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RESUMEN

Introduccion: entre los factores de riesgo que favorecen la aparicion de las lesiones
cérvico uterinas, se encuentran la infeccion por virus de papiloma humano, la
promiscuidad, el uso de anticonceptivos orales y el habito de fumar. No obstante,
varias investigaciones refieren que los polimorfismos genéticos podrian contribuir al
desarrollo y progresion del cancer cérvico uterino.
Objetivo: identificar en la bibliografia revisada, la frecuencia de asociacién de los
polimorfismos de Glutation s - transferasa con el cancer cérvico uterino y con factores
de riesgo que inciden en la patologia.
Métodos: se realizd una extensa revision de la literatura especializada a través de
los buscadores en base de datos de PubMed, EBSCO, NCBI y BVS.
Resultados: se constatoé la variabilidad en los reportes de las frecuencias alélicas de
los genotipos GSTM1 y T1 en distintas poblaciones. Se corroboré en varios estudios
revisados el hallazgo de asociacién entre los genotipos GSTM1 y T1 nulos y cancer
cérvico uterino y, de igual forma con el consumo de tabaco y anticonceptivos orales
por tiempo prolongado.
Conclusiones: la bibliografia sobre el tema pone en evidencia que los genes que
codifican la enzima Glutation s - transferasa intervienen en la proteccién celular
contra los efectos citotéxicos, de manera que cuando éstos presentan alteracién se
afecta la actividad enzimatica, lo que predispone a una mayor susceptibilidad al
cancer.
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ABSTRACT

Introduction: Among risk factors that lead to uterine cervix lesions we can find the
human papilloma virus infection, promiscuity, use of oral contraceptive and smoking
habit. However, several researches refer that genetic polymorphism could be related
to the development and progression of the uterine cervix cancer.
Objective: Identify the association of glutathione S- transferases polymorphism with
uterine cervix cancer and risk factors relate with this disease, in the revise

bibliography.
Method: An extensive review was made of the specialized literature using web
search in database PubMed, EBSCO, NCBI and BVS.

Result: The variability of the allelic frequency of the GSTM1 and T1 genotypes in
different populations was confirmed. Besides the association between null GSTM1
and T1 with uterine cervix cancer was corroborated. In addition, this association with
smoking habit and the use of oral contraceptive for long time was corroborated.
Conclusions: Consulted bibliography shows that genes encoding glutahione S-
transferases enzyme contribute to the cellular protection against cytotoxic effects,
therefore, alterations in these genes affect the enzymatic activity lead to a major
susceptibility to suffer cancer.

Keywords: uterine cervix cancer, dgenetic polymorphism, glutathione S-
transferases.

INTRODUCCION

El céncer cérvico uterino (CCU) esta considerado la segunda causa de mortalidad
femenina en el mundo, con unas 300 000 defunciones al afo. Alrededor del 80 % de
los casos se presentan en paises subdesarrollados. En Cuba, segun el Anuario
Estadistico de Salud del 2016' y a pesar del Programa de Deteccién Precoz, se
considera la quinta causa de mortalidad por tumores malignos en la mujer, con 512
muertes reportadas, para una tasa de 9,1 x 100 000 habitantes.

Casi todos los casos de CCU (99,8 %) se deben a tipos especificos de un virus ADN
tumoral transmitido por via sexual, denominado Virus del Papiloma Humano (VPH).
El enlace entre el VPH y el CCU fue demostrado a principios de los afios 80's por el
Dr. Harald Zur Hausen? a través de experimentos de hibridacién, donde comprobd
que las verrugas genitales y los tejidos de cancer de cérvix, contienen genomas del
virus.

