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Introduccion

1. INTRODUCCION

El cancer de cavidad oral y faringe (COF) comprende genéricamente muchas
localizaciones anatémicas diferentes y se engloba dentro de los tumores de cabeza
y cuello, que constituyen todos los tumores que afectan a la regiéon de la cabeza y
cuello (tumores de la cavidad nasal, senos paranasales, cavidad bucal, labios,
glandulas salivares, faringe, laringe y cuello). Parte de estos tumores también
forman parte de los denominados tumores del tracto respiratorio superior, que
incluyen las localizaciones de la nariz, cavidad oral, faringe, laringe y traquea.
Aunque muchos estudios evaltan estos tumores de forma conjunta se reconoce
que los factores de riesgo pueden ser diferentes segin las localizaciones. En el
presente trabajo de investigacion se evaluara especificamente el cancer de cavidad
oral y faringe, excluyendo el labio. A continuacién se describe la clasificaciéon de

este tipo de cancer.

1.1. Clasificacién del cancer de cavidad oral y faringe

Segtn la décima edicién de la “Clasificacion Estadistica Internacional de Enfermedades
y Problemas relacionados con la Salud” (CIE-10) editada por la Organizaciéon Mundial
de la Salud, el cancer de cavidad oral y de faringe comprende las localizaciones

C00-C14:

Cancer de la cavidad oral:

C00- Tumor maligno de labio

C01- Tumor maligno de la base de la lengua

C02- Tumor maligno de otras partes y de las no especificadas de la lengua
C03- Tumor maligno de la encia

C04- Tumor maligno del piso de la boca

C05- Tumor maligno del paladar
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C06- Tumor maligno de la mucosa de la mejilla
CO07- Tumor maligno de la glandula parétida
C08- Tumor maligno de otras glandulas salivales y de las no especificadas

Céancer de faringe:

C09- Tumor maligno de la amigdala
C10- Tumor maligno de la orofaringe
C11- Tumor maligno de la nasofaringe
C12- Tumor maligno del seno piriforme
C13- Tumor maligno de la hipofaringe

C14- Tumor maligno de la faringe, parte no especificada

1.2. Epidemiologia del cancer de cavidad oral y faringe

El cancer de cavidad oral y faringe representa un importante problema de salud a
nivel mundial. Segtn los datos de GLOBOCAN 2002, proporcionados por la IARC
(International Agency for Research on Cancer)? se estiman 484.628 casos nuevos
de cancer de cavidad oral y faringe en todo el mundo y 261.784 muertes anuales
por esta patologia. La tasa de incidencia y prevalencia de estos tumores es el doble
en hombres que mujeres y afectan fundamentalmente a paises de la Melanesia,
Asia Central y a algunos paises europeos, aunque las distribuciones varian

dependiendo del sexo y de la localizacién del tumor.

1.2.1. Incidencia

V' Esparia

En Espafia, el cancer de la cavidad oral es el sexto tumor que aparece con mas
frecuencia en la poblacién masculina?. Segun los datos proporcionados por la

IARC (GLOBOCAN 2002) se estiman 4.036 casos nuevos de cancer oral y 2.353
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casos de faringe en hombres, lo que conforma el 6,5% de todos los canceres nuevos
que aparecen en este sexo. Datos de la Unién Europa de 1998 estimaban 31,71
casos nuevos/100.000 en hombres y 3,89/100.000 en mujeres (tasas estandarizadas

por la poblacién europea)s.

Dentro de nuestro pais, los datos de algunos registros poblacionales espafioles
disponibles ponen de manifiesto importantes diferencias en las tasas de incidencia
de céncer de cavidad bucal y faringe para las distintas regiones y provincias
evaluadas. Mientras que ciertas provincias como Zaragoza, Girona y Navarra no
superan los 25 casos/100.000 habitantes en hombres, otras como el Pais Vasco
alcanzan los 40 casos/100.000 habitantes (tasas ajustadas a la poblacién europea)?.
Aunque son pocos los registros existentes de forma general parece apreciarse un

aumento en la incidencia de estos tumores.

