 1998) y con la incidencia de
cancer de pulmén en una poblacion japonesa (Uematsu y col., 1994). En el caso del
polimorfismo Tagl, en un estudio en una poblacién caucéasica han observado que el grupo
con enfermedad hepética alcohdlica mostraban una frecuencia significativamente menor
del alelo Tagl menos comun (4,9%), en comparacion con el grupo control sano (13,5%)
(Wong y col., 2000).

La eficiencia en la conversion de etanol a acetaldehido y la posterior oxidacion a
acetato es determinada principalmente por la actividad de ADH y ALDH. Ademas, el
consumo crénico de alcohol conduce a una induccién de la CYP2E1 microsomal, que es
capaz de metabolizar el alcohol a acetaldehido. El acetaldehido y las especies reactivas
de oxigeno (ROS) producidas por la actividad CYP2E1 pueden inducir lesiones en el
ADN, que si se dejan sin reparar pueden iniciar la carcinogénesis. Ademas, como ya
hemos mencionado, el acetaldehido de las bebidas alcohdlicas ha sido clasificado como
“carcinégeno en humanos” por la IARC. Por todo ello, variantes genéticas en los genes
que codifican estas enzimas que resultan en diferencias funcionales de la actividad
enzimatica, dan lugar a diferencias en la exposicion a acetaldehido entre los bebedores.
Diferencias en el metabolismo del etanol que resultan de estos polimorfismos en las
enzimas podrian afectar a la etiologia del cancer entre los bebedores. Es mas, el
consumo de alcohol podria interaccionar con otros genes que codifican enzimas
implicadas en diferentes vias biologias tales como el metabolismo del folato y podria
afectar al riesgo de cancer (Druesne-Pecollo, 2009); en concreto, podrian tener un papel

clave en cuanto a la susceptibilidad genética individual al desarrollo de cancer de pulmon.
ADHs:
Entre las siete alcohol deshidrogenasas (ADH) presentes en humanos (Edenbergy

col.,, 1997), la AHD1B y ADH1C presentan polimorfismos funcionales que afectan al

metabolismo del alcohol. El primer polimorfismo analizado en este trabajo es el
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polimorfismo Arg48His en el gen ADH1B, se encuentra en equilibrio Hardy-Weinberg en
nuestra poblacion de estudio y la frecuencia alélica del alelo variante His en los controles
de nuestra poblacion es de 0,09, similar a la frecuencia encontrada en otros estudios en
poblaciones espafiolas (Panés y col., 1989; Vidal y col., 1993; Vidal y col., 2004) y
concuerda con la frecuencia esperada en poblaciones europeas (<0,10) (Brennan y col.,
2004; Quertemont, 2004). En este caso, los individuos portadores del alelo variante His
parecen tener cierta proteccion frente al desarrollo de cancer de pulmoén, aunque no es
estadisticamente significativo. Los resultados obtenidos no concuerdan con la hipétesis
propuesta en esta tesis y con lo esperado desde el punto de vista biolégico, ya que el
alelo variante His que codifica una enzima que tiene una Vmax 40 veces mayor que la
enzima codificada por el alelo salvaje Arg, convierte rapidamente el etanol en
acetaldehido, lo que daria lugar a un aumento del tiempo que el acetaldehido permanece
en contacto con los tejidos incrementando el nivel de acetaldehido en ellos (Druesne-
Pecollo y col., 2009). La posible explicacion de los resultados encontrados podria deberse
a que, como hemos mencionado anteriormente, los individuos portadores del alelo
variante His, al convertir rapidamente el etanol en acetaldehido, conduce a una réapida
acumulacién de acetaldehido tras el consumo de alcohol, lo cual da lugar a efectos
secundarios téxicos tales como el sindrome “flusing” con sudoracién, ritmo cardiaco
acelerado (taquicardia), nauseas y vOmitos. Estos efectos adversos ejercen un efecto
protector contra el consumo excesivo y crénico de alcohol (individuos con este alelo
normalmente beben poco o nada de alcohol) y, por consiguiente, también parece que
podria proteger frente al desarrollo de cancer relacionado con alcohol (Seitz y Stickel,
2010). Otra posible hipotesis es que el rapido metabolismo inicial puede dar lugar a un
pico en la exposicién a acetaldehido, induciendo mecanismos alternativos para purificar
(aclarar) este pico. Por otro lado, un metabolismo inicial mas moderado puede no inducir

tales mecanismos, resultando en un mayor exposicion general (Hashibe y col., 2006).

En el caso del polimorfismo Arg48His, este trabajo constituye el primer estudio que
determina la posible contribucion de este polimorfismo al riesgo de desarrollar cancer de
pulmon. Por otro lado, el efecto de este polimorfismo sobre el riesgo de otros tipos cancer

es controvertido y podemos encontrar resultados dispares en la bibliografia.
En un meta-andlisis de cancer del tracto aerodigestivo superior que incluye 8.539

casos y 15.713 controles, la presencia del alelo Arg se ha asociado con un mayor riesgo a

desarrollar cancer del tracto aerodigestivo superior (Pooled OR = 1,66; IC 95% = 1,54-
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1,79 y Poleed OR = 3,47; IC 95% = 2,76-4,36 para los genotipos His/Arg y Arg/Arg
comparados con el genotipo His/His, respectivamente) (Guo, 2012). En otro meta-analisis
con 8.906 casos con cancer esofagico y 13.712 controles, observaron que individuos con
el genotipo salvaje Arg/Arg tenian un aumento del riesgo de cancer esofagico en 2,77
veces, comparados con individuos portadores de los genotipos Arg/His e His/His (Zhang,
2014).

Sin embargo, un estudio caso-control llevado a cabo en hombres en una poblacién
china, encontr6 que el genotipo His/His daba lugar a un aumento moderado del riesgo de
cancer colorrectal en comparacién con los genotipos Arg/His y Arg/Arg (OR ajustada =
1,60; IC 95% = 1,08-2,36)(Gao y col., 2008).

Por otro lado, un meta-analisis que incluye 518 casos de carcinoma hepatocelular y
607 controles concluyé que el polimorfismo Arg48His no esta asociado con la
susceptibilidad de cancer hepatocelular (Shuzhen y col., 2015). En relacion al cancer
gastrico, un meta-andlisis de 7 estudios caso-control con un total de 2.563 casos y 4.192
controles, no encontré asociacién alguna entre el polimorfismo Arg48His y el riesgo de

cancer gastrico (Wang y col., 2014).

En nuestros resultados también encontramos que el alcohol modifica el efecto del
polimorfismo Arg48His de modo que, individuos con genotipo homocigoto salvaje Arg/Arg
con un consumo de alcohol de 0,1-9,9 g/dia tienen un menor riesgo de cancer de pulmoén,
mientras que individuos portadores del alelo variante His con un consumo de alcohol de
10-29,9 g/dia tienen 3 veces mas riesgo de desarrollar cancer de pulmén. Esto podria
deberse a que, en el caso de los individuos con genotipo Arg/Arg, se podria estar
reflejando el posible efecto beneficioso de un consumo bajo-moderado de alcohol. En el
caso de los individuos portadores del alelo variante His, el aumento de riesgo encontrado
podria deberse a que la cantidad de alcohol consumida podria no ser tan alta como para
desencadenar el sindrome “flusing”, por lo que estos individuos no desarrollarian aversion
al alcohol y, al metabolizar el alcohol méas rapidamente, estarian mas tiempo expuestos a
sus efectos cancerigenos. Otra posible explicacion es que los efectos adversos del
“flushing” disminuyen en intensidad tras el consumo de alcohol en individuos con un

historial de bebedores habituales o grandes bebedores.
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En un estudio caso-control de cancer colorrectal llevado a cabo en hombres en una
poblacion china también encontraron que individuos bebedores con el genotipo His/His
tenian un mayor riesgo de cancer colorrectal (OR ajustada = 3.44; IC 95% = 1.84-6.42)
(Gao y coal., 2008).

No obstante, tanto un meta-andlisis realizado para cancer de tracto aeordigestivo
superior como en un meta-analisis de cancer de es6fago, encontraron que bebedores con
genotipo Arg/Arg tenian un mayor riesgo de desarrollar estos canceres (Guo y col., 2012;
Zhang y col., 2014).

En el analisis estratificado de este polimorfismo encontramos que individuos
menores de 55 afios portadores del alelo variante His tienen un mayor riesgo de cancer
de pulmén. Sin embargo, en individuos con una edad comprendida entre los 55 y 69, el
alelo variante His parece ejercer un efecto protector frente al desarrollo de cancer de
pulmoén en este grupo de individuos. Desde el punto de vista biolégico, no encontramos

un razonamiento plausible que explique los resultados obtenidos.

El polimorfismo Arg370Cys en el gen ADH1B también se encuentra en equilibro
Hardy-Weinberg en nuestra poblacion de estudio. La frecuencia alélica del alelo variante
Cys en los controles de nuestra poblacion es de 0,006, y dicha frecuencia concuerda con
lo que podriamos esperar dado que este alelo ha sido identificado sélo en poblaciones
con ascendencia africana (Iron y col., 1992; Thomasson y col., 1995; Viljoen y col., 2001;
Wall y col., 2003; Ehlers y col., 2007). En nuestros resultados observamos que individuos
portadores del alelo variante Cys parecen tener un menor riesgo de cancer de pulmon,
aunque los intervalos de confianza son muy amplios. En nuestra hipoétesis inicial
esperabamos encontrar un mayor riesgo de cancer de pulmén asociado al alelo Cys,
dado que codifica un enzima muy activa y lo que se espera es que genere acetaldehido
mas rapidamente debido a su mayor actividad. Por ello, individuos con la isoenzima mas
activa (Cys/Cys) tendrian un mayor riesgo de dafio tisular causado por la ingesta de
alcohol debido a un aumento de la acumulacion de acetaldehido, ya que esto supondria
una mayor exposicion a los efectos cancerigenos del acetaldehido. Sin embargo, la
explicacion a posteriori dados los resultados que hemos obtenido podria ser que, como ya
hemos explicado para el caso del alelo variante His en el polimorfismo Arg48His en el gen
ADH1B, el acetaldehido al acumularse tan rapidamente produce unos efectos adversos

englobados bajo el término “flusing” de forma que, individuos con el alelo variante Cys

- 113 -


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24446180

Discusion

podrian desarrollar una intolerancia o aversion al alcohol, lo cual les podria proteger frente
al desarrollo de cancer asociado con el alcohol (Seitz y Becker, 2007). Los resultados que
podemos encontrar en la literaruta apoyan nuestra teoria de que el alelo Cys podria
afectar a la conducta de beber (Ehlers y col.,, 2001). En un conjunto de familias
afroamericanas, seleccionadas por tener varios miembros alcoholicos, se ha visto que el
alelo variante Cys tiene un efecto protector significativo en el riesgo de alcoholismo
(Edengerg y col., 2006). Este alelo también tiene un efecto protector frente al alcoholismo
en indios del suroeste de California (Wall y col., 2003). Sin embargo no ha sido descrito

en la literatura su posible asociacion con el riesgo de cancer.

El siguiente polimorfismo analizado en este estudio es el polimorfismo lle349Val
presente en el gen ADH1C, que se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg en nuestra
poblacién y la frecuencia del alelo variante Val en los controles de nuestra poblacion
(0,34) es consistente con los datos publicados en otras poblaciones caucasicas (Bosron y
Li, 1987; Roychoudhury y Nei, 1988; Weir y Cockerham, 1989; Gilder y col., 1993; Chen 'y
col., 1999; Borras y col., 2000; Brennan y col., 2004; Vidal y col., 2004). En nuestros
analisis no hemos encontrado una asociacién entre dicho polimorfismo y el riesgo de
cancer de pulmén, resultados que concuerdan con los obtenidos en dos estudios, uno
llevado a cabo en la zona occidental del estado de Nueva York y el otro en una poblacion
japonesa, en los que no pudieron establecer ninguna asociacion entre el polimorfismo
lle349Val en el gen ADHI1C y el riesgo a desarrollar cancer de pulmon (Freudenheim y
col., 2003; Minegishi y col., 2007). En términos bioquimicos el alelo variante Val, el alelo
de menor actividad, da lugar a una reduccién de 2,5 veces en la tasa de oxidacién del
alcohol a acetaldehido (Bosron y Li, 1986). Por el contrario, el alelo salvaje lle v,
consecuentemente, el genotipo salvaje lle/lle, esta relacionado con un aumento del riesgo
de cancer de pulmén, ya que al producirse el acetaldehido (conocido agente cancerigeno)
a mayor velocidad, conduciria a un aumento del nivel de acetaldehido sistémico y a un
contacto mas prolongado con los tejidos. (Saleem y col, 1984; Roberts y col, 1995; Seitz y
col, 1998; Eriksson, 2001; Singletary y Gapstur, 2001; Boffetta y Hashibe, 2006).

También se ha descrito que tras la ingesta de alcohol, individuos con el alelo salvaje
lle tienen concentraciones de acetaldehido en sangre significativamente mayores en
comparacion con las concentraciones de los individuos que carecen de este alelo (Bosron
y Li, 1986; Yamamoto y col, 1993) y se ha demostrado que los niveles de acetaldehido

en el aliento son proporcionales a los niveles de acetaldehido en sangre. Por lo tanto, una
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exposicién a una mayor concentracion de acetaldehido en el tracto respiratorio inferior
puede jugar un papel critico en la carcinogénesis relacionada con el alcohol. Esta
hipétesis se ve reforzada con los resultados obtenidos por Yang y col., dénde individuos
caucésicos con genotipo lle/lle  mostraban una mayor actividad ADH en el pulmon y
tenian una mayor presencia de aductos de ADN causados por el acetaldehido en el
pulmén, que individuos con genotipo Val/Val. Por lo tanto, Yang y col. sugirieron que el
alelo salvaje lle podria ser considerado un factor de riesgo para cancer de pulmén (Yang
y col., 2002). Nuestros resultados sugieren que el alcohol modifica el efecto que ejerce el
polimorfismo lle349Val en el riesgo de cancer de pulmén de forma que, un consumo de
alcohol 230 g/dia en individuos con genotipo homocigoto salvaje lle/lle aumenta el riesgo
de céncer de pulmon, mientras que en individuos con genotipo homocigoto variante
Val/Val con un consumo de alcohol 230 g/dia, observamos una disminucion del riesgo a
desarrollar cancer de pulmén. Estos resultados concuerdan con lo esperado desde el
punto de vista biolégico y con nuestra hipotesis, ya que, como hemos dicho
anteriormente, los individuos con el genotipo lle/lle metabolizan el alcohol mas
rapidamente a acetaldehido que los individuos con el genotipo variante Val/Val, esto
conlleva un aumento de los niveles de acetaldehido en los tejidos, permaneciendo mas
tiempo en contacto con ellos, pudiendo ejercer los efectos cancerigenos durante mas
tiempo, lo que lleva a un aumento de la carcinogénesis (Saleem y col, 1984; Roberts y
col, 1995; Seitz y col, 1998; Eriksson, 2001; Singletary y Gapstur, 2001; Boffetta y
Hashibe, 2006). No obstante, un prerrequisito para ello es el consumo de cierta cantidad
de etanol que conduce a niveles de acetaldehido suficientemente altos para formar
aductos de ADN (Seitz y Stickel, 2010). Estos resultados concuerdan con el estudio
llevado a cabo por Minegishi y col. en una poblacién japonesa, donde observan un mayor
riesgo de cancer de pulmdén en individuos homaocigotos lle/lle con un consumo de alcohol
>31,6 g/dia (OR = 1,88; IC 95% = 1,10-3,21). Sin embargo, dado que tenian muy pocos
individuos portadores del alelo variante Val para analizar la asociacion entre el consumo
de alcohol y el riesgo de céncer de pulmén para este alelo, consideraron que era
inapropiado comparar los genotipos lle/lle y Val/Val (Minegishi y col., 2007). Otro estudio
de cancer de pulmon encontré también indicios de un mayor riesgo de cancer de pulmoén
en individuos con genotipo lle/lle y un consumo elevado de alcohol (OR = 2,57; IC 95% =
0,82-8,00) (Freudenheim y col., 2003).

Este polimorfismo ha sido descrito previamente en la literatura y varios son los

estudios que han analizado su asociacién con el riesgo a desarrollar cancer. Asi, por
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ejemplo, un estudio realizado en cancer de eséfago, higado y cabeza y cuello, encontré
que individuos con genotipo lle/lle, presentaban un riesgo relativo a desarrollar estos
tipos de céncer de 2,9, 3,6 y 2,2, respectivamente, comparados con individuos
homocigotos Val/Val (Seitz y Becker, 2007). Otro estudio en individuos alcohdlicos que
incluye 187 casos con canceres orofaringeo, laringeo, hipofaringeo y esofégico, en los
gue su genotipo ADH1C fue comparado con controles alcohdlicos (emparejados por
edad) se encontré que, individuos homocigotos para el alelo lle, tenian un mayor riesgo
de cancer (Stickel y col., 2003). Mas aun, individuos homocigotos para el alelo lle, se vio
que tenian niveles elevados de acetaldehido en saliva (Li y col., 2001), lo que podria
explicar por qué estos individuos tenian mayor riesgo de céancer, dado que el
acetaldehido entra en contacto directo con la mucosa, pudiendo causar inflamacion y
metaplasia del epitelio traqueal, retrasa la progresién del ciclo celular y aumenta la lesion
celular asociada con hiperregeneracion (Seitz y col., 2001). Por el contrario, en un meta-
analisis mas reciente de 22 estudios se observd un menor riesgo de cancer de cabeza y
cuello en portadores del alelo salvaje Ille (Meta-OR = 0,87; IC 95% = 0,76-0,99) (Chang y
col., 2011).

Sin embargo, en un andlisis realizado en 2012 que engloba 35 estudios caso-
control no encontraron una asociacion significativa entre el polimorfismo lle349Val en el

gen ADHI1C y el riesgo de cancer (Xue y col., 2012).