Se han descrito mas de 150 tipos de VPH, cuyas manifestaciones clinicas incluyen un
amplio espectro de lesiones proliferativas en piel y las mucosas orales, laringea y del
tracto anogenital, donde al menos veinte muestran tropismo por el tracto anogenital.3
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La infeccion por el VPH en la mujer con determinados tipos que se consideran de alto
riesgo oncogénico, resulta determinante en la progresién de las lesiones
intraepiteliales y en la aparicion del CCU. Entre los considerados de alto riesgo
oncogénico se pueden citar los tipos: 16, 18, 30, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
59, 66, 68, 73 y 82. Los tipos 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 57, 61, 70, 72 y 81 se les
atribuye un bajo riesgo oncogénico. Se ha descrito que los virus 6 y 11, son lo que
comunmente colonizan la piel y mucosas formado las lesiones verrugosas. Los tipos
16 y 18 tienden a ser mas oncogénicos y conllevan a lesiones precancerosas y
cancerosas del cérvix.4

Estudios genéticos sugieren que los factores ambientales también contribuyen a la
persistencia de la infeccién del VPH y que pueden influir en la progresién del CCU por
varias vias. Las variables que pueden conducir al cancer incluyen el fallo en los genes
de inmunidad por una estructura celular anormal, alteraciones patogénicas de la
estructura genética y mecanismos de accién asociados, asi como los efectos del
riesgo ambiental y la activacion de la expresion de los genes que promueven el
crecimiento tumorigénico.®> Estos cambios son posibles precursores de cancer; sin
embargo, aun no explican completamente el desarrollo eventual o la supresiéon de
éste.

El estudio de amplias regiones gendmicas a través de los analisis de ligamiento,
permite encontrar genes candidatos en enfermedades de determinacién compleja.”

La tendencia actual en la realizacién de estudios de susceptibilidad individual a las
infecciones es la evaluacion de polimorfismos en diferentes enzimas que participan
de esos procesos metabdlicos; ya que se han logrado identificar polimorfismos que
confieren una mayor o menor susceptibilidad a determinada situacién.® Es por ello
qgue nuestro objetivo estd encaminado a identificar en la bibliografia revisada, la
frecuencia de asociacion de los polimorfismos de Glutation s-transferasa (GSTs) con
el cancer cervico uterino y con factores de riesgo que inciden en la patologia.

METODOS

La actualizacion del tema se realizd en el ano 2017 a través de una revision
bibliografica en las bases de datos pertenecientes a los sitios web PubMed, EBSCO,
NCBI y BVS sin restriccion de lenguas. La mayoria de los articulos analizados
provienen de investigaciones originales y revisiones publicadas en el periodo
comprendido entre 2012 y 2016. Entre los criterios de busqueda se encuentran:
"polimorfismos genéticos en cancer cervical", "glutation S-transferasa", "GSTT1 vy
GSTM1", "asociacion GST + cancer cérvico uterino" y "factores de riesgo + cancer
cérvico uterino". La literatura fue exhaustivamente analizada y los aspectos que
resultaron de interés son expuestos en el texto con la acotacién bibliografica
correspondiente.

ASPECTOS GENERALES DEL POLIFORMISMO GENETICO

El polimorfismo genético podria definirse (Ford 1945), como la existencia de mas de
un alelo normal en un locus, siempre que esté presente en la poblacidon con una
frecuencia de al menos 1 %. Su ocurrencia puede deberse a variaciones en la
secuencia del ADN, en la secuencia de aminoacidos, en la estructura cromosémica o
en los rasgos fenotipicos. El término polimorfismo, desde el punto de vista de la
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genética médica, alude a una variacidon que aunque no causa enfermedad, puede
predisponer a la misma. Esto lo diferencia del término "mutacién" que también alude
a variacion (genética, cromosdmica o epigenética) pero que si es causa de
enfermedad.> Teniendo en cuenta algunos indices de susceptibilidad (metabolismo
de carcindgenos y dafio genético) a una exposicién dada, una persona puede ser de
diez a cientos de veces mas susceptible al cancer que otra. Esto podria acarrear
ciertas implicaciones en el asesoramiento del riesgo frente al cancer.?