Tabla 1. Tasas ajustadas, con la poblacién europea, de incidencia de COF de los diferentes registros
poblacionales espafioles

" Afodel Tasas de incidencia
Provincia :
registro ’W ’W
Albacete 1993-1997 29,39 3,24
Cuenca 1993-1997 28,32 3,74
Girona 1994-1997 23,82 3,09
Granada 1993-1997 32,27 3,05
Murcia 1993-1996 27,38 3,90
Navarra 1993-1997 25,95 3,54
Asturias 1992-1995 26,23 3,37
Canarias 1993-1995 35,50 4,36
Tarragona 1993-1997 25,40 3,34
Zaragoza 1991-1995 23,52 2,66
Pais Vasco ~ 1988-1991 40,37 3,38
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v' Comparaciones internacionales

Dentro de Europa se estima que en el 2006 aparecieron 78 500 casos nuevos de
cancer de la cavidad oral y faringe (4,6% del total de nuevos canceres

diagnosticados dentro de Europa)®.

En hombres, el cancer de cavidad oral es el octavo tumor més incidente a nivel
mundial, siendo éste responsable del 3% de los nuevos canceres diagnosticados en
este sexo?. Las tasas de incidencia (estandarizadas por la poblacién mundial) mas
altas se observan en Nueva Guinea (40,9 casos nuevos/100.000 habitantes) e islas
Salomén (34,1 casos nuevos/100.000 habitantes). A continuacién se sitdan ciertos
paises europeos y Sri Lanka pero con valores inferiores a 20 casos/100.000
habitantes. En mujeres, sobresalen igualmente Nueva Guinea e Islas Salomén y
ciertos paises de Asia (Bangladesh y Pakistan) pero con tasas de incidencia

inferiores a 30 casos/100.000 habitantes.

Dentro de Europa, las tasas mas elevadas de cancer de la cavidad oral se observan
en los paises del Oeste y Sur?. Espafia es, después de Hungria y Francia el tercer
pais europeo con mas incidencia de casos de cancer de la cavidad oral en este sexo.
Entre los paises con menores tasas de incidencia destaca Grecia, seguida por
varios paises del Norte (Islandia, Suecia, Reino Unido, Finlandia y Holanda),
todos ellos con cifras inferiores a los 6 casos/100.000 habitantes. En mujeres
europeas, los tumores de la cavidad oral son raros y no superan los 5 casos
nuevos/100.000 habitantes. Con la excepcion de Hungria, el patrén de
distribucién geogréfica es inverso al observado en los hombres. Los valores mas
altos de incidencia se presentan en los paises del Norte y Oeste de Europa y los

mas bajos en los paises del Este (ver figura 1).
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Figura 1. Tasas de incidencia del cancer de la cavidad oral a nivel mundial (GLOBOCAN 2002)

Tasas de incidencia ajustadas por la poblacién mundial, por
100.000 habitantes. (Hombres)
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En cuanto a los tumores de faringe (sin incluir la nasofaringe) se puede observar

que en hombres las incidencias més altas se presentan igualmente en los paises

europeos y Asia Central pero las tasas de incidencia (estandarizadas por la

poblacién mundial) halladas son inferiores a 16,9. Profundizando en los datos

europeos se aprecia un patréon de distribucién geografica similar al observado en

relaciéon al cancer de cavidad oral, encontrandose las tasas mas elevadas en los

paises del Oeste y Sur de Europa y las mas bajas en los paises del Norte. Destacan

una vez mas paises como Hungria, Francia y Luxemburgo, con tasas de incidencia

que duplican las de la mayoria de los paises Europeos. Espafia estd entre los

primeros 15 paises con mayores tasas de incidencia (7,4 casos nuevos/100.000). En

mujeres se observa el mismo patrén de distribucién pero estas tltimas presentan
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valores inferiores a 2,5 casos nuevos/100.000. En Espafia, las incidencias para estos

tumores en mujeres son muy bajas?.

Figura 2. Tasas de incidencia del cancer de faringe a nivel mundial (GLOBOCAN 2002)
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En la figura 3 se puede observar un mapa en el que se representan las tasas de

incidencia mundiales para el cancer de cavidad oral y faringe.
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Figura 3. Mapas de la distribucién mundial del cancer de cavidad oral y faringe en hombres.
Tasas de incidencia andarizadas por la poblacién mundial por 100.000 habitantes
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Los tumores de nasofaringe muestran tasas de incidencia similares a las de faringe
en los paises de Asia Central, pero en Europa las tasas de incidencia son muy bajas

e inferiores a 1,7 casos nuevos/100.000 habitantes. En mujeres, los tumores de
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nasofaringe son muy raros y se presentan casi exclusivamente en algunos paises

de Asia Central?.