El hecho de que los genes ADH1B y ADH1C estén contiguos en su localizacion
dentro del cromosoma 4 conduce a la hipétesis de que las variantes no se heredan
independientemente. Han sido encontradas evidencias de un desequilibrio de ligamiento
entre los polimorfismos lle349Val en el gen ADH1C y Arg48His en el gen ADHI1B en
europeos (Borras y col., 2000) y en poblaciones de diferentes etnias (Thomasson y col.,
1991; Cheny col., 1999; Osiery col., 1999; Risch y col., 2003). Sin embargo, tanto en un
estudio realizado en una poblacion espafiola (Vidal y col., 2004), como en otro estudio
llevado a cabo en una poblacién caucésica (Risch y col., 2003), no encuentran este
desequilibrio de ligamiento. Nuestros resultados muestran que el polimorfismo Ile349Val
en el gen ADHI1C vy el polimorfismo Arg48His en el gen ADH1B no se encuentran en
desequilibrio de ligamiento. Lo mismo ocurre en el caso del polimorfismo lle349Val en el
gen ADHI1C y el polimorfismo Arg370Cys en el gen ADH1B. Por otro lado, observamos
que el polimorfismo Arg48His y el polimorfismo Arg370Cys, ambos en el gen ADH1B, se

encuentran en desequilibrio de ligamiento en nuestra poblacion.
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ALDH:

El siguiente paso en el metabolismo del alcohol tras su oxidacién a acetaldehido, es

la oxidacion del acetaldehido a acetato por la ALDH2.

El polimorfismo Glu504Lys en el gen ALDH2, no se encuentra en equilibrio de
Hardy-Weinberg en nuestra poblacién de estudio. Todos los individuos incluidos en este
analisis presentan el genotipo homocigoto salvaje Glu/Glu. Estos datos concuerdan con
otros publicados para poblaciones caucasicas, dénde la frecuencia del alelo variante Lys
oscila entre el 0% y el 0,2% (Li y col., 2008) y con un estudio en una poblacién espafiola
(Vidal y col.,, 2004). Por este motivo, no hemos podido establecer ningdn tipo de
asociacion entre este polimorfismo y el riesgo de cancer de pulmén en nuestra poblacion

de estudio.

CYP2E1:

Aunque la via principal de oxidacién del alcohol es la via de las ADHs, cuando el
consumo de alcohol es elevado o cronico, el sistema MEOS es inducido y la CYP2E1
cataliza la oxidacion de etanol a acetaldehido al tiempo que produce especies reactivas
de oxigeno (ROS) (Lieber, 2000).

En esta tesis hemos estudiado tres polimorfismos genéticos presentes en el gen de
la enzima CYP2EL. El primero de ellos es el denominado Tagl en el gen CYP2E1 que se
encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg en nuestra poblacion de estudio. La
frecuencia del alelo variante G en los controles de nuestra poblacién es de 0,12, similar a
la frecuencia encontrada en poblaciones caucasicas (Wong y col., 2000). Nuestros
resultados parecen sugerir un cierto factor protector frente al cancer de pulmén asociado
al genotipo homocigoto variante G/G, aunque no es una asociacion estadisticamente
significativa. Ademas, debido al escaso numero de individuos con este genotipo en
nuestra poblacion, estos resultados podrian ser un falso positivo. Es mas, cuando
analizamos la asociacion entre los individuos portadores del alelo variante G y el riesgo
de cancer de pulmoén, esta posible asociacién desaparece, por lo que podemos concluir a
la vista del conjunto de nuestros resultados que el polimorfismo Tagl no parece tener un
efecto sobre el riesgo de cancer de pulmén en nuestra poblacion de estudio. Este

polimorfismo no esta ampliamente descrito en la literatura y no ha sido establecida la
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posible implicacion funcional que este polimorfismo puede ejercer sobre la expresion del
gen CYP2EL y sobre la actividad de la enzima que codifica este gen. En cuanto al cancer
de pulmodn, en un estudio llevado a cabo en una poblacion sueca, no encontraron ninguna
diferencia estadisticamente significativa en la distribucion del alelo variante G del
polimorfismo Tagl en el gen CYP2EL entre los casos de cancer de pulmén y los controles
(Persson y col., 1993). En un estudio realizado en una poblacién otomi (indios mejicanos)
observaron una mayor frecuencia del alelo variante G del polimorfismo Taqgl en individuos
alcohdlicos. Por ello, en este estudio concluyen que este polimorfismo podria
desempenfiar un papel importante en la susceptibilidad al alcoholismo entre los otomies,
de modo que lo asocian con un mayor riesgo de dependencia del alcohol en esta
poblacién. Sin embargo este hallazgo es diferente al que habian descrito previamente en
una poblacion blanca (Wong y col., 2000) y en una poblacién de americanos mejicanos
(Konishi y col., 2003). En el estudio llevado a cabo por Wong y col., observaron que el
alelo variante G estaba asociado con un menor riesgo de desarrollar enfermedad
hepatica alcohdlica, lo que atribuyeron a una posible vinculacién del alelo variante G con
algun factor protector aun no identificado. Sin embargo no pudieron establecer ninguna
asociacion entre el polimorfismo Tagl en el gen CYP2E1l y la susceptibilidad de

carcinoma hepatocelular (Wong y col., 2000).

El siguiente polimorfismo analizado en el gen CYP2E1 es el polimorfismo Rsal, que
se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg en nuestra poblacién de estudio. La
frecuencia del alelo variante c2 en los controles de nuestra poblacién es de 0,04, la cual
es coherente con la frecuencia encontrada para el alelo c2 en poblaciones caucéasicas
(Garte y col., 2001). En nuestros resultados no encontramos una clara asociacién entre
este polimorfismo y el riesgo de cancer de pulmén. En un meta-analisis que incluye 23
estudios con un total de 4.727 casos de cancer de pulmon y 6220 controles, encontraron
un menor riesgo de cancer de pulmén asociado al genotipo homocigoto variante c2/c2 y a
los portadores del alelo variante c¢2 (Pooled OR = 0,73; IC 95% = 0,62-0,84; Pooled OR =
0,84; IC 95% = 0,77-0,92, respectivamente) en comparacion con el genotipo homocigoto
salvaje cl/cl. Cuando estratificaban por origen étnico, observaban los mismos riesgos
significativos en asiaticos y en poblaciones mixtas, tanto para portadores del alelo c2
como para los homocigotos c2/c2. Sin embargo, no encontraron ninguna asociacion
significativa en poblaciones caucdsicas, lo cual concuerda con nuestros resultados (Shen
y col., 2015). En otro meta-andlisis también encontraron un menor riesgo de cancer de

pulmoén asociado al polimorfismo Rsal en el andlisis global (OR = 0,80; IC 95 % = 0,71-
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0,90). Sin embargo cuando estratifican por etnia, sélo encuentran un efecto protector del
polimorfismo Rsal frente al riesgo de cancer de pulmon en asiaticos (OR = 0,81; IC 95 %
=0,71-0,93) (Ye y col.,, 2015). Estos resultados sugieren que el polimorfismo Rsal del gen
CYP2EL1 puede ser importante en pacientes con cancer de pulmon de etnias especificas y
el efecto del alelo c2 puede diferir, segin la etnia, en el riesgo de cancer de pulmon. La
CYP2EL1 esté implicada en la activacion metabdlica de solventes de bajo peso molecular y
procarcindgenos incluyendo nitrosaminas en el tabaco, benceno e hidrocarburos
halogenados. La expresion en estudios “in vitro” indica que el alelo variante c2 del
polimorfismo Rsal en el gen CYP2E1l est4d asociado con una mayor actividad
transcripcional (Sato y col., 1994) y aumenta el nivel de actividad enzimatica CYP2E1 “in
vitro” (Hayashi y col., 1991; Liu y col., 2009).

En un meta-andlisis de 21 estudios caso-control en cancer de cabeza y cuello, el
genotipo homocigoto variante c2/c2 esta asociado con un aumento del riesgo de cancer
de cabeza y cuello (OR = 1,96; IC 95% = 1,33-2,90). Cuando estratificaban de acuerdo
con el origen étnico, la OR aumentaba en los asiaticos con genotipo c2/c2 (OR = 2,04; IC
95% = 1,32-3,15), lo que sugiere que el riesgo es mas pronunciado en asiaticos (Tang y
col., 2010). El alelo variante c2 también ha sido asociado con un aumento del riesgo de
cancer gastrointestinal en un estudio llevado a cabo en una poblacién de Malasia (Chong
y col., 2014). Sin embargo, el alelo variante ¢2 ha sido asociado con un menor riesgo de

cancer esofagico y cancer de higado (Leng y col., 2012; Tian y col., 2012).

Cuando analizamos el efecto del polimorfismo Rsal en el gen CYP2E1 junto con el
consumo de alcohol, observamos que el alelo variante c2 aumenta el riesgo de cancer de
pulmén en todas las categorias de consumo de alcohol, excepto en no bebedores. Sin
embargo, no hay aumento del riesgo en individuos con genotipo homocigoto salvaje cl/cl
en ninguna de las categorias de consumo de alcohol. Una explicacién plausible para
estos resultados es que la enzima CYP2EL1 es inducible por alcohol y, dado que el alelo
variante c2 estd asociado con una mayor actividad transcripcional que conduce a un
aumento de los niveles de la enzima CYP2E1 y a una mayor actividad enzimatica, daria
lugar a un aumento de la activacion metabodlica de procarcindégenos, ademas de un
aumento del metabolismo de alcohol a acetaldehido con la produccion de especies
reactivas de oxigeno que dicho metabolismo conlleva. Todo ello daria lugar a una mayor
exposicion a compuestos cancerigenos y acumulacion de dafios en el ADN, lo que

conllevaria un aumento del riesgo de desarrollar cancer de pulmén. Esta teoria podria

- 119 -



Discusion

apoyarse ademdas en un estudio en el que establecian la relacion entre genotipo y
fenotipo de este polimorfismo en el tejido pulmonar de una poblacién caucésica, dénde
observaron que la actividad enzimatica media de la CYP2E1 era menor en individuos con
genotipo cl/cl que en individuos con genotipo cl/c2. Aunque este resultado no es
estadisticamente significativo, es consistente con la posibilidad de que el alelo variante c2
esta asociado con una mayor actividad pulmonar CYP2E1 que el alelo c1 (Yang y col.,
2002). Nuestros resultados concuerdan con los obtenidos por Minegishi y col., estudio en
el que observaron que individuos con un consumo elevado de alcohol con el alelo c2
tenian un mayor riesgo de cancer de pulmén (OR = 2,56; IC 95% = 1,16-5,65) en
comparacion con individuos con genotipo cl/cl. Este efecto era mas evidente en
hombres, tanto poco bebedores como grandes bebedores, con el alelo c2 (OR = 8,31, IC
95% = 2,67-25,9; OR = 9,93; IC 95% = 3,39-29,1, respectivamente) cuando eran
comparados con individuos con genotipo homocigoto salvaje cl/cl (Minegishi y col.,
2007).

Bouchardy y col. mostraron que en poblaciones blancas, los riesgos mas altos de
cancer de cavidad oral o cancer de faringe se registraron para los grandes bebedores,
con un aumento significativo del riesgo de 7,2 veces para los portadores del alelo c2 de la
CYP2E1 y un aumento significativo del riesgo de 2,5 veces para aquellos con genotipo
cl/cl en comparacién con bebedores moderados con genotipo cl/cl (Bouchardy y col.,
2000). Un aumento significativo del riesgo de cancer de eséfago de 37 veces y 18,6
veces se han observado para los asiaticos con un consumo excesivo de alcohol con
genotipo cl/cl o los genotipos cl/c2 y c2/c2, respectivamente, en comparaciéon con los
no bebedores (Yang y col.,, 2005). Los datos disponibles para los canceres de
nasofaringe, laringe, higado y mama no sugieren un efecto significativo de los genotipos
de la CYP2EL y el consumo de alcohol (Hildesheim y col., 1997; Bouchardy y col., 2000;
Choi y col., 2003; Munaka y col., 2003). Un estudio para el riesgo de cancer colorrectal
mostré un aumento del riesgo en 1,86 veces y en 5,42 veces en bebedores con genotipos
cl/cl o cl/c2 y con genotipo c2/c2, respectivamente, en comparacion con no bebedores
portadores del alelo c1 (Gao y col., 2007).

El andlisis estratificado de nuestros datos muestra que el alelo variante c2
disminuye el riesgo de cancer de pulmon en el grupo de individuos menores de 55 afios,
en los individuos con tipo histolégico epidermoide, asi como en individuos con un

consumo de frutas <115,89 g/dia. Estos resultados podrian sugerir que este polimorfismo
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podria tener un efecto limitado, restringido a determinados tipos histolégicos, edades o
h&bitos de consumo en la dieta. Un reciente meta-andlisis concluye que este
polimorfismo podria estar asociado con el riesgo de adenocarcinoma (OR = 0.84, IC 95%
=0,71-1,00) (Ye y col., 2015). Minegishi y col. (Minegishi y col., 2007) encontraron que el
genotipo c2/c2 era mas comun en pacientes con adenocarcinomas y carcinoma
microcitico. Sin embargo, el genotipo c2/c2 no estaba en equilibrio de Hardy-Weinberg en
los controles de su poblacion de estudio, por lo que estos hallazgos de una asociacion
con el tipo histolégico de cancer de pulmén son, muy probablemente, falsos positivos. Por
otro lado, otros dos estudios de cancer de pulmdn, no encontraron ninguna asociacion
entre este polimorfismo y los diferentes tipos histologicos (Watanabe y col., 1995;
Marchand y col., 1998).

En el caso del polimorfismo Dral en el gen CYP2E1 tampoco encontramos ninguna
asociacion con el riesgo del cancer de pulmén. Este polimorfismo se encuentra en
equilibrio de Hardy-Weinberg en nuestra poblacion de estudio y la frecuencia del alelo
variante C es de 0,10, consistente con la frecuencia observada en caucésicos (Hu y col.,
1997). El alelo variante C se cree que da lugar a un aumento de la transcripcién del gen
de la CYP2E1 (Uematsu y col., 1994) y se piensa que puede estar asociado con un
aumento de la expresion y actividad de la enzima (Parsian y col., 1998). No obstante, los
mecanismos por los que este polimorfismo puede influir en la expresion de CYP2E1 y en
la actividad catalitica de la enzima no estan claramente demostrados. De hecho, algunos
datos publicados sugieren por el contrario, que este polimorfismo no influye en la
expresion de CYP2EL y en su actividad catalitica (Chong y col., 2014). Por tanto, los
resultados entre este polimorfismo y su posible asociacién con el riesgo de cancer son
controvertidos. Asi, en un meta-andlisis de cancer de pulmoén observaron que los
genotipos C/C y C/C + D/C estaban asociados con un menor riesgo de cancer de pulmén
(OR = 058; IC 95% = 041081 y OR = 084; IC 95% = 0,73-0,96,
respectivamente)(Wang y col., 2010). Sin embargo, otro meta-analisis en cancer de
pulmén no ha encontrado esta asociacion (Ye y col., 2015). Por otro lado, el genotipo
homocigoto variante C/C se ha asociado con un mayor riesgo de cancer de cabeza y
cuello en un meta-analisis basado en 21 estudios caso-control (OR = 1,56; IC 95% =
1,06-2,27) y este aumento del riesgo es mas acentuado en asiaticos (OR = 2,04; IC 95%
=1,27-3,29) (Tang y col., 2010). Sin embargo, no se ha establecido una asociacion entre
este polimorfismo y el riesgo de cancer gastrointestinal (Chong y col., 2014), ni con el

riesgo de cancer esofagico (Liu y col., 2007).
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Cuando analizamos si el alcohol modifica el efecto de este polimorfismo sobre el
riesgo de cancer de pulmén observamos que, tanto un consumo de alcohol de 10-29,9
g/dia como 230 g/dia en individuos portadores del alelo variante C parece aumentar el
riesgo de cancer de pulmén. No obstante, no es una asociacién estadisticamente
significativa. Sin embargo, en el estudio llevado a cabo por Zhang y col (Zhang y col.,
2014), cuando llevaban a cabo la estratificacion por el consumo de alcohol, no
encontraron ninguna asociacion estadisticamente significativa entre el polimorfismo Dral

y el riesgo de cancer de pulmén.

Nuestros resultados podrian explicarse en base a la posible asociacion del alelo
variante C del polimorfismo Dral con un aumento de la actividad transcripcional del gen
CYP2EL1 pero, dado que existe una gran controversia con respecto a la funcionalidad del
polimorfismo y su asociacion con céncer, serian necesarios mas estudios con el fin de

corroborar esta hipotesis.

En el analisis estratificado encontramos que el alelo variante C ejerce un efecto
protector frente al desarrollo de cancer de pulmén en mujeres. Este resultado no se ve
apoyado por ningun otro estudio. Ademas, el tamafio de muestra en este subgrupo es
muy pequefio, por lo que seran necesarios mas estudios con tamafios de muestra mas

amplios para poder confirmar estos resultados.

Los resultados del andlisis de ligamiento entre los polimorfismos Rsal, Dral y Taqgl
presentes en el gen CYP2E1, muestran que se encuentran en desequilibrio de ligamiento
en nuestra poblacion de estudio. El desequilibrio de ligamiento entre los polimorfismos
Rsal y Dral ha sido descrito en otras poblaciones (Konishi y col., 2003) (Persson y col.,
1993; Hildesheim y col., 1995; Yu y col., 1995). Sin embargo, Liu R y col., no obtuvieron
un desequilibrio de ligamiento entre los polimorfismos Rsal y Dral en sus resultados (Liu y
col., 2007). Por otro lado, en un estudio realizado en hombres mejicanos-americanos,
encontraron que el polimorfismo Dral estaba en desequilibrio de ligamiento con el
polimorfismo Rsal, mientras que el polimorfismo Tagl no estaba en desequilibrio de

ligamiento con el polimorfismo Rsal (Konishi y col., 2003).
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MTHER:

El folato es uno de los principales micronutrientes en frutas y verduras y se ha
demostrado que la baja ingesta de folato en la dieta es un factor importante en el
desarrollo de cancer (Choi y Mason, 2002; Shen y col., 2003; Shrubsole y col., 2004;
Schabath y col., 2005; Larsson y col., 2006). Por otro lado, el consumo de alcohol tiene
un impacto negativo en la absorcion, utilizacion y excrecion del folato (Herbert and
Kshitish, 1994).

La enzima MTHFR tiene un papel muy importante en el metabolismo del folato
regulando el flujo de folato entre dos importantes vias: la sintesis y metilacion del ADN
(Choi y Mason, 2002). Por ello, el estudio de polimorfismos en el gen MTHFR que pueden
dar lugar a una diferente actividad enzimatica es nuestro siguiente punto de interés, dado

que podria influir en la susceptibilidad individual en el desarrollo de cancer de pulmon.