Los polimorfismos que se han investigado en varios genes susceptibles al cancer
junto con los tipos de VPH en la carcinogénesis cérvico uterina provienen
principalmente de exfoliacion de muestras de células cervicales en lineas celulares
de carcinomas escamosos en humanos. Siendo los mas estudiados, el MTHFR, las
isoformas GSTT1 y GSTM1 del Glutation S-transferasa (GST) y el gen FAS promotor
del -670 junto con algunos tipos de VPH. No obstante, otros SNPs como el MDM2-
SNP309, el PRDX3 y el RPS19 también han sido reportados.*°

Por interés particular de la investigacidon, nos referiremos especificamente a los
polimorfismos de las isoformas GSTM1 y GSTT1 de la enzima GST y su asociacion
con factores de riesgo relacionados al CCU.

Glutation s-transferasa

La GST, es una gran familia de enzimas presentes en todos los organismos aerdbicos.
De acuerdo a su localizacidén celular, se clasifican en citosdlicas, mitocondriales y
microsomales.Estan clasificadas en ocho clases distintas (alpha, mu, pi, omega,
sigma, theta, zeta, y kappa) y expresadas en las células del higado, pulman, corazon,
intestino, eritrocitos y linfocitos. La familia citosdlica es la mas compleja y la mas
ampliamente estudiada, la cual ha sido asignada en cincoclases distintas: GSTA (a),
GSTM (u), GSTP (n), GSTT (B) y GSTO (w).Sus genes se encuentran localizados en
los cromosomas 6p12, 1q13.3, 11q13, 22q11.2, y 10g24.3, respectivamente.!?

Cada una de las clases de GST presentan distintas isoformas codificadas por varios
genes: la clase a esta codificada por GSTA1, GSTA2, GSTA3 y GSTA4. La clase n por
el gen GSTP1, mientras que la clase 6 consiste de dos genes como GSTT1 y GSTT2.
De igual forma, la clase p esta codificada por cinco genes que constituyen las
isoformas GSTM1, GSTM2, GSTM3, GSTM4 y GSTM5.1?

La clase p del GSTs codifica para el gen GSTM1 que esta localizado en el brazo corto
del cromosoma 1 (1p13.3) del humano. Presenta diversos tipos de polimorfismos que
han sido caracterizados, los cuales incluyen cambios en una sola base nitrogenada
que originan los alelos GSTM1*A y GSTM1*B, duplicaciones del gen GSTM1*1x2 y
una delecién que da origen al genotipo identificado como GSTM1*0 o alelo nulo.

Estudios realizados en poblaciones caucasicas demuestran que la delecion del gen
GSTM1, que ocurre por una recombinacién desigual entre dos regiones altamente
conservadas de 4,2 Kb que se ubican en los extremos 5' y 3' del gen respectivamente,
lleva a la pérdida de un segmento de aproximadamente 18 Kb. La recombinacion se
produce por la uniéon de los dos segmentos repetidos que flanquean el gen,
especificamente en una region "hot spot" de aproximadamente 23 Kb que no codifica
para proteina.!® Esta delecion de GSTM1 se caracteriza por una deficiencia de la
enzima en los individuos y es un polimorfismo poco frecuente comparado con los
cambios de una sola base en el genoma, por lo cual se ha convertido en el objeto de
estudio de muchas investigaciones.
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Por otra parte, la clase 6 del GSTs codifica para el gen GSTT1, el cual se localiza en
el brazo largo del cromosoma 22 (22g11.23) del humano y que muestra también una
delecion debida a un proceso de recombinaciéon homdloga entre dos segmentos de
aproximadamente 18 Kb los cuales se encuentran flanqueando a GSTT. Cuando se
produce la delecidon, se forma entonces un segmento conocido como HO que difiere
en algunos nucleédtidos de las dos secuencias homologas que se estan fusionando.
Este polimorfismo en estado homocigoto (genotipo nulo o vacio) lleva a la pérdida
total de la actividad enzimatica y es detectado por la ausencia del fragmento que
corresponde al gen una que vez se amplifica mediante PCR la region donde se
encuentra.