1.2.2. Prevalencia

V' Esparia

En Espafa, el cancer oral es el sexto tumor mas prevalente y en hombres es
responsable del 5% de todos los casos de cédncer que existen en este sexo (ver
figura 4)2. Segtin datos de la IARC (GLOBOCAN 2002) se estiman en nuestro pais
3.524 casos a 1 afio y 12.350 casos a 5 afos. En mujeres la prevalencia estimada es

muy inferior, estimdndose 821 y 3.136 casos a 1 y 5 afos, respectivamente.

Figura 4. Prevalencia del cancer oral en Espafia
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Respecto al cancer de faringe, segtin los datos de la IARC los hombres presentan

una prevalencia a 5 afios de 4.653 casos y las mujeres una prevalencia de 352 casos.

Los datos de la mortalidad y prevalencia de la Unién Europa para 1998 (EUCAN)
ponian de manifiesto una prevalencia de 5.284 casos a 1 afio y 22.202 casos a 5

afios para la totalidad de tumores de la cavidad bucal y faringe.

v" Comparaciones internacionales

A nivel mundial el cancer oral, es al igual que en Espafia, el sexto tumor mas
prevalente en hombres y representa el 4% de todos los tumores que se producen
en este sexo. Segun los datos de la IARC para el 2002 se estiman en hombres
466.683 casos a 5 afios?. Es una enfermedad que prevalece sobre todo en
determinados paises de Asia Central, Norteamérica y Oeste de Europa. Despuntan
la India y Estados Unidos con 127.573 y 51.654 casos prevalentes a 5 afios.
Analizando los datos europeos observamos que segun los datos de incidencia, los
paises del Oeste, Este y Sur de Europa presentan mds enfermedad de cancer oral y
los del Norte menor prevalencia. Espafa es, después de Francia y Alemania, el

tercer pais con mayor prevalencia de cdncer de la cavidad oral (ver figura 5).

En mujeres se estiman 273.356 casos de la cavidad oral a nivel mundial®. Al igual
que ocurria en hombres, las prevalencias mas altas se presentan en la India y
EEUU pero los valores son aproximadamente la mitad de los observados en el
anterior sexo (77.170 y 27.625 casos a 5 afios, respectivamente). De forma general,
se puede decir que en Europa la prevalencia es baja ya que sé6lo 10 de los 37 paises
que presentan datos superan los 1.000 casos a 5 afios. Son excepciones paises como
Alemania, Rusia, Reino Unido, Francia, Italia y Espafia con valores que superan a

los 3.000 casos a 5 afios (ver figura 5).
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Figura 5. Prevalencia del cancer oral en los distintos paises europeos.
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El patrén de distribucion geografica del cancer de faringe es similar al observado

en relacién al cancer de la cavidad oral para ambos sexos, aunque la prevalencia

en la mayoria de los paises es significativamente inferior. A nivel mundial

destacan igualmente la India y Estados Unidos con 70.384 y 22.021 casos

prevalentes a 5 afios en hombres y 14.558 y 5.438 casos a 5 afios en mujeres. En

Europa, despuntan claramente Francia y Alemania con prevalencias muy

superiores al resto de los paises de su entorno (ver figura 6). En mujeres estos

tumores son casi exclusivos de estos anteriores paises, Rusia, Reino Unido e Italia.

En los paises restantes las prevalencias a 5 afios son inferiores a 500 casos. Esta

enfermedad es practicamente inexistente en los paises del Norte de Europa?.
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Figura 6. Prevalencia del cancer de faringe en los distintos paises europeos.
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1.2.3. Mortalidad

V' Espafia

Segtn los datos mas recientes proporcionados por el proyecto Cancer en Cifras®,
financiado por el Centro Nacional de Epidemiologia (CNE), el cancer de cavidad
bucal y faringe (sin incluir tumores de labio y nasofaringe) fue en 2006
responsable de 1.730 fallecimientos en hombres y 412 defunciones en mujeres. La
edad promedio al fallecimiento fue de 63,71 y 68,14 afios, respectivamente. La tasa
de mortalidad (estandarizada por edad y por poblacion europea) fue de 7,34 y 1,24
muertes/100.000 habitantes. Datos del CNE’ para el 2005 atribuyen a estos
tumores 14.144,78 anos potenciales de vida perdidos, lo que equivale al 1,65% del

total de afios potenciales de vida perdidos por todas las causas de muerte. En
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mujeres se atribuyen a estos tumores 2.628,6 afios potenciales de vida perdidos,

valor equivalente al 0,72% del total de afios de vida perdidos por todas las causas.