En esta tesis se ha estudiado el polimorfismo C677T en el gen MTHFR, que se
encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg en nuestra poblaciéon de estudio. La
frecuencia del alelo variante T en los controles de nuestra poblacion es de 0,35, que esta
dentro del rango esperado para una poblacion europea (15-55%) (Botto y Yang, 2000;
Chango y col., 2000; Keku y col., 2002). No encontramos ninguna asociacion entre el
consumo de folato y el riesgo de cancer de pulmon en nuestra poblacién, resultados que
concuerdan con un reciente meta-analisis en el que han concluido que el consumo de
folato tenia poco o ningun efecto sobre el riesgo de cancer de pulmén (Zhang y col.,
2014). En cuanto al polimorfismo C677T en el gen MTHFR, en nuestros resultados
observamos un pequefio aumento del riesgo de cancer de pulmén asociado al alelo
variante T. A pesar de la falta de significacion estadistica, estos resultados son
consistentes con nuestra hipotesis. Dos meta-andlisis realizados en cancer de pulmoén
ratifican nuestros resultados, dado que ambos hallaron un aumento del riesgo de esta
enfermedad asociado al genotipo T/T (OR = 1,22; IC 95% = 0,95-1,55 para Boccia y col.;
OR =1,24; 1C 95% = 1,04-1,48 en el caso de Zhu y col.) (Boccia y col., 2009; Zhu y col.,
2013). Recientemente, en otro meta-analisis de cancer de pulmon observaron también
que el genotipo T/T incrementaba el riesgo de este tipo de neoplasia (OR = 1,67; IC 95%
= 1,33-2,10), sin embargo en este caso la asociacion queda confinada a poblaciones
pertenecientes al norte de China (Liu y col., 2014). También se ha asociado el genotipo
T/T con un aumento del riesgo de cancer de mama (OR = 1.70; IC 95% = 1,06-2,73) (He
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y col., 2014), con un aumento del riesgo de cancer colorrectal (OR = 1,671; IC 95% =
1,094-2,553) (Yin y col., 2012), asi como un incremento del riesgo de céncer de tiroides
(OR = 2,06; IC 95% = 1,04-4,10) (Yang y col., 2014). Sin embargo, no se ha encontrado
asociacion entre el polimorfismo C677T y el riesgo de cancer de cabeza y cuello (Niu y

col., 2015), ni con el adenocarcinoma de eséfago (Keld y col., 2014).

La MTHFR es una enzima reguladora clave del metabolismo del folato que
convierte el 5,10-metilentetradidrofolato en 5-metiltetrahidrofolato, que es la principal
forma de folato en la sangre (Kim, 2007). El alelo variante T esta asociado con una menor
actividad enzimatica ya que individuos con genotipo homocigoto variante T/T tienen
aproximadamente un 30% de la actividad enzimatica en comparacion con el genotipo
homaocigoto salvaje C/C (Frosst y col., 1995). Esta menor actividad de la enzima MTHFR
ha sido asociada con una reduccion de los niveles de folato en plasma (Deloughery y col.,
1996). Dado que el folato desempenia el papel fundamental de proporcionar grupos metilo
para la sintesis de novo de desoxinucledsidos y para las reacciones de metilacion
intracelulares (Blount y col., 2007), una menor actividad de la enzima MTHFR (asociada
al alelo variante T), conduce a un desequilibrio en el flujo del metabolismo del folato que
podria llevar a la incorporacion errénea de uracilo durante la sintesis de ADN, a dafio
cromosémico, a roturas en las cadenas de ADN, a una reparacion alterada del ADN e
hipometilaciéon del ADN. Todo ello daria lugar a un aumento del riesgo de cancer en
general y cancer de pulmén en particular, como podemos observar en nuestros

resultados.

Sin embargo cuando analizamos la asociacién del polimorfismo C677T con el
riesgo de cancer de pulmoén en funcion de la ingesta de folato, observamos que un
consumo de folato moderado o alto en individuos con genotipo homocigoto variante T/T
ejerce un efecto protector en el desarrollo de cancer de pulmoén. Este efecto podria
deberse a que un consumo suficiente de folato podria suplir la deficiencia en la actividad
enzimatica de la MTHFR asociada al genotipo T/T, al haber una mayor cantidad de folato
disponible. Por otro lado, el alcohol es un antagonista del folato ya que provoca la
escision del folato de modo que, un consumo elevado de alcohol parece interferir con la
utilizacion del folato y aumenta los requerimientos de folato (Shaw y col., 1989). Por ello,
cuando analizamos en conjunto el consumo de alcohol con el polimorfismo C677T y su
asociacion con cancer de pulmon, vemos que individuos con genotipo homocigoto

variante T/T con un consumo de alcohol 230 g/dia tienen un mayor riesgo de cancer de
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pulmon, lo cual ratifica el efecto que esperdbamos encontrar, ya que se suma el efecto
antagonista que ejerce el alcohol sobre el folato con la menor actividad de la enzima
asociada al genotipo T/T. Sin embargo, observamos un efecto protector cuando el
consumo de alcohol en individuos con genotipo T/T es de 10-29,9 g/dia. Estos resultados
ponen de manifiesto que el polimorfismo C677T del gen MTHFR es posiblemente el Gnico
polimorfismo génico conocido que pasa de ser un factor de riesgo a un factor protector

en funcién del estado de los nutrientes.

En un meta-analisis de cancer de pulmén también observaron que el efecto del
genotipo homocigoto variante T/T esta modificado por la ingesta de folato en la dieta, de
forma que individuos con genotipo T/T con un consumo bajo de folato tenian un mayor
riesgo de desarrollar esta neoplasia (OR = 1,28; IC 95% = 0,97-1,68), en comparacién
con individuos con el mismo genotipo pero con un consumo elevado de folato (OR = 0,94
IC 95% = 0,79-1,12). Sin embargo, no encontraron ninguna modificacion del efecto
cuando estratificaban por el consumo de alcohol (Boccia y col., 2009). Por otro lado, en
un estudio caso-control llevado a cabo en una poblacién japonesa, vieron que el mayor
riesgo de cancer de pulmdn se asociaba a los individuos con genotipo T/T con un historial
de consumo excesivo de alcohol (OR = 3.09, IC 95% = 1,64-5,81) (Kiyohara y col., 2011).
Ma y col. (Ma y col., 1997) mostraron que el genotipo T/T manifesté un efecto protector
en el riesgo de cancer colorrectal, pero s6lo en los pacientes con una alta ingesta de
folato, este mismo resultado fue descrito en una revision de cancer colorrectal (Sharp y
Little; 2004). Ademds, en esta revisiébn también concluyeron que el genotipo T/T parece
ser protector solamente en individuos que eran no-bebedores o en bebedores ligeros
(Sharp y Little; 2004).

En nuestro andlisis estratificado observamos un mayor riesgo de cancer de pulmon
en individuos = 70 afios tanto con genotipo heterocigoto C/T, como con genotipo
homocigoto variante T/T. El genotipo T/T de la MTHFR esta vinculado a niveles elevados
de homocisteina en plasma (Kim, 1999) y una metilacion alterada del ADN (Stern y col.,
2000), y se ha demostrado que ambos aumentan con la edad del paciente (Faure-
Delanef y col., 1997; Toyota y col., 1999; Ho, 2000). Ademas, parte de este incremento
en el riesgo podriamos atribuirlo al supuesto de que el consumo de folato de los
individuos en este rango de edad es de esperar que sea bajo (Shannon y col., 2002), lo
cual llevaria a bajos niveles de folato y los efectos perjudiciales que ello conlleva cuando

lo asociamos al alelo variante T. Ademas estos resultados concuerdan con un estudio de
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tipo caso-control alemén (Shannon y col., 2002), en el que el genotipo T/T se encontraba
con mayor frecuencia en pacientes con cancer colorrectal en comparaciéon con los

controles, especialmente entre los individuos =70 afios.

En cuanto al tipo histoldgico, individuos heterocigotos C/T tienen un incremento del
riesgo de desarrollar carcinoma epidermoide. Por otro lado, observamos un mayor riesgo
de adenocarcinoma asociado al genotipo T/T. Nuestros resultados parecen coincidir con
los resultados publicados en un meta-analisis por Ning Zhu y col. (Zhu y col., 2013), en el
gue encontraron que el genotipo T/T estaba asociado a un mayor riesgo de cancer de
pulmén de células no pequefias (OR = 1,57; IC 95% = 1,05-2,34). Sin embargo no
encontraron ninguna asociacién con el cancer de pulmén de células pequefias o
microcitico, resultados que son consistentes con los descritos por Hou y col. en otro

meta-andlisis (Hou y col., 2012).

INTERACCION GEN-GEN:

Por dltimo en cuanto a los andlisis de interaccién gen-gen que hemos realizado,
encontramos una interaccion entre el genotipo Arg/Arg (supuesto alelo de no riesgo) del
polimorfismo Arg370Cys del gen ADH1B con los portadores del alelo variante T del
polimorfismo C677T del gen MTHFR que supone un aumento del riesgo de céancer de
pulmén casi estadisticamente significativo. Por otro lado, existe una interaccion entre
portadores del alelo variante His (supuesto alelo de riesgo) del polimorfismo Arg48His del
gen ADHI1B y el genotipo c1/cl (supuesto alelo de no riesgo) del polimorfismo Rsal en el
gen CYP2E1l, que da lugar a un menor riesgo de cancer de pulmén. También
encontramos un efecto protector frente al desarrollo de esta neoplasia en la interaccion
entre portadores del alelo variante His (supuesto alelo de riesgo) del polimorfismo
Arg48His del gen ADH1B y el genotipo homocigoto salvaje C/C (supuesto alelo de no
riesgo) del polimorfismo C677T en el gen MTHFR. Otra interaccion que supone una
disminucion del riesgo de cancer de pulmén es la que observamos entre el genotipo
homocigoto salvaje lle/lle (supuesto alelo de riesgo) del polimorfismo lle349Val en el gen
ADH1C vy el genotipo homocigoto salvaje D/D (supuesto alelo de no riesgo) del
polimorfismo Dral en el gen CYP2EL. Finalmente, la interaccion entre el genotipo C/C
(supuesto alelo de no riesgo) del polimorfismo C677T en el gen MTHFR y portadores del
alelo variante c2 (supuesto alelo de riesgo) del polimorfismo Rsal en el gen CYP2E1

también es un factor protector frente al cancer de pulmoén.
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Un estudio en una poblaciéon india en carcinoma oral de células escamosas
(Solomon y col.,, 2008), observd que la combinacién del genotipo Arg/Arg del
polimorfismo Arg48His en el gen ADH1B con el genotipo T/T del polimorfismo C677T en
el gen MTHFR en pacientes alcohdlicos con cancer daba lugar a un aumento del riesgo
(OR = 4,16; IC 95% = 2,78-5,53). Un riesgo similar (OR = 4,16; IC 95% = 1,18-5,53) se
demostré para la combinacion de los portadores del alelo His del polimorfismo Arg48 His
en el gen ADH1B con el genotipo T/T del polimorfismo C677T en el gen MTHFR. La
combinacion del genotipo Val/Val del polimorfismo lle349Val en el gen ADH1C y el
genotipo T/T del polimorfismo C677T en el gen MTHFR mostraba el maximo riesgo (OR =
20; IC 95% = 13,45-26,64) en el grupo con el consumo de alcohol mas elevado. Esta
combinacion revelaba un alto riesgo en bebedores moderados (OR = 5,88; IC 95% =
4,24-7,50) y un riesgo relativamente menor en los bebedores ligeros (OR = 2,77; IC 95%
= 1,74-3,68).

La explicacion biolégica de nuestros resultados de interaccion gen-gen no esta muy
clara dada la falta de publicaciones que analizan estas interacciones. Serian necesarios
nuevos estudios con muestras mas amplias para poder aclarar, en primer lugar, el efecto
real que tienen algunos de estos polimorfismos, ya que en el caso de los polimorfismos
del gen CYP2EL estudiados en este trabajo aun no se ha esclarecido su posible efecto
en la actividad del gen CYP2EL1 y en segundo lugar, para poder ratificar las interacciones

gen-gen que hemos observado en nuestro trabajo.

Podriamos concluir que un consumo bajo-moderado de alcohol podria ejercer un
efecto beneficioso frente al cancer de pulmén. Sin embargo, un consumo elevado
aumenta el riesgo de esta neoplasia. No obstante, parte de este efecto dafiino podria ser
neutralizado con un consumo elevado de frutas y verduras. También observamos un
efecto sinérgico entre el alcohol y el tabaco, aumentando el riesgo en 14 veces en
individuos que son grandes fumadores y grandes bebedores. Por otro lado, los alelos
asociados con una mayor velocidad de oxidacion de alcohol a acetaldehido en los
polimorfismos Arg48His en el gen ADHI1B y lle349Val en el gen ADH1C, asi como los
alelos asociados con una supuesta mayor actividad transcripcional en los polimorfismos
Rsal y Dral en el gen CYP2EL, parecen aumentar el riesgo de cancer de pulmén cuando
el consumo de alcohol es elevado. Por otra parte, el alelo variante T del polimorfismo
C677T en el gen MTHFR, asociado con una menor actividad enzimatica, aumenta el

riesgo de cancer de pulmén, riesgo que se mantiene, e incluso aumenta ligeramente, en
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individuos con un consumo elevado de alcohol. Sin embargo, cuando el consumo de
folato es moderado o alto, el genotipo homocigoto variante T/T del gen MTHFR se asocia
con un menor riesgo de cancer de pulmén. También observamos interacciones gen-gen
entre los genes ADH1B (alelo His48) y MTHFR (alelo C677), ADH1B (alelo His48) y
CYP2E1 (alelo c1 Rsal), ADH1C (alelo 11e349) y CYP2EL1 (alelo D Dral), y MTHFR (alelo
C677) y CYP2EL1 (alelo c2 Rsal) y todas ellas disminuyen el riesgo de cancer de pulmén.
También observamos interaccion entre los genes ADH1B (alelo Arg370) y MTHFR (alelo

677T) que aumenta el riesgo de esta neoplasia.

Todo ello sugiere que, tanto el consumo de alcohol como polimorfismos en genes
que participan en el metabolismo del alcohol y folato, parecen estar implicados en la

susceptibilidad a desarrollar cancer de pulmén.

La principal limitacion de este estudio es el pequefio tamafio de muestra,
careciendo del poder suficiente para examinar, en algunos casos, el efecto de la
estratificacion, por lo que seria prudente reproducir nuestros resultados en una muestra
de mayor tamafio. Ademas, debido al disefio caso-control, no podemos excluir la
posibilidad de que estos polimorfismos en los genes metabolizadores del alcohol,
acetaldehido y folato estén también asociados a alguna de las enfermedades
seleccionadas como controles. Este sesgo es conocido como sesgo de Berkson. En este
sentido, tenemos que tener en cuenta que el emparejamiento de casos y controles por
edad, género y residencia minimiza factores potencialmente confusores, y ademas, el
ajuste adicional de los datos de analisis ayuda a eliminar las insuficiencias en el
emparejamiento. Otro posible sesgo que hemos de tener en cuenta es el sesgo de
memoria, el cual consiste en un error sistematico debido a las diferencias en el recuerdo
de hechos o experiencias previas entre ambos grupos. En este tipo de estudios caso-
control puede que los casos recuerden mas que los controles algunas experiencias
previas. La realizacion de una entrevista con cuestionario estructurado como la utilizada
en nuestro estudio ayuda a minimizar este riesgo. Otra posible limitacion es que no
podemos excluir la posibilidad de que alguien que ha bebido alcohol previamente, se
declare a si mismo como no bebedor. En cualquier caso, estariamos subestimando el

efecto del alcohol y nuestros resultados no estarian invalidados.

En enfermedades complejas como el cdncer de pulmén, la presencia o ausencia de

enfermedad es atribuible a la exposicion medioambiental, polimorfismos en mudltiples
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genes interaccionando, asi como a interacciones genes-ambiente. Por lo tanto, el éxito de
la investigacidon requiere la evaluacion de variantes génicas funcionales (SNPs) como

marcadores de la susceptibilidad al cancer en estudios epidemioldgicos bien disefiados.

El cancer de pulmon es el paradigma de una enfermedad atribuible a la interaccion
entre genes y exposicion medioambiental. Aunque como ya hemos dicho antes, el tabaco
es el mayor factor de riesgo para el cancer de pulmén, el consumo de alcohol y la
susceptibilidad individual desempefian un papel fundamental en la etiologia del cancer de
pulmén. Los acercamientos de la Biologia Molecular y la Epidemiologia para identificar los
factores que contribuyen a aumentar el riesgo en los individuos, asi como su posible
evolucion, constituye un paso importante hacia la prevencion del cancer de pulmoén,
aunque los resultados obtenidos en este tipo de estudios podrian aportar mecanismos
generales implicados no sélo en cancer de pulmoén, sino en otras transformaciones
neoplasicas. El tipo de trabajo descriptivo presentado aqui sera critico para decidir qué
polimorfismos genéticos se incluyen en futuros estudios sobre valoracion de riesgo y

modelos estadisticos.

Serian necesarios estudios adicionales de estos polimorfismos y del consumo de
alcohol en otras poblaciones para confirmar estos resultados y mayores tamafios de
muestra para corroborar las interacciones potencialmente relevantes gen-gen y gen-
ambiente. Ademas, estudios de actividad enzimatica y de asociacién entre genotipo y
fenotipo de los polimorfismos analizados en esta tesis, estudios de metilacion del ADN,
asi como el estudio de otros SNPs presentes en otros genes que participen de algun
modo en el metabolismo del alcohol, acetaldehido y folato, ayudaria a entender mejor el
papel del alcohol en el cancer de pulmén. En nuestro caso, la importante coleccién de
muestras bioldgicas recogidas a lo largo de este trabajo, representa un punto de partida
para el andlisis de la contribucién de los polimorfismos al desarrollo y evolucion del cancer

de pulmon.
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1. Un consumo de alcohol entre 0,1-9,9 g/dia parece ejercer un efecto protector a
desarrollar cancer de pulmén. Sin embargo un consumo de alcohol 230 g/dia podria

aumentar el riesgo de cancer de pulmon.

2. El andlisis de la interaccion entre el alcohol y el tabaco muestra un claro efecto
sinérgico entre ambos con respecto al riesgo de cancer de pulmén, de modo que una
ingesta de alcohol 230 g/dia junto con un consumo de tabaco 237 paquetes/afio aumenta

el riesgo de cancer de pulmén 14 veces.