Los genes que codifican la enzima GST intervienen en la proteccidn celular contra los
efectos citotoxicos, jugando un rol importante en la conjugacion del glutation con los
productos de peroxidacion lipidica enddgenos e inactivacion de hidroperoxidos
organicos por via de la actividad del glutation peroxidasa selenio-independiente.
Ademas, protege las células de los efectos deletéreos del estrés oxidativo. De esta
forma, cuando los genes GSTM1 y GSTT1 exhiben un polimorfismo de delecion
homocigética heredable, se asocia con una ausencia de actividad de la enzima. Por
este motivo, los individuos con este polimorfismo son considerados a tener un riesgo
incrementado de malignidades debido a su reducida eficiencia en la proteccién contra
carcindgenos ambientales, agentes quimioterapéuticos y especies reactivas del
oxigeno.!!

Han sido reportadas alteraciones en ambos genes que afectan la actividad de la
enzima GST. Esto produce un incremento de la inestabilidad gendmica que
predispone susceptibilidad a varios canceres;!®> entre los que se incluyen: piel,
pancreas, higado, ovario, vejiga, pulmoén, mama, cabeza y cuello, cérvix, y préstata,
entre otros.

Variabilidad de las frecuencias alélicas

Han sido varios los estudios realizados en poblaciones diferentes para conocer el rol
de los polimorfismos presentes en los genes de las GST. En muchos casos resultan
contradictorios por la variabilidad de las frecuencias alélicas.'® Estas variaciones
podrian deberse a la distribuciéon de los genes de detoxificaciéon en la poblacion,
influenciada por patrones geograficos especificos; a las diferencias étnicas basada en
la mezcla que se presenta en las distintas poblaciones o como factor contribuyente
el numero limitado de muestras que son posibles determinar.

Al estudiar genotipos de GSTs en distintas poblaciones, se ha observado diferencias
significativas en las frecuencias alélicas. Para el genotipo nulo de GSTM1, el promedio
de las frecuencias oscila entre 50 % y 58 % en varias poblaciones caucasicas, 49 %
a 63 % en asiaticos y de 20 % a 33 % en grupos africanos. Con respecto al alelo
nulo de GSTT1, se reporta una menor frecuencia en caucasicos (27,6 %) vy
significativamente mayor en asiaticos (64,4 %). Buchard y otros 7 encontraron que
la distribucién en la poblacidn danesa fue significativamente diferente en
comparacion con las encontradas en los individuos de Somalia y Groenlandia,
mientras que entre las dos Ultimas no hubo diferencia significativa. En un estudio
realizado por Nazzeri'® en siete poblaciones iranies, se observd que la frecuencia del
genotipo GSTM1 nulo oscilé entre 43,8 % y 53 %. Mientras que para el genotipo
GSTT1 nulo estuvo entre 17 % vy 29,3 %. Al estudiar los grupos étnicos, se constato
que los luros mostraron la mas baja frecuencia del genotipo GSTT1 nulo, mientras
gue los persas mostraron la frecuencia mas alta. Sin embargo, no se constataron
diferencias significativas al estudiar las frecuencias de cada genotipo (GSTM1 nulo y
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GSTT1 nulo) entre las poblaciones. En cuanto a diferencias intraétnicas, Thoudam?®
encontré que la frecuencia de los alelos nulos de GSTM1 y GSTT1 es mas alta en la
poblacion del noreste de India. Sus porcentajes van desde 32,7 % a 41,9 %,
respectivamente comparada con las reportadas para las poblaciones del centro (12,4
% y 35,4 %), norte (19 % y 12 %) y del sur (16,8 % y 30,3 %) del pais. Esta
diferencia también fue observada cuando se compararon las frecuencias obtenidas
de la combinacion de ambos polimorfismos en las poblaciones. La distribucion de los
polimorfismos en las GST en el noreste de India podria explicarse si se tienen en
cuenta la diferencia de razas, culturas y lenguas dada por la mezcla de varias tribus
nativas y emigrantes de paises del sureste asiatico en relacion con el resto de la
poblacion.