En hombres, las tasas de mortalidad mas elevadas se observan en Melilla (21,76
muertes/100.000 habitantes) seguida de Canarias, Albacete y ciertas provincias de
las comunidades del Norte de Espafia (Asturias, Ledn, Galicia y Pais Vasco), con
tasas que ligeramente superan las 10 muertes/100.000 habitantes® (ver figura 7).
Dentro de Galicia las provincias de Orense y La Corufa son las que presentan las

mayores tasas de mortalidad (11,28 y 9,94 muertes/100.000 habitantes)®.

Figura 7. Mortalidad por cancer de la cavidad bucal y faringe en Espafia (Hombres).
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En mujeres las tasas de mortalidad del cancer de cavidad bucal y faringe ajustadas
a la poblacion europea son < 2 muertes/100.000 habitantes en todas las provincias,
exceptuando Santander, Tenerife y Albacete. Las tasas de mortalidad son en todos

los casos inferiores a 3 muertes/100.000 habitantes (ver figura 8).
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Figura 8. Mortalidad por cancer de cavidad bucal y faringe en mujeres.
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En cuanto a la evolucién temporal de la enfermedad se puede observar que la
tendencia es la misma para Galicia que para el resto de Espafa (ver figura 9).
Segtn los datos del CNE” y los datos presentados en el proyecto Cancer en Cifras®,
la mortalidad en hombres aumenté bruscamente durante los afios 80, se mantuvo
ligeramente constante durante la década de los 90 y muestra una clara tendencia a
la baja en los ultimos 10 afios. En mujeres el patron es muy diferente,

observandose un aumento en todas las provincias a partir de 1985.
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Figura 9. Evolucién del COF en Espafa y Galicia®
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v' Comparaciones internacionales

A pesar de que Espafia se encuentra entre los paises con mayores tasas de
incidencia y prevalencia para los canceres de cavidad oral y faringe en hombres,
las tasas de mortalidad son muy inferiores a las encontradas en los paises asiaticos
y en los de Europa del Este2. De forma general, se puede afirmar que la mortalidad
es similar a la hallada en otros paises del Sur y Oeste de Europa, pero elevada en
relacion a la de Estados Unidos y a la de paises del Norte de Europa como Reino

Unido, Finlandia, Islandia y Suecia (ver figura 10).

Figura 10. Mapa mundial de la mortalidad por COF en hombres.
(Tasas de mortalidad estandarizadas por 100.000 habitantes)
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FARINGE (C09, C10, C12-C14)
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En cuanto a la evolucion temporal de la mortalidad por cancer de cavidad oral y
faringe en Europa se deduce que, de forma global no existen grandes variaciones
en la dltima década aunque las tendencias varian en funcién de la distribucién
geografica (ver figura 11). Mientras que en ciertos paises del Oeste como
Luxemburgo y Francia parece observarse una clara tendencia negativa, paises del
Este como Hungria, Lituania y Ucrania mantienen una tendencia positiva

(GLOBOCAN 2002)2.
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Figura 11. Evolucién de la mortalidad por COF en Europa
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1.2.4. Supervivencia

Segun los resultados del proyecto EUROCARE-3, estudio que incluyé 1.815.584
pacientes adultos y 23.500 nifios con cancer de los registros participantes que
fueron diagnosticados durante 1990-1994, la probabilidad de sobrevivir 5 afios tras
el diagnodstico de cancer de cavidad oral y faringe es del 36% para hombres y del
52% para mujeres8. Globalmente, la supervivencia en Espafa es similar a la de los
paises de nuestro entorno aunque ligeramente inferior a la de ciertos paises como
Suiza, Holanda, Suecia e Inglaterra. Segin el registro SEER “Surveillance
Epidemiology and End Results”, la supervivencia en EEUU es superior a la
Europea (59,1%)°. De forma general, la probabilidad de sobrevivir a los 5 afios es
inferior para los tumores de orofaringe e hipofaringe que para los tumores de la

cavidad oral.
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1.3. Factores de riesgo del cancer oral y de faringe