3. El analisis de interaccién entre el consumo de alcohol y verduras respecto al riesgo
de cancer de pulmén muestra que un consumo de verduras =116.65 g/dia disminuye el
riesgo de cancer de pulmoén en todas las categorias de consumo de alcohol. La
interaccion entre el consumo de alcohol y frutas muestra este mismo efecto protector
frente al riesgo de cancer de pulmon en todas las categorias de consumo de alcohol con
una ingesta de frutas 2233,13 g/dia. Nuestros resultados sugieren que un elevado
consumo de frutas y verduras, debido a sus propiedades beneficiosas, podria neutralizar

parte del efecto dafiino producido por la ingesta de alcohol.

4, Los polimorfismos Arg48His y Arg370Cys en el gen ADH1B parecen disminuir el
riesgo de cancer de pulmén. Sin embargo, con un consumo de alcohol entre 10-29,9
g/dia el polimorfismo Arg48His aumenta en tres veces el riesgo de cancer de pulmén.

Estos polimorfismos se encuentran en desequilibrio de ligamiento en nuestra poblacion.

5. El analisis estratificado del polimorfismo Arg48His en el gen ADH1B muestra un
aumento del riesgo de cancer de pulmén en individuos menores de 55 afos vy, por el

contrario, una disminucion del riesgo en individuos entre 55 y 69 afios.
6.  El polimorfismo lle349Val en el gen ADH1C no parece influir en el riesgo de cancer
de pulmén. Sin embargo, con un consumo =30 g/dia este polimorfismo parece asociarse

con un menor riesgo de cancer de pulmon.

7. Toda nuestra poblacién de estudio es homocigota salvaje para el polimorfismo
Glu504Lys en el gen ALDH2.
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8. Los polimorfismos Rsal, Dral y Tagl en el gen CYP2E1 no se asocian con el riesgo
a desarrollar cancer de pulmén en nuestra poblacién. Por otro lado, con un consumo
moderado o alto de alcohol los polimorfismos Rsal y Dral aumentan el riesgo de cancer
de pulmén. Los polimorfismos Rsal, Dral y Tagl se encuentran en desequilibrio de

ligamiento en nuestra poblacion.

9. El analisis estratificado del polimorfismo Rsal en el gen CYP2E1 muestra un menor
riesgo de cancer de pulmoén en el subgrupo de individuos menores de 55 afios, en los
individuos con tipo histolégico epidermoide, asi como en individuos con un consumo de
frutas <115,89 g/dia.

10. EIl andlisis estratificado del polimorfismo Dral en el gen CYP2E1l muestra una

disminucion en el riesgo de cancer de pulmén en mujeres.

11. El polimorfismo C677T en el gen MTHFR parece aumentar el riesgo de cancer de
pulmén y este riesgo es aun mas elevado con un consumo de alcohol 230 g/dia. Sin
embargo, este polimorfismo se asocia con una disminucion del riesgo de cancer de
pulmén cuando el consumo de alcohol es de 10-29,9 g/dia o con una ingesta moderada o

alta de folato.

12. En el andlisis estratificado del polimorfismo C677T se observa que los subgrupos
en los que se encuentra un mayor aumento del riesgo a desarrollar cancer de pulmén son
los individuos de mayor edad (=270 afios), pacientes con adenocarcinoma y pacientes con

carcinoma epidermoide.

13. En el andlisis de interaccion gen-gen encontramos una interaccion entre el gen
ADH1B (alelo Arg370) y el gen MTHFR (alelo 677T) que parece aumentar el riesgo de
cancer de pulmon. Por otro lado, observamos interacciones entre los genes ADH1B (alelo
48His) y MTHFR (alelo C677), ADH1B (alelo 48His) y CYP2E1 (alelo c1 Rsal), ADH1C
(alelo 11e349) y CYP2EL1 (alelo D Dral), y MTHFR (alelo C677) y CYP2EL1 (alelo c2 Rsal),

y todas ellas parecen disminuir el riesgo de cancer de pulmén.
14. Tanto el alcohol como polimorfismos en genes que participan en el metabolismo del

alcohol y folato parecen estar implicados en la susceptibilidad individual a desarrollar

cancer de pulmon.
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8. ANEXOS






ANEXO I: Listado de diagnésticos para los controles

1. Enfermedades del sistema nervioso y de los érganos de los sentidos
1.a. Trastornos del 0jo y sus anexos (360-379)
366 Catarata

Excluye: catarata congénita (743.3)

2. Enfermedades del sistema circulatorio
2.a. Varices en las extremidades inferiores (ICD- 454)
Excluye: aquellas que complican el embarazo, parto o puerperio (671.8)
454.0 Con Ulcera
454.1 Con inflamacion
454.2 Con Ulcera e inflamacion

454.9 Sin mencién de Ulcera o inflamacion

2.b. Hemorroides (ICD- 455)
Excluye aquellas que complican embarazo, parto o puerperio (671.8)
455.1 Hemorroides internas trombosadas
455.2 Hemorroides internas con otra complicacion
455.3 Hemorroides externas sin mencién de complicacién
455.4 Hemorroides trombosadas
455.5 Hemorroides externas trombosadas
455.6 Hemorroides no especificadas sin mencién de complicacién
455.7 Hemorroides trombosadas no especificadas
455.8 Hemorroides no especificadas con otra complicacion

455.9 Colgajos cutaneos hemorroidales residuales

3. Enfermedades del sistema digestivo

3a 1- Enfermedades periodontales y de la encia

523.0 Gingivitis aguda. Excluye: gingivitis ulceronecroética aguda (101), gingivoestomatitis herpética

(054.2)
523.2 Retraccion gingival

523.3 Perodontitis aguda. Excluye: absceso periapical (522.5, 522.7). Periodontitis apical aguda

(522.4)
523.5 Perodontosis
523.6 Acreciones en los dientes
523.9 Sin especificar

3.a. Apendicitis (ICD- 540)
540.0 Con peritonitis generalizada
540.1 Con absceso peritoneal
540.9 Sin mencién de peritonitis
541 Apendicitis, sin calificar
542 Otra apendicitis (excluye hiperplasia (linfoide) de la apéndice 543.0)
543 Otras enfermedades del apéndice
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543.0 Hiperplasia del apéndice (linfoide)

543.9 Otras enfermedades y enfermedades no clasificadas del apéndice

3.b. Hernias inguinales y otras hernias del abdomen (ICD-9 550-553)
550 Hernia Inguinal
550.0 Hernia inguinal, con gangrena
550.1 Hernia inguinal, con obstruccién, sin mencién de gangrena
550.9 Hernia inguinal, sin mencion de obstrucciéon o gangrena
551 Otra hernia de la cavidad abdominal, con gangrena
551.0 Hernia femoral con gangrena
551.00 Unilateral o no especificada (no especificada como recurrente)
551.01 Unilateral o no especificada, recurrente
551.02 Bilateral (no especificada como recurrente)
551.03 Bilateral, recurrente
551.1 Hernia umbilical con gangrena
551.2 Hernia ventral con gangrena
551.20 Ventral no especificada con gangrena
551.21 Con incisién con gangrena
551.29 Otra
551.3 Hernia diafragmatica con gangrena
(Excluye aquella con mencién de gangrena 551.0-551.9)
552. Otra hernia de la cavidad abdominal, con obstruccion, pero sin mencion de gangrena (Excluye
aquella con mencién de gangrena)
552.0 Hernia femoral con obstruccion
552.00 Unilateral o no especificada (no especificada como recurrente)
552.01 Unilateral o no especificada, recurrente
552.02 Bilateral ( no especificada como recurrente)
552.03 Bilateral, recurrente
552.1 Hernia umbilical con obstruccion
552.2 Hernia ventral con obstruccion
552.20 Ventral, no especificada, con obstruccién
552.21 Por incision, con obstruccion
552.29 Otra
552.3 Hernia diafragmatica con obstruccion (Excluye hernia diafragmatica congénita)
552.8 Hernia de otros sitios especificados, con obstruccién
552.9 Hernia de sitio no especificado, con obstruccion
553 Otra hernia de la cavidad abdominal sin mencién de obstruccion o de gangrena (Excluye las
enfermedades listadas con mencién de gangrena y obstruccion 551.0-551.9)
553.0 Hernia femoral
553.00 Unilateral o no especificada (no especificada como recurrente)
553.01 Unilateral o no especifcada, recurrente
553.02 Bilateral (no especificada como recurrente)
553.03 Bilateral, recurrente
553.1 Hernia umbilical

553.2 Hernia ventral

-176 -



ANEXO |

553.20 Ventral, no especificada
553.21 Por incision
553.29 Otra
553.3 Hernia diaframatica (Excluye: congénita, hernia diafragmatica 756.6, hernia hiatal 750.6,
esofagocele 530.6)
553.8 Hernia de otros sitios especificados (Excluye enterocele vaginal 618.6)

553.9 Hernia de sitio no especificado

3.c Obstruccidn intestinal (ICD-9 560)
Excluye: duodeno 537.2-537.3, hernia inguinal con obstruccion 550.1, mesentérica: embolia 557.0,
infartacion 557.0, trombosis 557.0, obstruccion intestinal neonatal 227.01, 777.1-777.2, 777.4; obstruccion
intestinal que complica hernia 552.0-552.9.

560.0 Intususcepcion Excluye: intususcepcion del apéndice

560.1 lleo paralitico Excluye: ileo de calculo biliar 560.31, ileo postoperatorio NEOM 997.4

560.2 Volvulos

560.3 Impaccién de intestino

560.8 Otra obstruccion intestina especificada Excluye: adhesiones sin obstruccion 568.0, estrictura

isquémica de intestino
560.9 Obstruccién intestinal no especificada

3 ¢ 1.- 562 Diverticulo del intestino. Excluye diverticulo (de): congénito del colon (751.5). Meckel (751.0)
562.0 Delgado. Diverticulitis, diverticulosis del: duodeno, yeyuno
562.1 Grueso.

3.d Otras enfermedades intestinales: prolapso rectal (ICD-569)
569 Otros trastornos del intestino
569.0 Pdlipo anal y rectal Excluye hemorroides prolapasdas 455.2, 455.5
569.2 Estenosis de recto y ano
569.3 Hemorragia de recto y ano Excluye: hemorragia gastrointestinal NEOM 578.9, melena 578.1
569.4 Otros trastornos especificados de resto y del ano
569.41 Ulcera de recto y ano
569.42 Dolor anal o rectal
569.49 Otros Excluye: fistula desde el resto hasta: 6rganos internos, piel 565.1, hemorroides
455.0-455.9, incontinencia del esfinter anal 787.6

569.5 Absceso del intestino Excluye: absceso apendiceal 540.1
569.6 Funcionamiento defectuoso por colostomia y enterostomia
569.8 Otros trastornos especificados del intestino

569.9 Trastorno no especificado de intestino

3.e Colelitiasis (ICD-574)
574.0 Calculo de la vesicula con colecistitis aguda. Cualquier afeccién en 574.2 con colecistitis
aguda.
574.1 Célculo de la vesicula con otra colecistitis. Colecistitis con colelitiasis SAI. Cualquier afeccion

en 574.2 con colecistitis (crénica)
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574.2 Calculo de la vesicula sin mencion de colecistitis.

574.3 Célculo de conducto biliar con colecistitis aguda. Cualquier afeccion en 574.5 con colecistitis
aguda.

574.4 Célculo de conducto biliar con otra colecistitis. Cualquier afeccion en 574.5 con colecistitis
(cronica)

574.5 Calculo de conducto biliar sin mencién de colecistitis.

4. Enfermedades de la piel y tejidos subcutaneos
ICD-9: 680-709, excepto 692, 693, 694, 696, 707
Excluye: enfermedad de Bowens ICD-9 232 e Hiperqueratosis ICD-9 102.3, 103.1, 478.5, 622.1, 624.0,
701.1, 702, 757.1, 757.3
680 Carbunculo y furiinculo
680.0 Cara Excluye: aparato lagrimal 375.31, 6rbita 376.01, parpado 373.13

680.1 Cuello

680.2 Tronco Excluye: nalgas 680.5, érganos genitales externos: femeninos 616.4, masculinos
607.2, 608.4

680.3 Brazo superior y antebrazo

680.4 Mano

680.5 Nalga

680.6 Pierna, salvo pie

680.7 Pie

680.8 Otros sitios especificados
680.9 Sitio no especificado
681 Celulitis y absceso de los dedos de la mano y del pie
681.0 Dedo de la mano
681.1 Dedo de pie
681.9 Celulitis y absceso de digito no especificado
682 Otra celulitis y absceso Excluye: linfangitis (cronica) (subaguda) 457.2
682.0 Cara
682.1 Cuello
682.2 Tronco
682.3 Brazo superior y antebrazo
682.4 Mano, salvo dedos y pulgar
682.5 Nalga Excluye region anal y rectal 566
682.6 Pierna, salvo pie
682.7 Pie, salvo dedos
682.8 Otros sitios especificados Excluye cara 682.0
682.9 Sitio no especificado Excluye: linfagitis NEOM 457.2
683 Linfadermitis aguda Excluye: glandulas dilatadas NEOM 785.6, linfadermitis: crénica o subaguda,
salvo mesentérica 289.1, mesentérica (aguda) (crénica) (subaguda) 289.2 no especificada 289.3
684 Impétigo Excluye: impétigo herpetiforme 694.3
685 Quiste pilonidal
685.0 Con absceso
685.1 Sin mencion de absceso

686 Otras enfermedades locales de la piel y de los tejidos subcutaneos

-178 -



ANEXO |

686.0 Pioderma
686.1 Granuloma piogénico Excluye: granuloma piogénico de mucosa oral 528.9
686.8 otras infecciones locales especificadas de la piel y de los tejidos subcutaneos Excluye:
dermatitis infecciosa eczematoide 690, paniculitis 729.30-729.39
686.9 Infeccidon local no especificada de la piel y de los tejidos subcutaneos Excluye: fistula que
llega hasta la piel desde érganos internos
690 Dermatotis eritematoscamosa Excluye: dermatitis eczzematosa del parpado 373.31,
paraqueratosis variegata 696.2, psoriasis 696.0-696.1, queratosis seboréica 702
691 Dermatitis atépica y estados relacionados
691.0 Eritema de los pafnales
691.8 Otra dermatitis atopica y estados relacindados
695 Estados eritematosos
695.0 Eritema toxico
695.1 Eritema multiforme
695.2 Eritema nudoso Excluye eritema nudoso tuberculoso 017.1
695.3 Rosacea
695.4 Lupus eritematoso Excluye: lupus eritematoso (diseminado) sistémico 710.0, lupus (vulgar)
NEOM 017.0
695.8 Otros estados eritematosos especificados
697 Liquen Excluye: escleroso y atréfico 701.0, escrofuloso 017.0, espinuloso (congénito) 757.39,
obtuso cérneo 698.3, pilaris (congénito) 757.39, rojo acuminado 696.4, simple crénico 698.3,
urticatus 698.2
697.0 Liquen plano
697.1 Liquen liquido
697.8 Otro liquen, no clasificado bajo otro concepto
697.9 Liquen, sin especificar
698 Prurito y estados relacionados Excluye: prurito especificado como psicégeno 306.3
698 0 Prurito anal
698.1 Prurito de 6rganos genitales
698.2 Prarigo Excluye prarigo nodular 698.3
698.3 Liquenificacion y liquen simple crénico Excluye: neurodermatitis, difusa de Brocq 691.8
698.9 Trastornos pruriticos no especificados
700 Callos y callosidades
701 Otras enfermedades hipertroficas y atréficas de la piel Excluye: dermatomiositis 710.3, edema
hereditario de piernas 757.0, esclerodermia (generalizada) 710.1
701.0 Esclerodermia circunscrita
701.2 Acantosis nigricans adquirida
701.3 Estrias atroficas
701.4 Cicatriz queloide
701.5 Otro tejido de granulacién anormal
701.8 Otras enfermedades hipertréficas y atroficas de la piel especificadas
701.9 Enfermedades hipertroficas y atréficas de la piel no especificadas
703 Enfermedades de las ufias Excluye: anomalias congénitas 757.5, oniquia y paroniquia 681.02,
681.11
703.0 Ufia encarnada Excluye: infeccion, uiia NEOM 681.9
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703.8 Otras enfermedades especificadas de la ufia
703.9 Enfermedad no especificada de ufia
704 Enfermedades del pelo y foliculo piloso Excluye anomalias congénitas 757.4
704.0 Alopecia Excluye: alopecia sifilitica 091.82, madrosis 374.55
704.1 Hirsutismo Excluye: hipertricosis de parpados 374.54
704.2 Anomalidades del pelo Excluye: triquiasis de parpado 374.05
704.3 Variaciones de color de pelo
704.8 Otras enfermedades del pelo y de los foliculos pilosos
704.9 Enfermedad no especificada del pelo y de los foliculos pilosos
705 Trastornos de las glandulas sudoriparas
705.0 Anhidrosis
705.1 Miliaria papilosa
705.8 Otros trastornos especificados de las glandulas sudoriparas
705.9 Trastorno no especificado de glandulas sudoriparas
706 Enfermedades de glandulas sebaceas
706.0 Acné varioliforme
706.1 Otras acnés Excluye: acné rosaceas 695.3
706.2 Quiste sebaceo
706.3 Seborrea Excluye: queratosis seborreica 702, seborrea: de la cabez 704.8, seca 690
706.8 Otras enfermedades especificadas de glandulas sebaceas
706:9 Enfermedad no especificada de glandulas sebaceas
708 Urticaria Excluye: anmgioedema hereditario 277.6, edema: angioneurdético 995.1, de Quincke
995.1; urticaria: gigante 995.1, papulosa de Hebra 698.2, pigmentosa (juvenil) (congénita) 757.33
708.0 Urticaria alérgica
708.1 Urticaria idiopatica
708.2 Urticaria debida al frio o al calor
708.3 Urticaria dermatografica
708.4 Urticaria vibratoria
708.5 Urticaria colinérgica
708.8 Otra urticaria especificada
708.9 Urticaria sin especificar
709 Otros trastornos de la piel y de los tejidos subcutaneos
709.0 Discromia Excluye: albinismo 270.2, aquella del parpado 374.52-374.53, nevo pigmentario
216.0-216.9
709.1 Trastornos vasculares de la piel
709.2 Estados cicatrizales y fibrosis de la piel
709.3 Trastornos degenerativos de la piel
709.4 Granuloma de cuerpo extrafio de la piel y tejidos subcutaneos Excluye: aquel de musculo
728.82
709.8 Otros trastornos especificados de la piel
709.9 Trastorno no especificado de la piel y tejidos subcutaneos
735 Deformidades adquiridas de los dedos del pie. Excluye: anomalia congénita (754.6, 755.6)
735.0 Hallux valgus (adquirido)
735.1 Hallux varus (adquirido)
735.2 Hallux rigidus
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735.3 Hallux malleus