De esta manera, puede referirse que las frecuencias del genotipo GSTM1 nullo yaria
desde 38 % a 67 % en Europa, del 33 % al 63 % en Asia, del 16 % al 36 % en Africa
sub-Sahariana, de 49,7 % en Bahraini, 52,5 % en Libano, y 49 % en Austria.
Aproximadamente la mitad de la poblacidn caucasica presenta una delecion
homocigética para el alelo GSTM1 nulo que conduce a fallas en la expresién de la
enzima.

Los estudios acerca de la frecuencia de los polimorfismos en las GST en América aun
son insuficientes. Sin embargo, se ha reportado que la frecuencia del alelo nulo de
GSTM1 en nativos de Latinoamérica va desde 0 % a 43 %. Las frecuencias del alelo
nulo de GSTT1 en Sur América van de 0 % a 38,2 %, al ser mas bajas que las
encontradas en poblacion asiatica.'® Un reporte realizado por Gattds y otros?® en
poblacidn brasilefia, refirid que las frecuencias de los genotipos GSTM1 nulos fueron
significativamente mayores en los blancos (55,4 %), que entre mulatos (41,4 %) y
los negros (32,8 %) de Sao Paulo o los sujetos de Bahia en general (35,7 %). Sin
embargo, no se reportd la distribucidon estadisticamente significativa entre ningun
grupo no blanco; mientras que la distribucion del genotipo GSTT1 nulo entre los
grupos tampoco difirié significativamente.

Conociendo la variedad de razas, la mezcla de etnias y la distribucion geografica de
las Américas, se hace necesario tipificar los polimorfismos de la glutation S-
transferasas en las diferentes poblaciones de la region. Todo esto con el objetivo de
establecer asociacidén de éstos con el riesgo a desarrollar la enfermedad, de manera
qgue se arrojen resultados confiables sin que influya la estratificacion poblacional. En
la busqueda bibliografica realizada no se encontraron trabajos cubanos que reportes
las frecuencias alélicas en nuestra poblacion.

Polimorfismos GSTT1 y GSTM1 en la carcinogénesis cérvico uterina

Un estudio realizado por Sarah Hasan y otros?! en poblacidon pakistani, encontrd un
elevado por ciento (74 %) del genotipo GSTM1 nulo en pacientes con cancer de
células escamosas con respecto al grupo control (34 %). La frecuencia del genotipo
GSTT1 nulo en mujeres enfermas y sanas fue de 28 y 36 %, respectivamente. No se
encontraron diferencias significativas. El polimorfismo homocigdtico nulo de
GSTM1/GSTT1 tuvo un bajo por ciento tanto en las pacientes (6 %) como en los
controles (10 %). De esta forma, la asociacion significativa entre el genotipo GSTM1
nulo con carcinoma de células escamosas en cérvix concordd con estudios previos en
CCU realizados en Korea por Kim y otros?? y con los resultados de un meta-analisis
realizado por YingLiu y Liang-Zhi Xu,??® donde se evidencid la fuerte asociacion de
este polimorfismo y el CCU, principalmente en la poblacion china e india.
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Por otro lado, el estudio de Kiran,?* realizado en pacientes turcas con CCU no mostré
diferencias significativas en cuanto a la asociacién de los polimorfismos GSTM1 y
GSTT1. El genotipo GSTM1 nulo fue de 54,3 % en el grupo de estudio y en el grupo
control, 57,7 %. Mientras que el genotipo GSTT1 nulo se observd con 32,6 % en las
pacientes con cancer y un 30,8 % en el grupo control. Estos resultados difieren con
los estudios realizados por Wang?>y Muresan,?® los cuales encontraron relacidon entre
los genotipos GSTM1 y GSTT1 nulos y el CCU.

A pesar de la importancia que se le confiere a los estudios de asociacion de
polimorfismos genéticos en enfermedades complejas, en Cuba no se han reportado
investigaciones de este polimorfismo en el CCU. De manera que nuestro equipo de
profesionales pretende sentar las bases en relacion con el tema, con el fin de obtener
nuevos puntos de vista que expliquen la alta incidencia de la patologia.