1.3.1. Tabaco.

El habito tabaquico se introdujo en Europa por los colonizadores de Centro
américa y América del Sur en el Siglo XVI. En la actualidad el consumo de tabaco
estd extendido por todo el mundo. En el 2003 se estimaba que habia 1.300 millones
de fumadores en el mundo'?. Mientras que en los paises desarrollados el tabaco se
consume habitualmente en forma de cigarrillos, en los paises asidticos y en los
paises en vias de desarrollo predominan otras formas de tabaco. Los bidis, que
consisten en tabaco envuelto en una hoja de temburni son las formas de consumo
mas comun en Asia y en la India. Los kreteks que son cigarrillos con sabor a clove,
contienen muchas sustancias con sabores exéticos y eugenol, se fuman con
frecuencia en Indonesia. En los paises asidticos y en Sudamérica también es muy
frecuente la preparacion de tabaco para mascar (betel quid o pan), a menudo
asociado con nuez de areca y envuelto en hoja de betel, aunque también puede
contener otros ingredientes que le confieren sabor y aroma (lima, aceite de sésamo,

indigo, mentol, etc).

Segun los datos proporcionados en el dltimo informe de la OMS (Organizacién
Mundial de la Salud) sobre la epidemia de tabaco de 20081, el consumo de tabaco
a nivel mundial prevalece sobretodo en hombres y es mas frecuente en paises
asidticos y europeos. De forma general, dentro de Europa, el mayor consumo de
tabaco se produce en los paises del Este, con un porcentaje de hombres fumadores
que superan el 60% en paises como Rusia, Bielorrusia e Ucrania. Los consumos
mas bajos se encuentran en los paises del Norte (Suecia, Islandia, Irlanda y
Finlandia). En Espana el consumo es intermedio. Este anterior informe estima un
36,4% de fumadores entre los hombres y un 32,7% de fumadores entre las mujeres.
A nivel nacional, los datos preliminares de la encuesta domiciliaria sobre alcohol y

drogas 2007-2008'2, ponen de manifiesto que un 41,7% de la poblaciéon espafiola
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entre 15-64 afios ha consumido tabaco en el dltimo afio y un 29,6% lo consume
diariamente. La encuesta nacional de salud del afio 2006, estimaba un 26,4% de
fumadores diarios, un 3% de fumadores ocasionales y un 20,5% de exfumadores.
De los fumadores diarios un 42,3% fumaba 20 o mas cigarrillos al dia'3. En Galicia,
los porcentajes observados en el ultimo informe publicado sobre el consumo de
drogas en Galicia 2006 son similares!. Un 31,3% de la poblaciéon mayor de 12 afios

fumaba a diario (38,1% de hombres y 25,1% de mujeres).

v Evidencia epidemioldgica de la asociacion entre el tabaco y el cancer de cavidad oral
y faringe

La primera asociaciéon del tabaco con el cancer de cavidad oral y faringe data de
1837, cuando se describi6 el primer caso de cancer de lengua en un mascador de
de tabaco!®. Estudios epidemiolégicos llevados a cabo en todo el mundo desde
entonces han demostrado un aumento en el riesgo para los individuos fumadores,
que, a su vez, parece incrementarse al aumentar el consumo diario y los afios
fumados, pero la magnitud del riesgo parece diferir significativamente entre los
distintos estudios. De forma general, parecen existir indicios de que el riesgo es
mucho mayor en Espafa, Italia y Latinoamérica que en los paises del Norte de

Europa, EEUU o los paises asiaticos (ver tabla 2).

En Espafia, el estudio de Castellsagué et al'® que incluye 375 casos incidentes de
cavidad oral y faringe y 375 controles hospitalarios, muestra un riesgo
aproximadamente 6 veces mayor para los fumadores actuales frente a los no
fumadores (OR=6,4 1C95% 3,3-12,4). El riesgo aumenta proporcionalmente con el
consumo diario (OR 1-10cig/dia=3,6; OR>41cig/dia =12,2) y con la duracién del habito, y
es de 2 a 4 veces mayor para los fumadores de tabaco negro. El riesgo en los
exfumadores es aproximadamente 3 veces menor que en los fumadores actuales.
El grupo de Sdnchez et al'?, con 375 casos y 375 controles plantea riesgos similares

para los fumadores actuales (OR=5.9 IC95% 3,1-11,4). Moreno-Lopez et all
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investigaron 75 casos de la cavidad oral y obtuvieron riesgos similares a los

anteriores (OR=5,3).