735.4 Otro dedo del pie en martillo (adquirido)
735.5 Dedo del pie en garra (adquirida)

735.8 Otras

735.9 Sin especificacion

5. Lesiones
5.a Fracturas (ICD-9 800-829), incluyendo protesis debidas a fracturas.

800 Fracturas de boveda de craneo

801 Fractura de base de craneo

802 Fractura de huesos faciales

803 Otras fracturas craneales no calificadas

804 Fracturas multiples que implican al craneo o a la cara junto con otros huesos

805 Fractura de columna vertebral sin mencién de lesién del cordén espinal

806 Fractura de columna vertebral con lesion medular

807 Fracturan de costilla(s), esternén, laringe y traquea

808 Fractura de pelvis

809 Fracturas mal definidas de huesos del tronco Excluye: fracturas multiples de craneo o cara con
otros huesos (804.0-804.9), costillas exclusivamente (807.0-807.1, 807.4), costillas o externén con
huesos de miembros (819.0-819.1, 828.0-828.1), huesos pélvicos exclusivamente (808.0-808.9)

810 Fractura de clavicula

811 Fractura de escéapula

812 Fractura de himero

813 Fractura de radio y cibito

814 Fractura de hueso(s) carpiano(s)

815 Fractura de hueso(s) metacarpiano(s)

816 Fractura de una o mas falanges de la mano

817 Fracturas multiples de huesos de la mano

818 Fracturas mal definidas de miembro superior

819 Fracturas mdltiples que implican a ambos miembros superiores y miembro superior con costilla(s)
y esternon

820 Fractura del cuello de fémur

821 Fractura de otras partes y de parte no especificadas del fémur

822 Fractura de rotula

823 Fractura de tibia y peroné

824 Fractura de tobillo

825 Fractura de uno o mas huesos tarsianos y metatarsianos

826 Fractura de una o mas falanges del pie

827 Otras fracturas, fracturas multiples y fracturas mal definidas de miembro inferior

828 Fracturas miltiples con implicacion de ambos miembros inferiores, miembro inferior con miembro
superior y miembro(s) inferior(es) con costilla(s)n y esternon

829 Fractura de huesos no especificados

5b. Dislocaciones (ICD-9 830-839)
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830 Luxacién de mandibula

831 Luxacién de hombro Excluye: articulacion externoclavicular (839.61, 839.71), estern6n (839.61,
839.71)

832 Luxacion de codo

833 Luxacion de mufieca

834 Luxacioén de dedo

835 Luxacion de cadera

836 Luxacion de rodilla Excluye: antiguo desgarro de cartilago o menisco de la rodilla, antigua

0 patoldgica, recurrente, lesiones internas de la articulacién de la rodilla

837 Luxacion de tobillo

838 Luxacion de pie

839 Otras luxaciones, luxaciones mdltiples y luxaciones mal definidas

5¢ Torceduras (ICD-9 840-848)
Excluye: laceracién de tendon en heridas abiertas
840 Esguinces y torceduras de hombro y brazo superior
841 Esguinces y torceduras de codo y antebrazo
842 Esguinces y torceduras de mufieca y mano
843 Esguinces y torceduras de cadera y muslo
844 Esguinces y torceduras de rodilla y pierna
845 Esguinces y torceduras de tobillo y pie
846 Esguinces y torceduras de la regién sacroiliaca
847 Esguinces y torceduras de otras partes no especificadas de la espalda
848 Otros esguinces y torceduras y esguinces y torceduras mal definidos

5c¢ 1 850 Contusion. Conmocion cerebral
5d Lesiones internas de tdrax, abdomen y pelvis (ICD-9 860-869)
860 Neumotorax y hemotoérax traumaticos
861 Lesion de corazén y pulmén
862 Lesion de otros 6rganos intratoracicos y érganos intratoracicos no especificados Excluye: lesion de
vasos sanguineos de térax (901.0-901.9)
863 Lesion del tubo gastrointestinal Excluye: desgarro del esfinter del ano durante el parto (664.2),
vesicula biliar (869.0-868.1 con quinto digito 2), via biliar (868.0-868.1 con quinto digito 2)
864 Traumatismo del higado
865 Traumatismo del bazo
866 Traumatismo del rifion
867 Traumatismo de 6rganos pélvicos Excluye: lesion durante el parto (664.0-665.9)
868 Lesion de otros 6rganos intraabdominales

869 Lesion interna de 6rganos no especificados o de 6rganos mal definidos

5e Heridas en las extremidades superiores e inferiores (ICD-9 880-897)

880 Heridas de hombro y brazo

-182 -



ANEXO |

881 Heridas del codo, antebrazo o mufieca

882 Herida de mano salvo dedo(s) de la mano exclusivamente

883 Herida de dedo(s) de la mano

884 Herida mdltiple y herida no especificada de miembro superior

885 Amputacion traumatica de dedo pulgar (completa) (parcial)

886 Amputacién traumatica de otro(s) dedo(s) de la mano (completa) (parcial)

887 Amputacién traumatica de brazo y mano (completa) (parcial)

890 Herida de cadera y muslo

891 Herida de rodilla, pierna (salvo muslo) y tobillo Excluye con multiples sitio de miembro inferior,
aquella de muslo

892 Herida de pie salvo dedo(s) de pie exclusivamente

893 Herida de dedo(s) del pie

894 Herida mdltiple y herida no especificada del miembro inferior

895 Amputacion traumatica de dedo(s) de pie (completa) (parcial)

896 Amputacion traumatica de pie (completa) (parcial)

897 Amputacion traumatica de pierna(s) (completa) (parcial)

5e-bis Otras lesiones (IDC-9 900-959.9, excepto 905-909)
900 Arteria carétida
900.1 Vena yugular interna
900.8 Otros
900.9 Sin especificacién
901.0 Aorta Toréacica
901.1 Tronco Braquiocefalico y arteria subclavias
901.2 Vena Cava Superior
901.3 Vena Subclavias y tronco Braquiocefalico venoso
901.4 Vaso sanguineo pulmonar
901.8 Otros
901.9 Sin especificacion
902.0 Aorta abdominal
902.1 Vena Cava Inferior, ( venas hepaticas)
902.2 Tronco Celiaco y arterias Mesentéricas
902.3 Porta y Esplénica
902.4 Vasos Sanguineos renales
902.5 Vasos sanguineos lliacos
902.8 Otros, multiples vasos sanguineos del abdomen y de la pelvis
902.9 Sin especificacion
903.0 Vasos Sanguineos axilares
903.1 Vasos sanguineos braquiales
903.2 Vasos Sanguineos radiales
903.3 Vasos Sanguineos Cubitales
903.4 Arteria Palmar
903.5 Vasos sanguineos Digitales
903.8 Otros, multiplos vasos sanguineos del miembro superior

903.9 Sin especificacion
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904.0 Arteria femoral

904.1 Arteria femoral superficial

904.2 Venas femorales

904.3 Venas safenas

904.4 Vasos sanguineos popliteos

904.5 Vasos sanguineos tibiales

904.6 Vasos sanguineos plantares profundos

904.7 Otros vasos sanguineos del miembro inferior

904.8 Vasos sanguineos de miembro inferior, sin especificacion
904.9 sitio no especificado. Traumatismo de vaso sanguineo SAl

5e-bis.1 Traumatismo Superficial (910-919)
Excluye: Contusion (920-924)
Cuerpo extrafio:
Dejado inadvertidamente en herida operatoria (998.4)
Residual en tejido blando (728.6)
Granuloma debido a cuerpo extrafio (728.8)
Herida con cuerpo extrafio incidental (870-897)
Picadura de insectos venenosos (989.5)
Quemadura (ampollas) (940-949)
Las siguientes subdivisiones de cuarto digito se usan con las categorias 910-917 y 919:
.0 Abrasion o quemadura por friccion, sin mencién de infeccion
.1 Abrasion o quemadura por friccion , infectada
.2 Ampolla, sin mencion de infeccién
.3 Ampolla, infectada
.4 Picadura de insecto no venenoso, sin mencién de infeccién
.5 Picadura de insecto no venenoso, infectada
.6 Cuerpo extrafio superficial (astilla) sin herida importante ni mencion de infeccién
.7 Cuerpo extrafio superficial (astilla) sin herida importante, infectada
.8 Otro traumatismo superficial y el no especificado, sin mencién de infeccion
.9 Otro traumatismo superficial y el no especificado, infectado
910 Traumatismo superficial de la cara, del cuello y del cuero cabelludo, excepto el ojo
(Excluye: ojo y anexos (918.-)
911 Traumatismo superficial del tronco (Excluye: region escapular (912.-)
912 Traumatismo superficial del hombro y del brazo
913 Traumatismo superficial del codo, del antebrazo y de la mufieca
914 Traumatismo superficial de la mano, excepto el limitado a uno o varios dedos
915 Traumatismo superficial de uno o de varios dedos de la mano
916 Traumatismo superficial de la cadera, del muslo, de la pierna y del tobillo
917 Traumatismo superficial del pie y de los dedos del pie
918 Traumatismo superficial del 0jo y sus anexos.
Excluye: Cuerpo extrafio en la parte externa del ojo (930.-)
918.0 Parpados y regién periocular
918.1 Cornea
918.2 Conjuntiva
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918.9 Otro sitio y el no especificado. Globo ocular SAl
919 Traumatismo superficial de otros sitios, de sitios multiples.
Excluye: Sitios multiples clasificables en la misma categoria de tres digitos (910-918)
920 Contusion de la cara, del cuero cabelludo y del cuello, excepto los ojos
921 Contusion del ojos y sus anexos
921.0 Equimosis ocular
921.1 Contusion de los parpados y de la region periocular
921.2 Contusion de los tejidos orbitarios
921.3 Contusion del globo ocular
921.9 Contusion del ojo, sin especificacion
922 Contusion del tronco
922.0 Mama
922.1 Pared anterior del torax
922.2 Pared del abdomen
922.3 Dorso. Excluye: region escapular (923.0)
922.4 Organos genitales
922.8 Sitios multiples del tronco
922.9 Parte no especificada. Tronco SAl
923 Contusidn del miembro superior
923.0 Hombro y brazo
923.1 Codo y antebrazo
923.2 Mufieca y mano, excepto los dedos solos
923.3 Dedo de la mano
923.8 Sitios multiples del miembro superior
923.9 Parte no especificada del miembro superior. Miembro superior SAI
924 Contusion del miembro inferior, de otros sitios y de sitio no especificado
924.0 Cadera y muslo
924.1 Rodilla y pierna
924.2 Tobillo y pie, excepto los dedos
924.3 Dedo del pie
924.4 Sitios multiples del miembro inferior
924.5 Parte no especificada del miembro inferior
924.8 Sitios multiples no clasificados en otra parte
924.9 Sitio no especificado
Magulladuras (925-929)
Excluye: Concusién (850)
Magulladura:
De organos internos (860-869)
Incidental en traumatismo:
Interno (860-869)
Intracraneal (850-854)
925 Magulladura de la cara, del cuero cabelludo y del cuello
Excluye: Cabeza (800.3, 803.3)
Nariz ( 802.0, 802.1)
926 Magulladura del tronco
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Excluye: La de los organos internos (860-869)
926.0 Genitales externos
926.1 Otros especificados
Excluye: Magulladura del torax (862.-)
926.8 Sitios multiples del tronco
926.9 Parte no especificada
927 Magulladura del miembro superior
927.0 Hombro y brazo
927.1 Codo y antebrazo
927.2 Mufieca y mano, excepto los dedos solos
927.3 Dedo de la mano
927.8 Sitios multiples del miembro superior
927.9 Parte no especificada

5f. Otras enfermedades de origen externo (ICD-9 990-995)

990 Efectos de radiacién, sin especificar Excluye: afectos adversos especificados de la radiacion.
Tales enfermedades deben clasificarse segun la naturaleza del efecto adverso, tal como:
dermatitis, leucemia, neumonia, quemaduras, quemaduras de sol (el tipo de radiacion que da
lugar al efecto adverso puede identificarse mediante uso de codigos E)

991 Efectos de la temperatura reducida

992 Efectos de calor y luz Excluye: enfermedades de glandulas sudoriparas debidas al calor,
hiperplexia maligna después de la anestesia, quemaduras, quemaduras de sol

993 Efectos de la presiéon atmosférica

994 Efectos de otras causa externas Excluye: ciertos efectos adversos no clasificados bajo otros
conceptos

995 Ciertos efectos adversos no clasificados bajo otros conceptos Excluye: complicaciones de

cuidados quirdrgicos y médicos

6. Estados uroldgicos benignos
6 a Hidrocele (ICD-9 603, excepto 603.1)

603 Hidrocele Excluye: congénito (778.6)
603.0 Hidrocele enquistado
603.8 Otros tipos especificados de hidrocele

603.9 Hidrocele, no especificado

6b Varicocele (ICD-9 456.4)
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ANEXO II: Consentimiento informado

Hoja de consentimiento

Objetivo del estudio

Le solicitamos que participe en un estudio destinado a investigar el efecto que
los factores genéticos, medioambientales, laborales y alimentarios tienen sobre la salud
humana. El estudio se estd llevando a cabo en éste y otros hospitales de Asturias
estando coordinado por el Area de Medicina Preventiva y Salud Publica de la
Universidad de Oviedo.

Hemos obtenido su nombre de su médico que es uno de los participantes en el
estudio. Su participacion en el estudio es voluntaria: puede rechazar participar en €l o
retirarse en cualquier momento, sin que esto afecte a su atencién médica posterior.

Explicacion de los procedimientos

Si acepta participar en el estudio su aportacién consistird en responder a las
preguntas de un cuestionario y donar muestras de sangre durante su ingreso. Se le
pediréa informacion sobre sus hébitos de vida e historia médica mediante una entrevista
personal, de unos 50 minutos de duracion. Una enfermera extraer4 una muestra de
sangre. Le pediremos también que complete un cuestionario sobre su alimentacion. En
caso de practicarse alguna prueba diagnostica que permita la toma de muestras
bioldgicas se solicitara parte para el estudio.

Las muestras recogidas seran usadas exclusivamente con fines cientificos
relacionados con los objetivos del estudio. Con las muestras de sangre realizaran
andlisis genéticos, bioquimicos e inmunolégicos. Todo el material que no sea utilizado
inmediatamente serd conservado para futuras determinaciones.

Beneficios potenciales

Aunque es poco probable que usted se beneficie directamente de este estudio,
su participacion es muy importante porque ayudara a aumentar el conocimiento de las
causas relacionadas con la salud en nuestra region y a mejorar el diagnostico y
tratamiento de enfermedades.

Confidencialidad

La informacion obtenida en el estudio sera confidencial de acuerdo con lo que
marca la ley. Nadie, excepto los miembros del estudio y usted si lo desea, tendra
acceso alainformacion.
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Consentimiento informado

He leido este documento, he hecho todas las preguntas que creia necesarias y
estoy de acuerdo en participar en el estudio de forma global o parcial a alguna de las
siguientes partes:

Si No
Entrevista [ 0
Muestras biolégicas O 0
Acceso al historial médico 0 O
Nombre y apellidos Firma
del participante.
D./Dia
Nombre y apellidos Firma
Del Dr./Dra. que solicita el consentimiento
Dr./Dra.

Fecha: 1

Apreciamos sinceramente su cooperacion en este proyecto de investigacion.
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ANEXO llI: IDC (Impreso de datos clinicos) ID PACIENTE

Datos basicos del paciente:

APELLIDOS:

NOMBRE:

DIRECCION:

POBLACION:

TELEFONO:

N°PROTOCOLO:

N°HISTORIA:

FECHA DE NACIMIENTO: /| |/ EDAD:

SEXO: 1-HOMBRE 2-MUJER PESO(Kgs): TALLA (cms):
PROFESION:

Factores de riesgo:

CLAVE
1. Antecedentes personales de neoplasia: 0-NO  1-Sl ...
2. Antecedentes familiares de neoplasia: 0-NO 1Sl
3. Tabaco: 0-NO 1Sl
4. NUMET0 de PAQUETLES/AMO: .....cvovieviceiiereisce ettt
5. NUMEro de af0S SIN FUMAK: ......oviiecicecise e s
6. Otros factores de riesgo: 61 0-NO
62 0-NO
63 0-NO
64 0-NO
Datos clinico-patolégicos:
7. Presentacion clinica al ingreso: 0-NO  1-Sl e
70 INICIO SINTOMAS (DIAS)......oveoeveeereeeeeeeiieeeeeeeeesessssssssssessessessessen sevessesssssssssesessenees
71 INFECCION RESPIRATORIA 0-NO  1-Sl i
72 CAMBIOSENLATOS 0-NO  1-Sl oo
73 HEMOPTISIS 0-NO 1Sl
74 DISNEA 0-NO 1Sl e
75 DOLOR TORACICO 0-NO 1Sl
76  DOLOR HOMBRO/MANO 0-NO  1-Sl o
77 DISFONIA 0-NO  1-Sl o
78 FIEBRE 0-NO 1Sl
79 ASTENIA 0-NO 1Sl
710 ANOREXIA 0-NO 1Sl
711 ADELGAZAMIENTO 0-NO 1Sl e
712 PESO PERDIDO ....octiiiiisisisice sttt bbbt ne s kgs
713 NAUSEAS,VOMITOS 0-NO 1Sl
714 DISFAGIA 0-NO 1Sl
715 SINDROME CAVA SUPERIOR 0-NO 1Sl e
716 SINDROME PARANEOPLASICO 0-NO 1Sl
717 SINTOMATOLOGIA METASTASICA 0-NO  1-Sl ot
718 OTROS ..o, 0-NO  1-Sl et
8.Exploracion fisica : 0-NORMAL  1-ANORMAL w...coovvivrireriinieneessiesssessessessessssnsens
81 CABEZA'Y CUELLO 0-NORMAL  1-ANORMAL ....coovvevrirnreiniinieeneieieisseneessseneesssennas
82 ABDOMEN 0-NORMAL  1-ANORMAL ....coovvevrirrrreinirnieineieieinseseesssenessssennas
83 TORAX 0-NORMAL  1-ANORMAL ....covvvivrirnrirnrinieineieieissenseessenneensenns
84 EXTREMIDADES 0-NORMAL  1-ANORMAL ....coovviviriniiinriereessetsissessessesssssssens
85 OTROS: 0-NORMAL  1-ANORMAL ....coovvivirirriinsinneessessessessesssesssssssenns
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9.Laboratorio: 0-NORMAL 1-ANORMAL 2- NO PRACTICADA .....ccoovoivriiiniinriinnns
91 HEMATIES 98 LEUCOCITOS 914 PLAQUETAS
92 NEUTROFILOS 99  HEMOGLOBINA 915 BILIRRUBINA TOTAL
93 TGO 910 TGP 916 GGT
94 LDH 911 FA 917 UREA
95 CREATININA 912 CALCIO 918 MAGNESIO
96 FOSFORO 913 CEA 919 NSE
97 SCC 920 OTROS
921 COLESTEROL
922 TRIGLICERIDOS
923 PROTEINAS
924 ALBUMINAS

