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Resumen

El tabaquismo es un problema de salud publica dado que el consumo es cada vez mayor y presenta edades de inicio mas
tempranas; en relacion con los procesos biolégicos del tabaquismo se han identificado varios genes cuyas variantes han
sido asociadas con este fendmeno. El objetivo de este estudio fue evaluar la relacién entre los polimorfismos rs6801272 y
rs680244 en los genes CYP246 y CHRNAS respectivamente, con el consumo de tabaco. Para esto se realizé un estudio de
casos (fumadores-exfumadores versus controles), controlando las variables edad y sexo, ademas de considerar la edad
de inicio y el nimero de cigarrillos por dia. El locus rs6801272 se encontré monomdrfico en la poblacién de estudio,
presentando el alelo T asociado con el metabolismo normal de la nicotina; aunque el locus rs680244 se encontré polimér-
fico, no fue posible establecer la relacién de esta variante genética con el consumo de cigarrillos (OR 3,2) o la capacidad
de abandono (OR 5,3); tampoco fue posible establecer una correlacién entre el genotipo y el nimero de cigarrillos por
dia (R?= 0,001) o el genotipo y la edad de inicio (R?=0,015). En conclusién, no se detectd una relacidn entre las variantes
genéticas estudiadas y el consumo, la capacidad de abandono, el nimero de cigarrillos por dia y la edad de inicio en la
poblacién de Itagui.
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Abstract

Smoking is a public health problem because consumption is growing and exhibits earlier ages of onset; in terms of the
biological processes of smoking, several genes have been identified whose variants are related to this phenomenon. The
aim of this study was to evaluate the relationship between rs6801272 and rs680244 polymorphisms in genes CYP246 and
CHRNAS, respectively, with the consumption of tobacco. For this, a case study was conducted (smokers-ex smokers versus
controls) matched by age and sex, as well as considering starting age and number of cigarettes per day. The monomorphic
locus rs6801272 was found in the study population, presenting the T allele associated with normal metabolism of nicotine;
and the rs6801272 locus was found to be polymorphic, but the relationship of this genetic variation with cigarette smoking
(OR 3,2) or the capacity to abandon smoking (OR 5,3) was not established; it was not possible to establish a correlation
between the genotype and the number of cigarettes per day (R? = 0,001) or genotype and age of onset (R = 0,015). In
conclusion, a relationship between the genetic variants studied and consumption, capacity of quitting, number of cigaret-
tes per day and age of onset was not detected.
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INTRODUCCION

El tabaquismo es un problema de salud publica que relne causas
genéticas, psicolégicas, sociales y fisiolégicas; aunque es consi-
derado por la Organizacién Mundial de la Salud la primera causa
de muerte prevenible en los paises desarrollados, el 80% de los
fumadores habitan paises de ingresos bajos o medios, en los cua-
les la edad de inicio del consumo es cada vez menor (entre 9-13
afios) (OMS 2015).

Personas cada vez mas jovenes inician el consumo reiterado, re-
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duciendo con esto su expectativa de vida y generando tolerancia
a las sustancias que lo componen y provocando una dependen-
cia que se manifiesta en la dificultad para abandonarlo (Pérez y
Pinzon 2005, OMS 2013); por lo tanto, identificar los factores ge-
néticos y no genéticos que se relacionan con la probabilidad de
abandono, la edad de inicio y la cantidad de tabaco consumido,
es fundamental para comprender la biologia de la dependencia,
mejorar los prondsticos y generar nuevas alternativas terapéuti-
cas, las cuales podrian personalizarse, acorde con el genotipo,
para minimizar los efectos secundarios (Chen y Bierut 2013).
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En cuanto a los procesos biolégicos asociados con el tabaquis-
mo, se han identificado varios genes dentro de los cuales las
subunidades del receptor de acetil colina nicotinico (n4AChR) se
describen entre los mejores candidatos de genotipos relaciona-
dos con el tabaquismo. El gen CHRNAS, que codifica la subuni-
dad 5 alfa del nAChR, se relaciona con la sensacion agradable
durante la experiencia inicial al fumar; una de sus variantes, el
SNP (polimorfismo de un solo nucleétido) rs680244, se asocia
con los niveles de ARNm, incidiendo directamente en la cantidad
de receptores, por lo que podria asociarse con la probabilidad
de no abandonar el tabaco, tal como lo informan Chen y Baker
(2014), Berrettini y Doyle (2012) y Li y Yoon (2010).