Los estudios llevados a cabo en Italia muestran riesgos ligeramente superiores a
los hallados en los estudios espafioles. Uno de los mds recientes y de mayor
tamafio (736 casos de cavidad oral y faringe y 1.877 controles hospitalarios)
encuentra un riesgo de 17,7 veces mayor para los fumadores en comparacion a los
no fumadores (OR=17,7 IC95% 11,6-26,8)'°. En este estudio el riesgo en fumadores
s6lo se reduce sustancialmente a partir de los 10-19 afos del cese del hébito
tabaquico (OR=4,9 1C95% 3-8,1). Rodriguez et al*, con 137 casos y 298 controles,
muestran que el riesgo aumenta con el consumo de cigarrillos/dia y oscila entre
4,37 para los que fuman menos de 15 cig/dia a 17,5 para los que fuman mas de 25
cig/dia. En los estudios llevados a cabo con anterioridad se observa igualmente un
aumento en el riesgo con el consumo de cigarrillos, variando éste entre 2,4 y 5,3
para los que consumen menos de 15 cig/dia y entre 9,1 y 14,8 para los que
consumen més de 25 cig/dia?-?. En el estudio de Franceschi et al?? publicado en
1990 el riesgo de cancer de la cavidad oral en exfumadores en relacién a no

fumadores desaparece a partir de los 10 afios de abandono del habito tabaquico.

En los estudios realizados en Latinoamérica los riesgos de padecer distintos
tumores de cavidad oral y faringe en individuos fumadores varian entre 5,5 y
23,3%426_Uno de los estudios de mayor tamafio, realizado en Uruguay, incluye 776
casos de cavidad bucal y faringe y 1.501 controles?*. En él se encuentra una OR de
11,0 para el cancer oral y una OR de 25,7 para el cancer de faringe. El riesgo en no
fumadores se reduce significativamente a los 10 afios de dejar de fumar. Garrote et
al llegan a las mismas conclusiones en un estudio llevado a cabo en Cuba?. En
Brasil, Franco et al? estratifican los resultados de céncer de la cavidad oral por
localizaciéon y encuentran un riesgo muy superior para el cancer de lengua que

para otros tumores de la cavidad oral.
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En dos estudios llevados a cabo en el Norte de Europa los riesgos de padecer

cancer de cavidad oral y faringe como consecuencia del tabaco son inferiores a los

demostrados en los anteriores paises para todos los niveles de consumo?’2. En el

Reino Unido y EEUU los riesgos son todavia mds bajos llegando a ser no

significativos para los fumadores de menos de 20 cigarrillos/dia o para los que

fumaron durante menos de 40 anos?3L En la tabla 2 se proporciona un resimen

de los principales resultados de los estudios que investigan la asociacién entre el

tabaco y el cancer de cavidad oral y faringe.

Tabla 2. Resumen de los estudios que investigan la asociacién entre el tabaco y el céancer de
cavidad oral y faringe.

Autor, afo y

Caracteristicas del
estudio

Nuamero

OR fumadores

ORex-fumadores

origen

casos/controles

(IC95%)

(IC95%)

(43.2%) y faringe
(56.8%).

-Exclusién de labio
y nasofaringe.
-Controles
hospitalarios

10-19 cig/ dia: 6,2 (2,9-13,4)
20-29 cig/dia: 10,8 (5,1-
22,9)

> 30 cig/dfa: 14,0 (6,8-30,7)
Cancer de faringe:

OR= 25,7 (10,3-64,4)

1-9 cig/dia: 7,1 (2,6-19,3)
10-19 cig/dia: 13,2 (5,1-
33,8)

20-29 cig/dia: 22,8 (9,0-
57,6)

> 30 cig/dfa: 28,3 (11,2-
71,4)

Alguna vez fumadores:
Cancer oral:

7.7 (4.2-18.0)

Cdncer de faringe:

18,6 (7,4-46,3)

Muwonge et -Estudios de casosy  -282 casos Fumadores de cigarrillos: Exfumadores:
al (2008)32 controles anidado. (58% H) 1,0 (0,6-1,9) 1,0 (0,5-2,1)
India -Casos incidentes de  -1.410 controles ~ Fumadores de bidi:
céancer oral. (57.8% H) 1,9 (1,1-3,2)
Bosetti et al -Analisis de 2 -736 casos 17,68 (11,6-26,8) <10 afios: 10,98 (7-17.2)
(2008)10 estudios de casosy ~ (100%H) 10-19 anos: 4,96 (3-8,1)
ITtalia controles sobre -1.877 controles >20 afios:2,89 (1,6-5,2)
céncer oral y faringe  (100%H)
llevados a cabo en
Italia.
-Controles
hospitalarios.
De Stefani et -Estudio de casosy  -776 casos Fumadores actuales: Cancer oral:
al (2007)24 controles. (100%H) Cancer oral: Exfumadores:
Uruguay -Casos incidentes de  -1501 controles OR= 11,0 (6,0-25,9) 4,3 (2,0-9,3)
cavidad bucal (100% H) 1-9 cig/difa: 2,1 (0,8-5,3) Exfumadores 1-9 afios:

0,65 (0,44-0,94)
Exfumadores 10-19
afios: 0,16 (0,08-0,32)
Exfumadores > 20
afios: 0,15 (0,07-0,31)

Cancer de faringe
Exfumadores: 10,1
(10,3-64,4)
Exfumadores 1-9 afios:
0,64 (0,45-0,91)
Exfumadores 10-19
afios: 0,22 (0,13-0,39)
Exfumadores > 20
afos: 0,22 (0,12-0,4)
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Autor, afio y

Caracteristicas del

Numero

OR fumadores

ORex-fumadores

origen

estudio

casos/controles

(IC95%)

(IC95%)

Vlajinac et al -Estudio decasosy 100 casos Fumadores actuales: 5,71 (2,05-15,8)
(2006)33 controles (89% H) 6,85 (2,16-21,77)
Serbia -Casos de 100 controles
orofaringe
-Controles
hospitalarios
Rodriguez et  -Andlisis de 2 -137 casos (83% <15 cig/dia: 4,37 (1,7- Exfumadores: 2,3 (0,9-

al (2004)20 estudios de casosy ~ H) 11,23) 5,86)
Ttalia controles llevadosa  -298 controles 15-24 cig/dia: 11,2 (4,48- Exfumadores 1-5 afos:
cabo en Italia. (76% H) 28,3) 3,45 (1,14-10,45)
-Casos de COF en > 25 cig/dia: 17,5 (6,54- Exfumadores > 5 afios:
menores de 46 afios. 46,7) 1,37 (0,43-4,32)
-Controles
hospitalarios
emparejados por
edad, sexoy
procedencia
Llewellyn et -Estudio de casosy ~ -116 casos (55%  Hombres Hombres
al (2004)31 controles. H) <10 cig/dia: 0,6 (0,2-1,5) 1,2 (0,6-2,6)
Reino Unido -Casos de cancer -207 controles 11-20 cig/dia: 1,4 (0,6-3,5)
oral (< 45 afios) (55% H) =21 cig/dia: 1,3 (0,4-3,8) Mujeres
0,8 (0,3-1,9)
Mujeres
<10 cig/dia: 0,7 (0,3-1,8)
11-20 cig/dia: 1,1 (0,5-2,6)
>21 cig/dia: 1,5 (0,5-4,6)
Castellsagué -Estudio de casosy ~ -375 casos Fumadores actuales: Exfumador:
et al (2004)16 controles (81.1% H) 6,41 (3,32-12,37) 2,36 (1,21-4,60)
Espafia -Casos incidentes de  -375 controles 1-10 cig/ dia: 3,66 (1,42- Exfumador de 1-40
COF. (81,1% H) 9,43) afios: 2,4 (1,2-4,9)
-Controles 11-20 cig/ dia: 8,48 (3,71- Exfumador > 41 afios:
hospitalarios 19,4) 2,8 (1,2-6,3)
21-30 cig/dia: 8,81 (3,8-
20,3)
31-40 cig/dia: 7,30 (2,8-
18,8)
>41 cig/ dia: 12,2 (4,08-36,5)
Fumadores en algin
momento:
4,10 (2,19-7,69)
Znaor et al -Estudio de casosy ~ 1.563 casos de Cancer oral: Cancer oral
(2003)34 controles céncer oral, 636 ~ Fumadores de cigarrillos: Exfumador de 2-4
India -Casos de cancer de faringe y 566 0,99 (0,79-1,23) afios: 0,49 (0,34-0,71)
oral (labio, lenguay de esofago Fumadores de bidis: Exfumador 215 afios:
boca), faringe y (100% H) 2,15 (1,75-2,6) 0,51 (0,34-0,76)
eso6fago. -3.638 controles
-Controles (100%H) Cancer de faringe: Cancer de faringe
hospitalarios Fumadores de cigarrillos: Exfumador de 2-4