10.Radiologia: 0-NORMAL 1-ANORMAL 2- NO PRACTICADA

11. Rx Torax:
111 Descripcién de la lesion:

T

112 Localizacion de la lesion:

1121 LSD 0-NO 1-Sl o
1122 LM 0-NO 1-Sl o
1123 LID 0-NO 1-Sl o
1124 LSl 0-NO 1-Sl o
1125  LINGULA 0-NO 1-Sl ot
1126 LI 0-NO 1-Sl ot
1127 HILIO DCHO 0-NO 1-Sl ot
1128  HILIO IZDO 0-NO 1-Sl o
113 Tamafio de la lesion:
1131 DIidmEetro Mayor MM.......coueeeieerremernneessenssesssssssessssssesssssssssssssssees
1132 Didmetro perpendicular MM ......c.cvireinenessessseeeens

12. Tac toracico: 0-NORMAL 1-ANORMAL 2- NO PRACTICADA

121 Descripcién de la lesion:

T

122 Localizacion de la lesion:

1221 LSD

1222 LM

1223 LID

1224 LSl

1225 LIl

1226 LINGULA
1227 HILIO DCHO
1228  HILIO IZDO

123 Tamafio de la lesion:
1231  Diametro mayor
1232

13. Tac abdominal : 0-NORMAL 1-ANORMAL 2- NO PRACTICADA

131 Descripcion de la lesion:

Diametro perpendicular mm

NI

14. Tac craneal: -NORMAL 1-ANORMAL 2-

141 Descripcién de la lesion:

NO PRACTICADA

l

15. Eco abdomen: 0-NORMAL 1-ANORMAL
151 Descripcién de la lesion:

2-NO PRACTICADA

l
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16. Gammagrafia dsea: 0-NORMAL 1-ANORMAL 2- NO PRACTICADA ...

161 Descripcion de la lesion:

17. ECG: 0-NORMAL 1-ANORMAL 2- NO PRACTICADA ..o,

18. Gasometria : 0-NORMAL 1-ANORMAL 2- NO PRACTICADA ....ccocovireriieiieeeiseeesseseens

181 pH

182 pO2 183 pCO2

19. Espirometria: -NORMAL 1-ANORMAL 2- NO PRACTICADA ......cocovvmmrernimreremrererenenns

191 FVC 191b FVC % 192 FEV(1) 192b FEV(1)%
193a FEV/FVC

193pb FEV1/FVC

20. Broncoscopia: 0-NORMAL 1-ANORMAL  2- NO PRACTICADA ..o

201 Descripcion de la lesion:

21.Diagnostico: 0-NEGATIVA 1-POSITIVA 2-SOSPECHOSA 3-NO PRACTICADO
211 CITOLOGIA ESPUTO

212 CITOLOGIA ASPIRADO

213 CEPILLADO

214 PUNCION PULMONAR

215 CITOLOGIA PLEURAL

216 BIOPSIA BRONQUIAL

217 BIOPSIA TRANSPARIETAL
218 BIOPSIA PLEURAL

219 TORACOTOMIA

220 OTROS

21b. Diagnostico clinico Si/no

22. Tipo histologico:

0-EPIDERMOIDE 1-ADENOCARCINOMA 2-MICROCITICO 3-INDIFERENCIADO 4-CLS GRANDES

5-0OTRO ( )

23.n° BIOPSIA 0 INFORME DIAGNOSTICO oottt st s

24. Metastasis: 0-NO L1-Sl e
241 CONTRALATERALES 0-NO 1-SH oottt
242 ADENOPATIA EXTRATORACICA  0-NO 1-Sl .o
243 OSEAS 0-NO 1-Sl oo
244 PLEURALES 0-NO 1-Sl oo
245 CEREBRALES 0-NO 1-Sl oo
246 HEPATICAS 0-NO 1Sl oottt
247 SUPRARRENALES 0-NO 1-Sl oot
248 OTRAS 0-NO LSl oottt

24. Clasificacion TNM en el momento del diagndstico (marcar con un circulo)

241 T: TX Tis T1 T2 T3 T4

242 N: NX NO N1 N2 N3

243 M: Mx MO M1
25. Estadio en el momento del diagnostico: (0,IAIB,IAIB,HANIB,IV) ..o
26. Grado de actividad OMS : (0,1,2,3,4) ..veuvrvrreeerieesrseeeeesss s sssssss e sssssessses
Intencion terapéutica.
27. 0perabilidad 0- NO  1-Sl .o

271 Si operabilidad = 0 especificar motivo :
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28. Resecabilidad: 0-NO  1-Sl o
281 Si resecabilidad = 0 especificar motivo :

29. Cirugia:
291. RealizaCion  0-NO  1-Sl ..ot
292, FECNA ..o e
293. Intervencion realizada

294. Comentarios

30. Quimioterapia:

301. Realizacion  0-NO  L1-Sl .o
302. Fecha de inicio N
303. Fecha de fiNaliZaCion...........coeveriiiniriene s A
304, NOAE CICIOS ..ot
305. Farmacos:
FARMACOS DOSIS
306. Finalidad : 0-Tratamiento 1- Adyuvante 2-Neoadyuvante .............ccccocoerneenne.
31. Radioterapia:
311. RealizaCion  0-NO  1-Sl ..o
312. FEChA 0B INICIO ..ot N
313. Fecha de fINAliZaCiOn..........cccccceeicviiicesce et Y
314, NO B SESIONES ...ttt et
315. Territorio
316. DOSIS POF SESION ...vuvvvivicrciiereieiee st
32.Tratamiento paliativo  0-NO  1-SI s
33. Estadio postquirdrgico: (0,I1A,IB,IIAIBIIAIB,IV) ..o

Otros datos.

34. Otras patologias presentes que pueden condicionar la evolucion: 0 - NO, 1 - Si

BALEPOC ..ot

342 ASBESTOSIS ..o

343TUB. PREVIA ..o

344 CICATRIZPREVIA ..o,

345 NEUMOCONIOSIS ......ocvivrirrirniens

346 FIBROSIS PULMONAR ......ccccoevnee

347 OTROS

35. Fecha de primer contacto con el NOSPItal ..........ccccvveeeiiiciccne e
36.FeCha de ingreSO e ——————————
37, FECNA TR AILA ...t e
38. Fecha de cumplimentacion del IMPreSO ........cvcevverierrrier e esenes
39. Médico responsable :

Dr.
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ANEXO IV

ANEXO IV: Cuestionario de dieta CAPUA

INSTRUCCIONES

En este cuestionario vamos a preguntarle sobre sus habitos alimentarios durante
los ultimos 5 afios.

Aunque sus habitos hayan podido cambiar durante este tiempo, por favor intente
recordar, en téermino medio, cada cuando comia cada alimento.

No deje preguntas en blanco:

Si no esta seguro, dé una respuesta aproximada.

Si no comia algunos de los alimentos, marque la casilla
“Nunca o menos de 1 por mes”

Para cada alimento, tenga en cuenta tanto cuando lo comia s6lo_como
combinado o mezclado con otros alimentos (por ejemplo, huevos en tortilla,
pollo en la paella, legumbres y embutidos en potajes, jamon en bocadillos, etc...)

En su respuesta, incluya alimentos comidos tanto en casa como en el trabajo, en
restaurantes, etc...

Cuando en algun alimento se indique ‘“‘en_temporada” , como en el caso de
helados y algunas frutas, indique la frecuencia de consumo durante la

temporada.

Si es necesario puede pedir la ayuda de un familiar o amigo para contestar el
cuestionario. Sin embargo, usted siempre debe participar en las respuestas.

Si adn tiene alguna duda puede llamar al teléfono: 985 10 27 58 y le atendera
Cristina Arias o Avelino Menéndez.
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EJEMPLO

(NO ESCRIBA EN ESTA PAGINA)

Para cada alimento tendra que marcar con una sefial (X) la casilla que méas se aproxime

a la frecuencia con la que solia comer cada alimento en la cantidad especificada.

Por ejemplo:

1. Siusted comia una racién de pollo 1 vez por semana, y nunca comia pato o

aves de caza, responderia de la siguiente manera:

AVES Y HUEVOS

¢Con gué frecuencia comia los siguientes alimentos?

Nunca

0

menos |1 2-3

del por por
por mes mes

mes

1-2
por

semana

34
por

semana

5-6 1
por por
semana | dia

0 Mas
por dia

Pollo o pavo (1 pieza o racién)

e

Pato o aves de caza: faisan, perdiz,
codornices, etc... ( 1 pieza o racién)

2. Si cuando comia pollo, lo comia a la plancha la mitad de las veces, rebozado
algunas veces, y en paella algunas veces, responderia de la siguiente manera:

¢ Con qué frecuencia comia el pollo o pavo cocinado de
las siguientes maneras?

Nunca o
casi
nunca

Algunas
veces

Aprox.
la mitad
de las
veces

La
mayor
parte de
las
veces

Siempre

A la plancha o sartén

>

Frito, rebozado, empanado o enharinado

Guisado, estofado, en paella, en salsa, cocido o hervido

<
<

Al horno o al ast

A la brasa o barbacoa, es decir, cocinado en contacto directo
con el fuego

Otro (Especificar):

XXX
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ANEXO IV

Por favor, marque con una sefial (X) la casilla que mas se aproxima a la frecuencia
media con la que solia comer cada alimento, en la cantidad especificada, durante los
ultimos 5 afios.

AVES Y HUEVOS ¢Con gué frecuencia comia los siguientes alimentos?
Nunca
0
menos |1 2-3 1-2 3-4 5-6 1 2
del por por por por por por 0 mMas
por mes mes semana | semana | semana | dia por dia
mes

Pollo o pavo (1 pieza o racién)

Pato o aves de caza: faisan, perdiz,
codornices, etc... ( 1 pieza o racién)

Huevos: fritos, duros, tortilla, etc... (uno)

¢Con qué frecuencia comia el pollo o pavo cocinado de | Nuncao | Algunas | Aprox. |La

| L " casi veces la mitad | mayor | Siempre
as siguientes maneras? nunca delas | parte de
veces las

veces

A la plancha o sartén

Frito, rebozado, empanado o enharinado

Guisado, estofado, en paella, en salsa, cocido o hervido

Al horno o al ast

A la brasa o barbacoa, es decir, cocinado en contacto directo
con el fuego

Otro (Especificar):

¢, Cuando comia pollo cocinado con piel, se comia habitualmente la piel?
(Responda con una sefial (X) en la casilla correspondiente).

¢ Coémo tomaba normalmente de hecho el pollo?
(Seleccione de entre las fotografias de platos de pollo que encontrara al final del
cuestionario.)

Menos que lafoto 1..........ccoceeveevenaen. <
Como 1a foto L.....ccoecveveeeeciciiiceeenen .
Entre la foto 1 y la foto 2..........c.cu........ o
Como 1a fOt0 2....oceveeveeeeiceeciceceen .
Entre la foto 2 y la foto 3........ccueueneeee. o
Como lafoto3......cccoveeveveeeeeeeee, -

(-]

Mas que la foto 3.....cccoovveevieniiniiienne
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ANEXO IV

TERNERA, BUEY, VACA.

¢Con gué frecuencia comia los siguientes alimentos?

Nunca
85 ¥ ;
Lot menos |1 2-3 1-2 3-4 5-6 1 2
del por por por por por por 0 mMas
(F por mes mes semana | semana | semana | dia por dia
| [ mes
Carne de ternera, buey, vaca o res.
(1 pieza o racion)
¢Con qué frecuencia comia la carne cocinada de las Nuncao | Algunas | Aprox. | La .
. 5 casi veces la mitad | mayor | Siempre
siguientes maneras? nunca de las parte de

veces

las
veces

A la plancha o sartén

Frita, rebozada, empanada o enharinada

Guisada, estofada, en salsa, en potaje, cocida o hervida

Carne picada: albdndigas, hamburguesas etc...

Asada o al horno

A la brasa o barbacoa, es decir, cocinada en contacto directo

con el fuego

Otro (Especificar):

¢ Cémo tomaba normalmente de hecha la carne?
(Seleccione de entre las fotografias de platos de carne de ternera que encontrara al

final del cuestionario.)

Menos que la foto 1.......cceeeveeiieniennnenns
Como la foto 1...cceeeeeveeeieeeiieeiee e,
Entre la foto 1 y la foto 2......................
Como 1a foto 2.....coevevveeviieeeiieeeieeee,
Entre la foto 2 y la foto 3..........c...........
Como lafoto 3....coeeevieeieeeieeee e,
Mais que la foto 3.....coeviieiieiiieiiee,

L. L. L.

« be C. Lo

L
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ANEXO IV

¢Con gué frecuencia comia los siguientes alimentos?

Nunca
0
menos |1 2-3 1-2 3-4 5-6 1 2
del por por por por por por 0 méas
por mes mes semana | semana | semana | dia por dia
mes
Carne de cerdo. (Excluya salchichas,
embutidos, bacon, tocino) (1 pieza o racion)
¢ Con qué frecuencia comia el cerdo cocinado de las Nunca o | Algunas | Aprox. | La .
. casi veces la mitad | mayor | Siempre
siguientes maneras? nunca delas | parte de
veces las
veces

A la plancha o sartén

Frito, rebozado, empanado o enharinado

Guisado, estofado, en salsa, en potaje, cocido o hervido

Carne picada: albondigas, hamburguesas, picadillo, etc...

Asado o al horno

A la brasa o barbacoa, es decir, cocinado en contacto directo

con el fuego

Otro (Especificar):

¢ Como tomaba normalmente de hecho el cerdo?

(Seleccione de entre las fotografias de platos de cerdo que encontrara al final del

cuestionario.)

Menos que la foto 1........cccevvveeiiennnnns
Como 1a foto 1....ccceeiiieniiiiieieeieee,
Entre la foto 1 y la foto 2.......cceeennnee.
Como 1a foto 2...ccceeeiieiiciieieeieee,
Entre la foto 2 y la foto 3..........ccccue....
Como 1a foto 3...ccceeeiieieciieieeieee,
Mas que la foto 3......cccvveeiiieeiieeiee,

(. L. C.

« bo C. G

A
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ANEXO IV

CORDERO O CABRA. ¢Con que frecuencia comia los siguientes alimentos?
<3 Nunca
| 0
menos |1 2-3 1-2 3-4 5-6 1 2
del por por por por por por 0 mMas
por mes mes semana | semana | semana | dia por dia
mes

Carne de cordero o cabra.
(1 pieza o racion)

¢Con qué frecuencia comia el cordero o cabra cocinado | Nuncao | Algunas | Aprox. | La

- " casi veces la mitad | mayor | Siempre
de las siguientes maneras? nunca delas | partede
veces las

Veces

A la plancha o sartén

Frito, rebozado, empanado o enharinado

Guisado, estofado, en salsa, en potaje, cocido o hervido

Asado o al horno

A la brasa o barbacoa, es decir, cocinado en contacto directo
con el fuego

Otro (Especificar):

OTRAS CARNES Y ; Con qué frecuencia comia los siguientes alimentos?
VISCERAS. ¢-ong g '
Nunca
o}
menos |1 2-3 1-2 3-4 5-6 1 2
del por por por por por por 0 mMas
por mes mes semana | semana | semana | dia por dia
mes

Conejo o liebre.
(1 pieza o racion)

Higado de ternera, cerdo o pollo.
(1 racion)

Otras visceras: sesos, mollejas, callos,
etc... ( 1 racion).

Bacon, tocino o panceta.
(2 lonchas)

Cuando comia carne ( pollo, ternera, cerdo, cordero, etc...) ¢qué hacia con la grasa
visible?

Quitarlatoda .........cceeeneeennee.
Quitar la mayor parte ..............
Quitarla solo un poco ..............
No quitarla  ......ccoeevreieenn.

. C. C. C.

En relacidn a otras personas de su edad y sexo, ¢ Como eran las raciones de carne
( pollo, ternera, cerdo, cordero, etc...) que tomaba normalmente?

Pequefias ...........c........ -
Medianas ......ccccouunn...... —
Grandes .....coveeeeveeennen.. &
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ANEXO IV

PESCADO. ¢Con que frecuencia comia los siguientes alimentos?
Nunca
0
menos |1 2-3 1-2 3-4 5-6 1 2
o = del por por por por por por 0 mMas
- - por mes mes semana | semana | semana | dia por dia
mes

Pescado blanco: merluza, lenguado, besugo,
mero, pescadilla, etc... (1 pieza o racion)

Pescado azul: sardinas, atun, caballa, bonito,
salmon, etc... (1 pieza o racion)

¢ Con qué frecuencia comia el pescado blanco cocinado

de las siguientes maneras?

Nuncao | Algunas | Aprox. |La

casi veces la mitad | mayor | Siempre
nunca de las parte de
veces las

Veces

A la plancha o sartén

Frito, rebozado, empanado o enharinado

Cocido o hervido

Paella, caldereta, potaje, zarzuela o en salsa

Asado o al horno

A la brasa o barbacoa, es decir, cocinado en contacto directo

con el fuego

Otro (Especificar):

¢ Con qué frecuencia comia el pescado azul cocinado de

las siguientes maneras?

Nunca o | Algunas | Aprox. |La

casi veces la mitad | mayor | Siempre
nunca de las parte de
veces las

Veces

A la plancha o sartén

Frito, rebozado, empanado o enharinado

En salsa o similar

Asado o al horno

A la brasa o barbacoa, es decir, cocinado en contacto directo

con el fuego

Otro (Especificar):
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ANEXO IV

OTROS PESCADOS Y
MARISCOS.