Por otro lado, el gen CYP2A46 codifica el citocromo P450 que ca-
taliza el metabolismo de la nicotina en cotinina en el higado y se-
gun Osorio (2010), posee variantes que estan relacionadas con la
velocidad con la cual es procesada la nicotina (Oscarson 2001);
una de estas variantes es el SNP rs1801272, cuyo alelo A se pre-
senta en personas que metabolizan mas lentamente la nicotina, y
por lo tanto, el niumero de cigarrillos que requieren para producir
la misma sensacion se altera; asi, aquellos que presentan el ge-
notipo lento tienen una tendencia a consumir menos cigarrillos
por dia y a tener menores niveles de nicotina en sangre segun lo
registran Osorio (2010) y Raunio (2001).

Durante el primer estudio poblacional de salud mental realizado
en ltagui (Torres et al. 2012), se encontré que la prevalencia anual
del consumo de sustancias en adolecentes era del 12,4%, siendo
el tabaco una de las mas frecuentes y encontrandose que la edad
promedio de inicio de su consumo es 12,4 afios.

Considerando lo anterior, este estudio evalué la asociacién de la
variante rs680244 del gen CHRNAS y la variante rs6801272 del
gen CYP2A6 con el habito de fumar y la dependencia al tabaco
en una muestra de la poblacion de Itagti, Colombia.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de base de datos. Durante el desarrollo del primer
estudio poblacional de salud mental en ItagUi (Torres et al. 2012),
cuyo objetivo fue conocer los trastornos mentales mas prevalen-
tes, se recopild informacién entrevistando la poblacion general,
ubicada en los diferentes estratos socioeconémicos de las seis
comunas del municipio de ltagui (Colombia), utilizando el World
Health Organization Composite International Diagnostic inter-
view (version CIDI-CAPI; WHO 2017); adicionalmente, se tomoé
muestra de saliva para anélisis genético a un total de 896 per-
sonas entre los 13 y los 65 afios, con el debido consentimiento
informado o asentimiento en caso de menores de edad, previa
aprobacion del Comité de ética de la Universidad CES, y consi-
derando el respeto y la proteccion a los derechos individuales.

El tamafio de muestra se calculé con base en la férmula para la
estimacion de una proporcion poblacional: n= Nz%p (1-p). d2(N-1)
+ z°p(1-p) donde: N es la poblacion total, z: valor Z para un nivel
de confianza del 99%, d: Precision absoluta del 5% y p: 5.9%
(prevalencia anual esperada para la depresién segun Torres et
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al. 2012).

Obtencion de un banco de ADN. La extraccion del ADN a partir
de las 896 muestras de saliva se realizé con el kit comercial DNA
Ora gene Genotek siguiendo el protocolo descrito por Torres et al.
(2012). El protocolo de extraccion incluyd el uso de resinas que-
lantes (chelex-100 BIO-RAD) (Armas y Capo 2011); las muestras
de ADN se almacenaron a -20 °C.

Seleccion de casos y controles. A partir de la base de datos
obtenida del primer estudio poblacional de salud mental se de-
tectaron 185 fumadores (143 habituales y 43 esporadicos), 110
exfumadores (personas que llevaban un afio 0 mas sin consumir
cigarrillos) y del banco de ADN se seleccionaron 70 exfumado-
res, 70 fumadores y 140 controles pareados por sexo, edad (con
una diferencia maxima de 5 afios entre caso y control) y comuna
mediante el paquete Matchit 2.4-20 de R (Ho et al. 2007). Para
estimar el tamafio de la muestra se emplearon las frecuencias de
los alelos de riesgo en poblacion europea e hispana (Saccone et
al. 2009, Verde et al. 2011) y el nimero de habitantes del muni-
cipio de ltagui, con una potencia del 80% utilizando el software
Epiinfo (Manocci et al. 2012) y se obtuvo un valor aproximado de
40 individuos para cada categoria.