Asociacion de los polimorfismos GSTs y factores de riesgo ambientales

A pesar de las discrepancias entre los estudios de las frecuencias alélicas y en
aquellos relacionados con la asociacion de los polimorfismos GSTs con el CCU, la
mayoria de los investigadores coinciden en la existencia de asociacién entre los
genotipos GSTM1 y GSTT1 nulos en el CCU con la exposicion a toxicos ambientales.?”

Si bien se conoce que la infeccién por VPH es el factor de riesgo detonante del CCU,
existen otros factores ambientales considerados de alto riesgo que contribuyen a la
aparicion de la enfermedad, su persistencia o recidiva. Tal es asi que la exposicion al
humo de tabaco ya sea como fumador activo o pasivo, a los toxicos ambientales
productos de la industrializacion o transporte, al uso indiscriminado de pildoras
anticonceptivas, drogas o quimioterapéuticos también han sido relacionados de
forma directa con el desarrollo de la patologia. De ahi, la importancia del papel
detoxificante que desempefian los alelos GSTT1 y GSTM1 de la enzima GSTs,?’ ante
los efectos que causan los radicales libres producidos por carcindgenos ambientales.

Muchos carcindgenos e hidrocarbonos aromaticos policiclicos requieren la activacion
de las enzimas de fase I (CYP1Al) y fase II (GSTM1 y T1), pues los metabolitos
reactivos que no son detoxificados podrian reaccionar con el ADN y producir
mutaciones. Los bajos niveles de actividad de las enzimas de fase II harian
permanecer los niveles elevados de metabolitos activados y consecuentemente
producirian mas dano al ADN.

Estudios realizados por Sirivarasai,?® Abbas,?® Zhen3® y Sharma,3' corroboran la
asociacion de contaminantes ambientales y el CCU. El carcinégeno!3 butadieno
proveniente del humo de tabaco es generalmente detoxificado por la GSTT1, de
manera que aquellos individuos que presenten un genotipo nulo para este alelo,
tienen un riesgo incrementado de sufrir cancer. Este hecho se ha referido en mujeres
koreanas y entre 15 y 20 % en caucasicas.

La exposicion a carcinégenos del humo de tabaco ha sido relacionada tanto en
fumadores activos como pasivos. La presencia de metabolitos tumorales especificos
en el mucus cervical, conlleva a que se mantenga la infecciéon del VPH por largo
periodos y disminuya el potencial de eliminacion de la infeccion oncogénica. De
manera que los componentes del tabaco modifican el metabolismo enzimatico y
promueven malignidad en el crecimiento celular.
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El uso de pildoras anticonceptivas también ha sido relacionado en el CCU en varias
investigaciones epidemioldgicas,3? y se ha referido que el riesgo relativo aumenta de
acuerdo a la duracién del consumo (de 1,1 en < 5 afios hasta 2,2 en > 10 afios)
aunque se plantea que decrece al descontinuar su uso.

Cuando confluyen factores de riesgo como la infeccion por VPH oncogénico, el
consumo de tabaco y uso de pildoras anticonceptivas con asociacién del polimorfismo
genético, se incrementa el riesgo de desarrollar displasias cervicales de moderadas
a severas.3? En la bibliografia consultada no se encontraron articulos procedentes de
nuestro pais, que reporten estudios de esta naturaleza.

CONCLUSIONES

La bibliografia revisada permite generalizar una elevada coincidencia en los reportes
sobre evidencias de que la exposicion a toxinas ambientales podria afectar la
actividad detoxificadora de la GST, la cual juega un rol importante en la proteccién
celular contra los efectos citotdxicos.

Asi que investigar la asociacion de polimorfismos genéticos en enfermedades
infecciosas complejas como el CCU, permite explicar la contribucién de los genes a
la susceptibilidad de padecer cancer.
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