¢Con qué frecuencia comia los siguientes alimentos?

Nunca
o]
menos
del
por
mes

por
mes

2-3
por
mes

1-2
por
semana

3-4
por
semana

5-6
por
semana

por
dia

0 mMas
por dia

Mejillones, almejas, ostras, llampares y
similares. ( 6 unidades)

Pulpo, calamares o sepia. ( 1 racion)

Gambas, langostinos y similares.
( 3-4 unidades)

En relacién a otras personas de su edad y sexo, ¢ Coémo eran las raciones de

pescado que tomaba normalmente?

Pequefias ..................... s
Medianas .......cccceeun...... -
Grandes ......oeeveeeeeeeenn. —
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ANEXO IV

Por favor, intente recordar la media de lo que bebia, en la cantidad especificada,
durante los ultimos 5 afios.

BEBIDAS. ¢Con qué frecuencia bebia los siguientes productos?
Nunca
by
menos | 1-3 1-2 3-4 5-6 1 2-3 4
i " del por por por por por por 0 mMés
U por mes semana | semana | semana | dia dia por dia
mes

Vino blanco o rosado ( 1 vaso o copa)

Vino tinto ( 1 vaso o copa)

Cerveza con alcohol
(1 cafia, botellin o lata)

Chanpan, cava ( 1 copa) o sidra ( 1 culin)

Vino dulce, jerez, vermouth, o similar
(1 copita o vasito)

Brandy, cofiac, ginebra, ron, whisky,
orujo, vodka, aguardiente. ( 1 copa)

Licores, anisetes, pacharan.
(1 copita)

Refrescos con cola: coca-cola, pepsi
(1 lata, botella pequefia 0 vaso)

Otros refrescos con gas: naranja, liman...
(1 lata, botella pequefia 0 vaso)

Zumo de naranja natural.
(1 vaso)

Zumo o batido de otras frutas naturales:
fresa mango, papaya, etc... (1 vaso)

Zumo de frutas envasado.
(1 lata 0 vaso)

Zumo de tomate.
(1 lata 0 vaso)

Horchata, en temporada.
(1 vaso)

Café descafeinado.
(1 taza)

Café
(1 taza)

Té
(1 taza)

Infusiones de hierbas.
(1 taza)

¢ Cuantos vasos de agua bebia habitualmente cada dia?
(Piense cuantos vasos de agua bebia durante las comidas y entre las comidas)

Ninguno .o o
1VaSO e -
2VAS0S e -
3-4VaS0S oo -
5-6VASOS  eeeeeeeeeeeeeeeeeen -
M3as de 6 VaSOS.....ccceeeeeeeeeeereenn -
NO SAabE e, -
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ANEXO IV

VERDURAS Y LEGUMBRES
(SOLAS O COMBINADAS).

¢Con qué frecuencia comia los siguientes alimentos?

£ e
Ry

-

Nunca
o]
menos
del
por
mes

1-3
por
mes

1-2
por
semana

3-4
por
semana

5-6
por
semana

por
dia

2-3
por
dia

0 mMés
por dia

Lechuga, endibias, escarola.
(1 plato)

Tomate crudo
(uno)

Gazpacho, en temporada
(1 plato sopero o taza)

Cebolla
(una)

Rabanos
( 3-4 unidades)

Remolacha
(1 plato pequefio)

Esparragos
(3-4 unidades)

Zanahoria, calabaza.
(1 plato pequefo)

Judias verdes, habichuelas
(1 plato)

Espinacas, acelgas o berros
(1 plato)

Col, coliflor, brécoli, coles de Bruselas,
repollo, berza. ( 1 plato)

Berenjenas, pepinos, calabacines,
bubangos. ( 1 plato)

Pimientos rojos y verdes
(uno)

Champifiones o setas
(1 plato pequefio)

Guisantes
(1 plato)

Alcachofa, en temporada
(una)

Puerros, en temporada
(1 plato pequefio)

Legumbres: lentejas, garbanzos, fabas
pintes o blanques, etc... ( 1 plato)
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ANEXO IV

FRUTAS Y FRUTOS SECOS.

¢Con gué frecuencia comia los siguientes alimentos?

Nunca
o]
menos
del
por
mes

1-3
por
mes

1-2
por
semana

3-4
por
semana

5-6
por
semana

por
dia

2-3
por
dia

0 mMas
por dia

Naranja, pomelo (una),
mandarinas ( dos)

Platano
(uno)

Manzana o pera
(una)

Uva
(1 racimo mediano o plato de postre)

Kiwi
(uno)

Fresas o fresones, en temporada
(1 plato de postre o taza)

Cerezas 0 picotas, en temporada
(1 plato de postre o taza)

Melocoton, nectarina (uno), albaricoques
0 paraguayos (2-3), en temporada

Higos frescos, en temporada
(3-4 unidades)

Sandia,meldn, en temporada
(una tajada o porcién mediana)

Mango, papaya, en temporada
(uno)

Aguacate, en temporada.
(uno)

Frutas en almibar: melocotones, peras,
pifa, etc... (2 mitades o rodajas)

Aceitunas
(una racion, aprox. 10)

Frutos secos: almendras, cacahuetes,
avellanas, nueces. (1 racion, aprox. 10)

Frutas desecadas: ciruela, albaricoque,
pasas, datiles, higos. (3-4 unidades)
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ANEXO IV

¢Con gué frecuencia comia los siguientes alimentos?

PRODUCTOS LACTEOS.

Nunca
o]
menos
del
por
mes

1-3
por
mes

1-2
por
semana

3-4
por
semana

5-6
por
semana

por
dia

2-3
por
dia

0 mMas
por dia

Leche desnatada o semidesnatada
(sola o con café) ( 1 vaso o taza)

Leche entera
(sola o con café) ( 1 vaso o taza)

Leche condensada
(una cuchara de sopa 0 un barraquito)

Yogurt descremado
(uno)

Yogurt sin descremar o entero
(uno)

Requesdn, matd, cuajada.
(una tajada o racion)

Queso blanco o fresco: de Burgos o
cabra. (una tajada o racion)

Queso cremoso 0 en porciones
(una porcion)

Queso curado o semi curado: manchego,
bola, gruyére. ('una tajada)

Queso azul, roquefort, cabrales
(una tajada o racion)

Natillas, flan, puding, crema catalana
(una unidad o racion)

Nata o crema de leche.
(media taza)

Batidos de leche: chocolate, vainilla,
etc... (un vaso)

Helados cremosos, en temporada.
(un cucurucho, vasito, bola o corte)
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ANEXO IV

PRECOCINADOS
PREELABORADOS Y
OTROS.

¢Con que frecuencia comia los siguientes alimentos?

Nunca
o]
menos
del
por
mes

1-3
por
mes

1-2
por
semana

3-4
por
semana

5-6
por
semana

por
dia

2-3
por
dia

0 mMés
por dia

Jamon dulce, york, o cocido
(1-2 lonchas)

Jamon salado: serrano o pais.
(2-3 lonchas)

Fuet salchichdn o chorizo curado.
(4-5 lonchas)

Otros embutidos: mortadela, salami
(4-5 lonchas), sobrasada, (1 loncha)

Salchichas frescas, morcilla, chistorra
(una)

Frankfurt y similares
(uno)

Pates, foiegras
(1 racién)

Croquetas
(3-4 unidaes)

Palitos o delicias de pescado fritas
(3-4 unidades)

Empanadillas o arepas
(2-3 unidades)

Raviolis, canelones, lasafia
(1 plato)

Pescado en salazén: bacalao, anchoas
etc... (1 racion)

Pescado en conserva: sardinas, atdn,
arenque, etc... (1 lata)

Sopas y cremas de sobre
(1 plato sopero)

Mayonesa
(1 cucharada sopera)

Salsa de tomate
(media taza)

Picantes: tabasco, pimienta, guindilla,
mojo, etc... (media cucharadita)

Sal
( 1pizca o pellizco con dos dedos)

Ajo
(1 diente)
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ANEXO IV

ACEITES Y GRASAS.

¢Con gué frecuencia comia los siguientes alimentos?

e

Nunca
o]
menos
del
por
mes

1-3
por
mes

1-2
por
semana

3-4
por
semana

5-6
por
semana

por
dia

2-3
por
dia

0 mMés
por dia

Aceite de oliva afiadido al pan o comidas
(1 cucharada)

Aceite de girasol, maiz o soja afiadido al
pan o comidas. (1 cucharada)

Mantequilla afiadida al pan o comidas
(1 cucharada o untada)

Margarina afiadida al pan o comidas
(1 cucharada o untada)

Manteca de cerdo afiadida al pan o
comidas. (1 cucharada o untada)

¢Con que clase de aceite o grasa se cocinaban o freian habitualmente sus comidas?
(Si utilizaba mas de un tipo, marque todos los que utilizaba)

o AceitedeoliVa....ooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeee. s

e Aceite de semillas

(girasol, Maiz 0 S0jJa)......cccceerveereeerieeieennen.

e Mezcla de aceite

de oliva y de semillas.........c.cccccvvvvereeennennne
o Mantequilla ....coooeviiiii

Margarina

[ ]
®  MaANteCa...cceeeeeeeeeeeee e
®  NOSADE .o

C.

. L. G L L.

¢Se solian utilizar los restos de aceite 0 grasa de sartén para hacer salsa o para

cocinar?

St -
N Ot e e e e e s -
NO SADEC..eveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeae e, &
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ANEXO IV

PAN, CEREALES Y

¢Con gué frecuencia comia los siguientes alimentos?

SIMILARES.
Nunca
0
menos | 1-3 1-2 3-4 5-6 1 2-3 4
del por por por por por por 0 mas
por mes semana | semana | semana | dia dia por dia
mes

Pan blanco

(1 panecillo o 3 rodajas)

Pan integral

(1 panecillo o 3 rodajas)

Roscos, rosquilletas, picos, palitos y
similares. (3-4 unidades)

Patatas: cocidas, asadas, puré, patatas
arrugadas. (1 plato)

Bolsa de patatas fritas o “chips”
(1 bolsa pequefia)

Patatas fritas (no “chips™)
(1 racion o medio plato)

Arroz
(1 plato)

Pasta: espagueti, macarrones, etc...
(1 plato)

Pizza o0 empanada.
(1 raci6n o trozo)

Gofio

(1 plato)

DULCES Y PASTELES. ¢Con qué frecuencia comia los siguientes alimentos?

=, Nunca

)
menos | 1 2-3 1-2 3-4 5-6 1 2
del por por por por por por 0 mMas
por mes mes semana | semana | semana | dia por dia
mes

Galletas sin chocolate, tipo Maria
(4-5 galletas)

Galletas con chocolate
(2-3 galletas dobles)

Croissant, donut, ensaimada, napolitana
(uno)

Magdalena (una),
bizcocho (1 trozo)

Pastel, tarta
(1 trozo)

Churros, porras 0 masa frita
(1 racién, 4-5 unidades)

Chocolate, bombones
(una barrita 0 2 bombones)

Chocolate en polvo
(1 cucharada de postre)

Mermelada, confitura, miel
(1 cucharada sopera)

Azucar en café, postres 0 zumos
(1 cucharadita)

Turrén, en temporada
(1-2 trozos)

Mantecados, polvorones, mazapan,
panallets, en temporada. (1 unidad)
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ANEXO IV

SUPLEMENTOS DE VITAMINAS Y MINERALES

Antes de este ultimo afio, (tomd usted durante mas de un mes, pastillas, capsulas o
comprimidos de vitaminas 0 minerales?

NOwooieeeeee e s— (salte a las ultima pregunta)

N ) FEURR —S— ;Qué cantidad y durante cuanto tiempo tom¢ vitaminas y minerales?

VITAMINAS O ) . ~
(cuantas pastillas? ¢durante cuantos afios?

MINERALES.

i‘ y Menos 10
@ Ninguna 1-3 46 cada [deun |12 |34 159 |G
por por afios | afios | afios

Pl semana | semana dia afo afios
P
Complejo vitaminico *
Vitamina C
Vitamina A
Complejo vitaminico B
Hierro
Calcio

Otros: (especificar)

* Tipo: Pharmaton, Multicentrum, Micebrina, Dayamineral, Rochevit, Redoxon complex

Especifique la marca o marcas de suplementos de vitaminas 0 minerales que
tomaba:

ULTIMA PREGUNTA

1. ¢Ha hecho alguna vez algun cambio importante en su alimentacién por
razones de salud o por alguna otra razén?

) FERSRTRITR <$— ¢ A qué edad hizo este cambio en su alimentacion?
(Escriba la edad en la casilla)

Menos de 1 afio........coueeueeee..... -
1-2 Af0S...ceeeeeieeecieeeeeee e, -
3-4 A0S ..eeoeeeeeeeeeeeeeeeeen -
5-9 afl0S....ccvevieeeieeeieeeeeee -
10 afios 0 MAS......cccoveevevennnee. <
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ANEXO IV

NHC:
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BASES DE DATOS GENERADAS MEDIANTE MACRODIETA

Hojas de Excel Contenido

Hoja Excel de recogida de datos del CFA, donde se recoge las
Cuestionario frecuencias de consumo para cada alimentos del CFA, desde valor
1 (nunca o menos de 1 vez/mes) hasta 9 (6 veces o mas/dia)

IngestaGr Consumo medio diario de alimentos expresados en gramos/dia.

Consumo medio diario de alimentos corregido (por tamafio de

IngestaSv ; . - .
porciones) expresados en raciones o serving por dia

Ingesta media diaria de nutrientes expresada en cada unidad

NULsEmles natural (cruda, es decir, sin ajustar)

Ingesta media diaria de nutrientes ajustadas por ingesta calérica-

e S método residuos (Willett, 1998)*

Consumo medio diario de grupos de alimentos en gramos por dia

Elujpes Ai_Eis (ver tabla con grupos de alimentos y alimentos de cada grupo)

Consumo medio diario de grupos de alimentos en servings o

Grupos_Alim_Sv : : ,
— — raciones corregidas al dia

Consumo diario de grupos de alimentos en gramos/dia ajustados

Erpes, sl s por ingesta caldrica —métodos residuos (Willett, 1998).

indice de Calidad Alimentaria: alternate Healthy Eating Index

AHE Alternativo (Fung, AJCN, 2005)

indice de Calidad Alimentaria: alternate Mediterranean Eating

— Dietary score (Fung, AJCN, 2005)

Grupos de Alimentos ad hoc
OTRAS POSIBLES
HOJAS BAJO
DEMANADA Principales grupos de alimentos contribuidores del consumo de
nutrientes

Principales alimentos contribuidores del consumo de nutrientes

* En el ajuste se afiaden los residuos estimados de un modelo de regresién entre calorias
(dependiente) y nutriente (independiente) en escala logaritmica, a la ingesta media del
nutriente tras recuperar la escala natural. Se usa la distribucion de toda la poblacion incluida en
el analisis tras modificar y superar algunos problemas técnicos que suponer las
transformaciones logaritmicas.
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Lista de Alimentos

Abreviaturas
pollo
pato
huevos
ternera
cerdo
cordero
conejo
higado
visceras
bacon
pblanco
pazul
mejillo
pulpo
gamba
vblanco
vtinto
cerveza
champan
vdulce

brandy
licor
coc_pep
gasnar
narnatur
fresanat
zumoenv
tomate
horchata
cafedesc
cafe

te
infusion
lechuga
tomates
gazpacho
cebolla
rabanos
remolacha
esparra
zanaho
judias
espinaca
col
berenje
pimiento
setas
guisante

Gramos por
porcion

90.00
100.00
50.00
125.00
125.00
125.00
100.00
100.00
100.00
50.00
100.00
100.00
50.00
54.00
50.00
125.00
125.00
200.00
125.00
50.00

40.00
30.00
250.00
250.00
200.00
200.00
200.00
200.00
200.00
200.00
200.00
200.00
200.00
60.00
100.00
200.00
50.00
100.00
100.00
75.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
75.00
100.00
100.00

Serving
Corregido

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
0.50
1.00
1.00
0.50
0.50
0.50
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
0.60
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
0.60
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
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Definicion
pollo con piel con sal
pato y codorniz
Huevo con sal
Carne de ternera
Carne de cerdo
Carne de cordero
Conejo
Higado de ternera, cerdo o pollo
Visceras, callos, sesos, mollejas
Tocino, bacon, panceta
Pescado blanco
Pescado azul
Almejas, mejillones y ostras
Calamar, sepiay pulpo
Gamba, langosta, langostino, camarén y cangrejo
Vino blanco o rosado
Vino tinto
Cerveza
Sidra dulce o seca

Jerez, vinos secos, vermut
Brandy, ginebra, ron, whisky, vodka,
aguardientes

Licores INMA

Refresco de cola

Refresco de naranjay limén
Zumo de naranja

Zumos y batido de frutas natural
Zumo frutas envasado

Zumo de tomate

Horchata

Café descafeinado

Cafe

tea

Otras infusiones

Lechuga, endibia y escarola
Tomate crudo o triturado
gazpacho

Cebolla cruda o cocinada
Rabano

Remolacha

Esparragos

Zanahoria y calabaza

Judias verdes

Espinacas y acelgas

Col, coliflor, coles de bruselas y brocoli
Berenjena y calabacin cocinados
Pimiento rojo o verde
Champifiones y setas

Guisantes frescos/congelasdos cocinados
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alcacho
puerro

legumbre
naranja
platano
manzana
uva

Kiwi
fresa®
cereza?
melocot?
higfresc?
melon?
Manga®
aguacate®
almibar
aceituna
fruseco
frudesec
lechedes
lecheent
lechecon
yogdesc
yogent
requeson
qguesofre
guesocre
qguesocur
quesoazu
natillas
natalech
batleche
Helados®
jamyork
jamserr
chorizo
butifarr
salchich
frankfur
pates
croqueta
palopesc
empanadi
ravioli
pescsalaz
pesccons
sopasobr
mayonesa
salsatoma
picantes
sal

ajo
acoliva
acgiras

75.00
100.00

140.00
120.00
100.00
125.00
100.00
76.00
18.75
18.75
30.00
25.00
50.00
62.50
50.00
100.00
35.00
30.00
40.00
200.00
200.00
20.00
125.00
125.00
50.00
50.00
50.00
50.00
50.00
125.00
7.50
200.00
20.00
50.00
50.00
50.00
50.00
25.00
25.00
50.00
60.00
60.00
60.00
140.00
50.00
60.00
250.00
15.00
120.00
1.50
0.40
3.00
10.00
10.00