Genotipificacion. Los cebadores fueron disefiados usando el
software PRIMER 3 v.04.0 (Koressaar 2007) (tabla 1); se verifi-
caron mediante PCR in silico (Fujita et al. 2010) y las enzimas
de restriccion se seleccionaron utilizando el programa NEBcutter
(Vincze et al. 2003).

Se uso el protocolo de RFLPs propuesto por Verde et al. (2011).
Las regiones seleccionadas se amplificaron mediante la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) para las secuencias genéti-
cas que contenfan los SNPs rs680244 y rs6801272 (tabla 1); los
productos de amplificacién se visualizaron mediante una lampara
de luz ultravioleta, tras su separacion electroforética en gel de
agarosa al 2% vy tinciéon con bromuro de etidio. Posteriormente
se sometieron los amplificados a digestion usando las enzimas
SFaNI y Hindlll respectivamente; finalmente, se resolvieron los
genotipos en geles de agarosa al 2%; este proceso se repitié en
aproximadamente el 20% de las muestras y se usaron controles
negativos de extraccion de ADN y PCR.

Analisis Estadistico

Analisis de datos no genéticos. Entre los fumadores y exfuma-
dores seleccionados previamente se calculé la proporcion de
sexos, la media y la desviacion estandar para la cantidad de ci-
garrillos consumidos por dia y la edad de inicio; adicionalmente
se calculé mediante un Ji cuadrado la significancia para la pro-
porcién de sexos en fumadores y exfumadores con un nivel de
confianza del 95%.
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Tabla1: Cebadores sentido y antisentido disefiados en primer 3 para cada gen.

[ CHRNAS ) (( 5-CCCGTTCAAAAATCAGGAAA-3 ) (.

5-GGGAAGCAGGACACAAACTC-3' )

CYP2A6

Andlisis de datos genéticos. Para el SNP rs680244 se calcul6 el
equilibrio de Hardy Weinberg, las frecuencias alélicas y genotipi-
cas mediante el software GENEPOP (Rousset 1995); se realizé un
test de asociacion alélica y genotipica calculando los OR, con in-
tervalos de confianza del 95% y valores p (Cerda et al. 2013) para
los grupos de fumadores vs exfumadores, fumadores vs controles
de fumadores y exfumadores vs controles de exfumadores. Ade-
mas, se evalud la correlacion con el nimero de cigarrillos por dia
y la edad de inicio mediante el software PLIK (Purcell et al. 2007)

5-CCCGTTCAAAAATCAGGAAA-3'

5-GGGAAGCAGGACACAAACTC-3'

RESULTADOS

Mediante los andlisis no genéticos no se observaron diferencias
significativas en las proporciones de hombres y mujeres fuma-
dores y exfumadores (p= 0,73); tampoco se determinaron dife-
rencias entre sexos en relacion con la cantidad de cigarrillos y la
edad de inicio (tabla 2).

Tabla 2. Proporcién de sexos para cada grupo, cantidad de cigarrillos por dia y edad en la cual se inicié el

consumo de tabaco para cada grupo (fumadores y exfumadores)

Porcentaje

Grupo de casos
sexos

de Media Media edad de
cigarrillos/dia’ inicio

( Mujeres ) (

42,86

) (1330%894) ) ( 1630%(353) )

Total 100,00

12,27+(9,42) 15,41%(3,52)

( Mujeres ) ( 40,00

D G VD B G

()" Desviacién estandar
2 ND: Dato no disponible
3 NA: No aplica

En cuanto a los resultados obtenidos para el SNP rs6801272 ubi-
cado en el gen CYP2A6, la genatipificacién de 110 individuos (30
fumadores, 33 exfumadores y 47 controles) evidencid, en todas
las muestras analizadas, una banda de 587 pb correspondiente al
genotipo TT; al establecer la homogeneidad genotipica en el 40%
de las muestras se concluyé que el locus es monomorfico, por lo
cual no se continuo con la genotipificacion.
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Total 100,00