0.60
1.00

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
0.50
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
0.50
0.50
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
0.50
0.50
0.50
0.50
1.00
1.00
1.00
3.00
3.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
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Alcachofa

8. puerros EUREYE
Legumbres, lentejas, garbanzos, judias pintas o
blancas

Naranja y mandarina
Platano

Manzanay pera

Uva

Kiwi

Fresas

Cerezas1991-2002
Melocotén, nectarina y albaricoque
Higos

Sandia y mel6n

Pifia, mango y papaya natural
Aguacate

Frutas en almibar, melocotén, pifiay pera
Aceitunas

Frutos secos

22. fruta seca EUREYE
Leche desnatada

Leche entera

Leche condensada

Yogurt desnatado

Yogurt entero mixt
Requeson

Queso blanco o fresco
Queso cremoso

Queso curado o semicurado
Queso azul, roquefort, cabrales
Flan y natilla

Nata

Batido de leche

Helado

Jamoén cocido

Jamén serrano

Salchicon chorizo
Mortadela y salami
Longanizay morcilla
Salchichas Frankfurt

Paté, foie-gras

Croquetas pollo y jamén
Palitos de pescado
Empanadilla

Ravioli, canelones, lasafia
Pescado en salazén 1991-1995
Lata atiin, sardina y caballa
Sopas con sal

Mayonesa

Salsa de tomate

Especias

Sal

Ajo

Aceite de oliva

Aceites vegetales
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mantequi
margari
manteca
panblanc
paninteg
roscos
patatas
chips
patfrita
arroz
pasta
pizza
gofio
gamaria
gachoco
donut
bizcocho
pastel
churros
bombon
chopolvo
mermela
azucar
turron ¢
mantecad ¢

5.00
5.00
5.00
50.00
50.00
10.00
125.00
30.00
100.00
165.00
140.00
100.00
100.00
20.00
30.00
50.00
50.00
75.00
60.00
30.00
15.00
15.00
5.00
5.00
3.33

0.50
0.50
0.50
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
4.00
4.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

Mantequilla

Margarina

manteca de cerdo 1991-1992
Pan blanco

Pan integral

Palitos de pan, rosquilletas
Patatas cocidas

Bolsa patatas fritas
Patatas fritas caseras
Arroz cocinado

Pasta, espaghettis y macarrones
Pizza

Gofio

Galleta Maria

Galleta con chocolate
Croissant y donuts
Magdalena y bizcocho
Pastel 1991-1992 nuevo
churros 1991-1992
Chocolate y bombones
Chocolate en polvo
Mermelada y miel

Azlcar

Turron

Mantecado, polvoron, mazaoan, panallets

aPara considerar latemporalidad se ha dividido el gramaje por 1/4
bPara considerar la temporalidad se ha dividido el gramaje por 1/2
¢ Para considerar latemporalidad se ha dividido el gramaje por 1/3
¢ Para considerar latemporalidad se ha dividido el gramaje por 1/6
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DEFINICION DE GRUPOS DE ALIMENTOS

Nombre del Grupo de Alimentos Items o alimentos que forman el grupo
Leche desnatada o semidesnatada

Leche entera

Leche condensada

Yogurt descremado

Yogurt sin descremar o entero

Requesdn, mato, cuajada

Queso Blanco o fresco: de Burgos o cabra
Queso cremoso 0 en porciones

Queso curado o semi curado: manchego, bola,
gruyére

Queso azul, roquefort, cabrales

Natillas, flan, pudding, crema catalana
Nata o crema de leche

Batidos de leche: chocolate, vainilla, etc.

LACTEOS (14) Helados cremosos
HUEVOS (1) Huevos: fritos, duros, tortilla, etc.

Pollo o pavo con piel con sal

Pato o aves de caza: faisan, perdiz, codornices,
etc.

CARNES BLANCAS (3) Conejo o liebre
Carne de ternera, buey, vaca o res

Carne de cerdo

Carne de cordero

Higado de ternera, cerdo o pollo
CARNE ROJA (5) Otras visceras: sesos, mollejas, callos
Bacon, tocino y panceta

Jamén dulce, York o cocido

Jamén salado: serrano o pais

Fuet salchichén o chorizo curado
Otros embutidos: mortadela, salami, sobrasada
Salchichas frescas, morcilla, chistorra
Frankfurt y similares

EMBUTIDOS (8) Pates, foiegras
Pescado Blanco: merluza, lenguado, besugo, mero,
BLANCO (1) pescadilla, etc
Pescado Azul: sardinas, atun, caballa, bonito,
salmon, etc.

Pescado em salazén: bacalao, anchoas, etc
AZUL (3) Pescado em conserva: sardinas, atan, arenque,...
Mejillones, almejas, ostras, llampares y similares
Pulpo, calamares o sepia

Gambas, langostino y similares

OTROS (4) Palitos o delicias de pescado

VERDURAS (17). Zumo de tomate
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Lechuga, endibias, escarola
Tomate crudo

Cebolla

Réabanos

Remolacha

Esparragos

Zanahoria, calabaza.
Judias verdes, habichuelas
Espinacas, acelgas o berros

Col, coliflor, brocoli, coles de Bruselas, repollo,
berza

Berenjenas, pepinos, calabacines, bubangos
Pimientos rojos y verdes

Champifiones o setas

Alcachofas

Puerros

Ajo

Zumo de naranja natural

Zumo o batido de otras frutas naturales: fresas
mango, papaya, etc

Naranja, pomelo, mandarinas
Platano

Manzana o pera

Uva

Kiwi

Fresa o fresones

Cerezas o picotas

Melocoton, nectarina, albaricoques o paraguayos
Higos frescos

Sandia, meldn

Mango, papaya

Aguacate

FRUTAS (15) Aceitunas

Frutos Secos: almendras, cacahuetes, avellas,
FRUTOS SECOS (1) nueces

Guisantes
Legumbres: lentejas, garbanzos, fabas pintes o
LEGUMBRES (2) blanques, etc

Arroz
Pasta :espagueti, macarrones, etc

CEREALES, PASTAS(2)

Patatas: cocidas, asadas, puré, patatas arrugadas

Bolsa d patatas fritas o “chips”
PATATAS (3) Patatas fritas
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Pan Blanco
Pan Integral
Roscos, rosquilletas, picos, palitos y similares

PAN (3)

Frutas en almibar: melocotones, peras, pifia, etc

Frutas desecadas: ciruela, albaricoque, pasas,
datiles, higos.

Galletas sin chocolate tipo Maria

Galletas con chocolate

Croissant, donut, ensaimada, napolitana
Magdalena

Pastel, tarta

Churros, porras o masa fina

Chocolate, bombones

Chocolate en polvo

Mermelada, confitura, miel

Azlcar em café, postres o zumos

Turrén

DULCES (14) Mantecados, polvorones, mazapan, panallets

Refrescos con cola:coca-cola, pepsi
Otros refrescos: naranja, limoén ...
Zumo de envasado.

BEBIDAS AZUCAR (4) Horchata

Café descafeinado
Café

Té

CAFE, TE (4) Infusiones de hierbas

Vino Blanco o rosado

Vino tinto

Cerveza con Alcohol

Champan

Vino Dulce, jerez, vermouth o similar

Brandy, cofiac, ginebra, ron, whisky, orujo, vodka,
aguardiente

BEBIDAS CON ALCOHOL (7) Licores, anisetes, pacharan

Mantequilla
GRASA ANIMAL (2) Manteca

Mayonesa
Aceite de Oliva
Aceite de Girasol

GRASA VEGETAL (4) Margarina
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PREPARADOS (8)

Gazpacho

Croquetas

Empanadillas o arepas

Raviolis, canelones, lasafia

Sopas y cremas de sobre

Salsa de tomate

Pizza o empanada

Gofio

CONDIMIENTOS/ ESPECIAS (2)

Picantes: tabasco, pimienta, guindilla, mojo

Sal
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LISTADO DE NUTRIENTES*

Abreviatura Nombre Unidades
CALS Calorias Kcal
Macronutrientes
PROT Proteina g
CARB Hidratos de Carbono g
SUGAR Azucares Totales g
CMPLX Carbohidratos complejos g
FIBER Fibra dietética g
FIBI Fibra insoluble g
FIBS Fibra soluble g
FAT T Grasa Total g
FAT S Grasa saturadas g
FAT M Grasa monoinsaturadas g
FAT P Grasa poliinsaturadas g
TRANS Acidos grasos trans g
CHOL Colesterol mg
Acidos grasos de interes
Agl6 O(Palmitico) 16.0, palmitico g
Agl8 O(Estedrico) 18:0, estearico g
Agl8 1(Oleico) 18:1, oléico g
Agl8 2(Linoleico) 18:2, linoléico g
Agl8 3(Linolenico) 18:3, linolénico g
Ag20 4(Araguiddnico) 20:4, araquidbnico g
Ag20 5(EPA) EPA g
Ag22 6(DHA) DHA g
OMEGA3 Omega 3 g
OMEGA®6 Omega 6 g
Vitaminas
VITA Vit. A total En mcg de RE
RETINOL Retinol En mcg de RE
CAROT Carotenos total En mcg de RE
A CAR Alfa-caroteno mcg
B _CAR Beta-caroteno Mcg
CRYPTO Cryptoxantina Mcg
LUT+ZE Luteina-zeaxantina Mcg
LYCO Licopeno Mcg
B6 Vitamina B6 MG
B12 Vitamina B12 Mcg
VITC Vitamina C MG
VITD Vitamina D Mcg
VITE Vitamina E MG
FOLA Folato Mcg
Minerales
CALC Célcio (Ca) MG
IRON Hierro (Fe) MG
MAGN Magnésio (Mg) MG
POTAS Potasio (K) MG
SOD Sodio (Na) MG
ZINC Zinc (Zn) MG
YODO Yodo (I) con Sal Marina Mcg
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Otros
H20 Agua G
ALCO Alcohol G
CAFF Cafeina Mg
SUGARA Azucar afiadido G

* Bajo demanda se pueden obtener la estimacién de otros nutrientes.
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CONSIDERACIONES SOBRE ALGUNOS NUTRIENTES

Fibra dietética = Fibra soluble + fibra insoluble
Grasatotal = grasa saturada + grasa monoinsaturada + grasa poliinsaturada

¢ Grasa saturada, monoinsaturada y poliinsaturada pueden no coincidir con el
total de grasa debido a la presencia de glicerol en la molécula de grasa total,
y / 0 la presencia de acidos grasos trans en los alimentos.
El tipo de grasas en las recetas y alimentos combinacién puede variar mucho
dependiendo de los tipos de aceites o grasas utilizados en ellos. Ademas, los
fabricantes pueden enumerar varios tipos de aceites en sus ingredientes, y
las fuentes de abastecimiento varian durante el afio.

Omega 3 = 18:3 (linolénico) + EPA (22:5) + DHA (22:6)
Omega 6 = 18:2 (linoleico) + Araquiddnico (20:4)

Vitamina A:

Vitamina A total (RE 6 mcg) = retinol (RE) + carotenoides (RE)

Carotenoides RE 6 mcg = [B-caroteno(mcg)/6]+[(a-caroteno (mcg) + cryptoxanthina
(mcg) /112]

Folato:

El Folato utilizado es el Folate Food (Folato propio del alimento), excepto para
cereales, donde se utiliza el Folate DFE = folate food + 1,7 ¢ folic acid (Acido Félico
proveniente de la fortificacion del alimento)

Vitamina E:

Vitamina E (mg) es la suma de todas las formas(alpha, beta, gama, delta)
1 IU Vitamin E

= 0.67 mg RRR-alpha-tocopherol (natural)

= 0.909 mg all rac alpha-tocopherol (sintetico)

1 mg alpha-tocopherol =1 equivalente alpha-tocopherol

Azucar afadido:

Para los items natillas, leche condensada, helado, refrescos, galletas maria, galletas
con chocolate, bolleria, chocolate en polvo, zumo de frutas envasado, mermelada y
azucar, se considera los azucares totales (SUGAR) como azUcares afiadidos
(SUGARA).
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Para realizar el calculo del Alternate Mediterranean Diet Score nos hemos basado de nuevo en el articulo del American Journal of Clinical Nutrition "Diet-
quality scores and plasma concentrations of markers of inflammation and endothelial dysfunction" Teresa T Fung, L McCullough & cols y concretamente en
la siguiente tabla:

Alternate Mediterranean Diet Score (5, 6)

Food group Foods included Criteria for | point’

Vegetables All vegetables except potatoes Greater than median intake (servings/d)
Legumes Tofu, sring beans, peas, beans Greater than median intake (servings/d)
Fruit All fruit and juices Greater than median intake (servings/d)
Muts Muts, peanut butter Greater than median intake (servings/d)
Whole grains Whole-grain ready-to-eat cereals, cooked cereals, Greater than median intake (servings/d)

crackers, dark breads, brown rice, other grains,
wheat germ, bran, popcom

Eed and processed meats Hot dogs, deli meat, bacon, hamburger, beef Less than median intake (servings/d)
Fish Fish and shrimp, breaded fish Greater than median intake (servings/d)
Ratio of monounsaturated to saturated fat — Greater than median intake (servings/d)
Ethanol Wine, beer, “light™ beer, liquor 5-25gid

10 points if these criteria are not met.
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items del aMED

VEGETABLES: Zumo de tomate+ Lechuga, endibias, escarola+Tomate crudo+rabanos+Remolacha+Esparragos+Zanahoria, calabaza+Judias Verdes,
habichuelas+ Espinacas, acelgas o berros+Col, coliflor, brécoli, coles de Bruselas, repollo, berza+Berenjenas, pepinos, calabacines, bubangos + Pimientos
rojos y verdes+Champifiones o setas+Alcachofas+Puerros+Ajo+Salsa de Tomate

LEGUMES: Legumbres: lentejas, garbanzos, gabas pintes o blanques, etc.+ Guisantes

FRUITS: Zumo de naranja natural+Zumo o batido de otras frutas naturales: fresas, mango, papaya, etc + naranja, pomelo, mandarinas + platano +manzana
0 pera+ uva+ kiwi+fresa o fresones+ cerezas o picotas+ melocoton, nectarina, albaricoques o paraguayos+Higos frescos+ Sandia, mel6n+Mango,
papaya+Aguacate+Aceitunas.

NUTS: Frutos Secos

WHOLE GRAINS: Pan Integral

FISH: Pescado Blanco+Pescado Azul+Pescado en Salazén+Pescado en conserva+Mejillones, almejas, ostras, llampares y similares+Pulpo, calamares o
sepia+Gambas, langostino y similares+Palitos o delicias de pescado

MEAT: Carne de ternera, buey, vaca o res+carne de cerdo+Carne de cordero+Higado de ternera, cerdo o pollo+Otras visceras+ Bacdn, tocino y

panceta+Jamon dulce: York o cocido+Jamon salado+fuet salchichdn o chorizo curado+Otros embutidos+salchichas frescas, morcilla, chistorra+Frankfurt y
similares+Pates, foiegras.
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Para realizar el calculo de este indice nos hemos basado en el articulo de la revista "Diet-quality scores and plasma concentrations of markers of
inflammation and endothelial dysfunction” de los autores Teresa T Fung, L McCullough & cols y concretamente en la siguiente tabla

DIET AND PLASMA BIOMARKER CONCENTEATIONS 171
Alternate Healthy Eating Index (2)
Component Foods included Criteria Score
Vegetables All vegetables, tomato products, vams, 5 servings/d 10; | point less for each 10%
pizza (dees not include potatoes) less than intake required
for full score
Fruit All fruit and fruit juices 4 servings/d Same as above
Muts and soy Tree nuts, peanuts, peanut butter, tofu, 1 servings/d Same as above
soymilk
Ratio of white to red meat White: chicken, seafood; red: 4 Same as above
processed meats, red meats, organ
meats
Cereal fiber — 15 gid Same as above
tran s Fat — =0.5% of energy 10
=0.5 but =4.0% of energy 1 point less for each 105
increment in this range
— =4 0
Ratio of polyunsaturated to =1 10; 1 point less for each 10%
saturated fat less than intake required
for full score
Long-term multivitamin use — =5y 1.5 points for =5 v regular

Alcohal

Red and white wine, beer, “light™ beer,
liquor

Men: 1.5-2.5 servings/d: women:
0.5-1.5 servings/d

use; 2.5 for all others
10

Intake = “ideal” I point less for each 10%
less than ideal intake
Intake = “ideal” | point less for each 10%
above than ideal intake
Men: 0 or = 3.5 servings/d; women: 0
0 or =2.5 servings/d
0
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Se han obviado las puntuaciones de multivitamians
items -AHEI

VEGETABLES: Zumo de tomate+ Lechuga, endibias, escarola+Tomate crudo+rabanos+Remolacha+Esparragos+Zanahoria, calabaza+Judias Verdes,
habichuelas+ Espinacas, acelgas o berros+Col, coliflor, brécoli, coles de Bruselas, repollo, berza+Berenjenas, pepinos, calabacines, bubangos + Pimientos
rojos y verdes+Champifiones o setas+Alcachofas+Puerros+Ajo+Salsa de Tomate

+ Legumbres: Lentejas, garbanzos, judias pintas o blancas + Guisantes Cocinados

FRUITS: Zumo de naranja natural+Zumo o batido de otras frutas naturales: fresas, mango, papaya, etc + naranja, pomelo, mandarinas + platano +manzana

o0 pera+ uva+ kiwi+fresa o fresones+ cerezas o picotas+ melocoton, nectarina, albaricogues o paraguayos+Higos frescos+ Sandia, mel6n+Mango,
papaya+Aguacate+Aceitunas.

NUTS: Frutos Secos

WHITE MEAT: Pollo o pavo+Pato o aves de caza+ Conejos o liebre+ Pescado Blanco+Pescado Azul+Pescado en Salazon+Pescado en
conserva+Mejillones, almejas, ostras, llampares y similares+Pulpo, calamares o sepia+Gambas, langostino y similares+Palitos o delicias de pescado

RED MEAT: Carne de ternera, buey, vaca o res+carne de cerdo+Carne de cordero+Higado de ternera, cerdo o pollo+Otras visceras+ Bacon, tocino y
panceta+Jamon dulce: York o cocido+Jamon salado+fuet salchichon o chorizo curado+Otros embutidos+salchichas frescas, morcilla, chistorra+Frankfurt y
similares+Pates, foiegras.

CEREAL: Pan Integral
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