Para el SNP rs680244 se genotipificaron 183 individuos (33 fuma-
dores, 57 exfumadores, 42 controles de fumadores, 51 controles
de exfumadores) y se encontraron tres genotipos: AA, AG y GG;
posteriormente se calculd la frecuencia alélica y genotipica en
cada grupo. Se observé una mayor frecuencia del alelo A en fu-
madores y la presencia del genotipo AA solo en un individuo del
grupo de fumadores (tabla 3).



Cardona-Villa et al.

(Actualidades [

Tabla 3. Frecuencias genotipicas y alélicas para cada grupo fumadores, exfumadores, controles fumadores y
controles exfumadores

Genotipos y alelos Fumadores Exfumadores Controles Controles
umadores
fumad exfumadores

( AG ) ( 0,03 ) ( 0,05 ) ( 0,17 ) ( 0,04 )
GG 0,94 0,95 0,83 0,96
A 005 003 8 002
( G ) ( 0,95 ) ( 0,97 ) ( 0,92 ) ( 0,98 )

Actual Biol 39 (107):24-30,2017 | DOI: 10.17533/udea.acbi.v39n107a03

Al realizar los analisis genético—poblacionales, se encontré equili-
brio de Hardy Weinberg para todos los datos con excepcion de la
categoria ‘casos fumadores” (datos no mostrados). La revisién de
la distribucion de genotipos en funcion de las frecuencias alélicas
demostré que si bien no se esperaba un genotipo homocigdtico,
dada la baja frecuencia del alelo de riesgo (0,05), este si fue de-
tectado en este grupo. Al realizar el test de asociacion genotipica

y alélica no se obtuvieron resultados significativos para ninguna
de las comparaciones entre fumadores, exfumadores y los res-
pectivos controles (tabla 4); también se encontré que no existe
una correlacion entre dicha variante y la cantidad de cigarrillos
consumidos o la edad de inicio, ya que los coeficientes de deter-
minacion fueron 0,00 (p = 0,86) y 0,02 (p = 0,50) respectivamente.

Tabla 4. Odd Ratio (OR) para los test de asociacién alélica y genotipica entre fumadores vs exfumadores,

fumadores vs controles y exfumadores vs controles

Asociacién genotipica y alélica

Asociacién genotipica Asociacion alélica

[ fumacores vs ) [3,92(0,15a99,48)3] [ 0,40 j [0,52(0,13:;\2,11)] [ 0,36 j
exfumadores vs 0,8957 (0,17 a 45,96)3 0,96 1,35(0,22 a 8,25) 0,74

controles ex fum

1. controles fum: controles fumadores
2. controles exfum: controles exfumadores
3.ORy el ()" intervalos de confianza del 95%
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DISCUSION

No se encontré una diferencia significativa en la proporciéon de
sexos en fumadores y exfumadores; la OMS (2010), durante un
estudio realizado en 150 paises, establecié que la proporcion de
sexos, aungque en la mitad de los paises era de 40% hombres
y 9% mujeres; en el otro 50% la diferencia no era significativa.
Sumado a lo anterior, al compararse el porcentaje de fumadores
habituales en la muestra de la poblacién de Itagti (15,96%), con
los datos registrados por la OMS (2017) para diferentes paises,
encontramos que este valor es alto en relacién con otros paises,
indicando una alta prevalencia del consumo de tabaco.

Dado que se ha establecido que la poblacién de estudio presenta
un 70% de ancestria europea (Duque et al. 2012), se esperaba
encontrar para el SNP rs6801272 ambos alelos. Sin embargo,
para América, el proyecto 1000 genomas registra una frecuencia
del alelo T del 0,0072 (NCBI 2014), lo cual es congruente con los
resultados de este estudio. La ausencia del alelo T pudo originar-
se por un efecto fundador ya que la poblaciéon de Antioquia fue
establecida por europeos, africanos y amerindios (Duque et al.
2012). Por otra parte, segun Keyeux et al. (2000), los grupos indi-
genas son, desde el punto de vista genético, muy homogéneos o
monomorficos, en relacién con otras poblaciones, lo cual puede
estar también reflejandose en estos hallazgos.

El alelo presente en la poblacién de Itagui codifica una enzima
que procesa la nicotina mas rapido en relacion con la enzima en
presencia del alelo A, que conlleva a un cambio aminoacidico de
Leu por His en la posicién 160, resultando en la inactividad enzi-
matica; por tanto, los individuos podrian categorizarse como me-
tabolizadores normales, es decir, los individuos con el genotipo
GG procesan la nicotina mas rapido respecto a los individuos que
poseen el alelo A, asi, la sensacion producida por un cigarrillo es
menos duradera comparada con los individuos que presentan el
alelo mutante; se podria concluir que el genotipo GG, hallado en
la poblacién, conlleva a un consumo mayor de cigarrillos, segun
Osorio (2010) y Raunio (2001).

En cuanto al rs680244 se observd que aun cuando los intervalos
de los OR no son significativos estos se encuentran mas distribui-
dos hacia la derecha, indicando una posible asociaciéon que no
fue detectada en este estudio; es posible que al evaluarlo junto
con otras variantes genéticas y no genéticas se modifique este
resultado.

También se observd que la frecuencia del alelo A es mas alta en
fumadores que en el resto de grupos, siendo esto consistente con
los estudios de Cerda et al (2013) y Chen y Bierut (2013) donde
se relaciona el alelo A con una disminucion en la probabilidad de
abandono, debido a que incrementa el sindrome de abstinencia;
no obstante, la frecuencia encontrada para este alelo es menor
que la registrada para poblacion hispana (0,26) (Ning et al. 2001)
y para América (0,22) de acuerdo con el estudio de los 1000 ge-
nomas (NCBI 2014).

Es de resaltar que aun cuando el grupo de fumadores se encuen-
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tra fuera del equilibrio de Hardy Weinberg, el valor p es 0,045.
Dicho resultado se debe al individuo homocigético observado;
aunque ante frecuencias alélicas bajas, como en este caso, se
espera que el alelo se encuentre en forma heterocigética (Kalmes
y Huret 2001), esta Unica observacioén es insuficiente para deter-
minar la asociacion ya que las pruebas de ji cuadrado y exacta
de fisher se ven afectadas por el nimero de observaciones segun
Pértega y Pita (2004), lo que explicaria la no obtencién de diferen-
cias entre los grupos de estudio.

Dado que las frecuencias para el SNP rs680244 son diferentes a
las registradas por otros estudios, lo que puede deberse a que la
muestra en este trabajo no fue tomada al azar si no bajo los cri-
terios anteriormente expuestos, logrando modificar la distribucion
de los genotipos y alelos (Hedrick 2011).

Para futuras investigaciones se recomienda incluir la interaccion
con otros genes ya que una de las limitaciones de este estudio fue
la cantidad de mutaciones que se pudieron evaluar; en fenotipos
complejos pueden estar interactuando multiples genes. Un gen
que podrfa ser incluido seria SLC6A44 que codifica una proteina
de membrana llamada DAT lo cual podria revelar si la variante
evaluada en conjunto con otros genes esta involucrada en el ha-
bito de fumar (Pombo 2014, Schellekens 2012, Watanabe 2011).

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos permiten concluir que no existe dife-
rencia en la proporcion de hombres y mujeres que fuman o que
abandonan el cigarrillo; ademas, se detecté un elevado consumo
de cigarrillos en la poblacion por lo cual es pertinente continuar
realizando estudios de este tipo.

Adicionalmente, considerando los hallazgos para el SNP
rs680244, se puede concluir que aun cuando los OR obtenidos
no son significativos, aumentar el tamafio de la muestra y adicio-
nar otros genes permitiria evaluar nuevas interacciones del gen
CHRNAS relacionadas con el habito de fumar.
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