1,79 (1,29-2,5)
Fumadores de bidis:
4,68 (3,5-6,27)

afios: 0,42 (0,23-0,67)
>15 afos: 0,24 (0,12-
0,48)
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Autor, afio y | Caracteristicas del Numero ‘OR fumadores ORex-fumadores
origen estudio casos/controles (IC95%) (IC95%)
Sanchezetal  -Estudiodecasosy  -375casos (81%  Fumadores actuales: Exfumadores:
(2002)17 controles. H) 5,96 (3,12-11,4) 2,16 (1,12-4,16)
Espana -Casos incidentes de - 375 Controles

COF. (81% H)

-Controles

hospitalarios
Garrote et al -Estudio decasosy ~ -200 casos Fumadores actuales: Exfumador:
(2001)2 controles. (71.5% H) <20 cig/dia: 6,3 (2,75- 6,31 (2,97-13,4)
Cuba -Casos de cavidad -200 controles 14,36) Exfumador < 10 afios:

oral y oro-faringe. (32%H) 20-29 cig/dia: 9,6 (4,3-21,6) 2,3 (1,1-4,8)

-Controles
hospitalarios

> 30 cig/dia: 20,8 (8,9-48,3)

Exfumador > 10 afios:
0,37 (0,16-0,85)

Moreno Lopez
et al (2000)18

-Estudio de casos y
controles.

-75 casos (84%
H)

Fumadores: 5,03 (2,42-
10,45)

Exfumadores:
0,87 (0,33-2,31)

Espana -Casos de cancer de  -150 controles 1-20 cig/dia: 3,08 (1,41-
cavidad oral 6,71)
-Controles > 20 cig/dia: 8,33 (3,41-
hospitalarios 20,4)
Bosetti et al -Combinacion de 2 197 casos Fumadores actuales: 1,60 (0,90-2,85)
(2000)35 estudios de casosy  (Mujeres) 1-14 cig/dia: 3,63 (2,34-
Italia y Suiza  controles 1.113 controles 5,64))
-Casos de COF. (Mujeres) >15 cig/dia: 4,56 (2,72-

7,62)

Talamini et al
(2000)21
Italia

-Estudio de casos y
controles

-Casos incidentes de
cavidad oral
-Controles
hospitalarios

-132 casos (75%
H)

-148 controles
(30.4%)

Fumadores actuales:

1-14 cig/dia: 2,4 (1,0-5,9)
15-24 cig/dia: 5,7 (2,2-15,0)
> 25 cig/dia: 14,8 (3,1-70,4)

2,4 (1,0-5,8)

Franceschi et

-Estudio de casos y

-344 (80% H)

Fumadores actuales:

Exfumadores: 2,1 (1.4-

al (1999)z controles casos de cavidad <25 cig/dia: 5,2 (3,7-7,3) 3.0)
Italia -Casos de COF. oral (81% H) y > 25 cig/dia: 9,1 (5,9-14,0)
-Controles 410 casos de
hospitalarios faringe (89% H)
Lewin et al -Estudio de casosy 128 casos de Fumadores actuales: Exfumadores:
(1998)28 controles. cavidad oral, 6,5 (4/4-9,5) 1,9 (1,3-2,8)
Suecia -Casos incidentes de 138 casos de <15 g/dia: 3,4 (2,3-5,1) Exfumadores <10
cabeza y cuello faringe, 157 de 15-24g/dia: 4,4 (2,9-6,5) afios: 3,2 (2,0-5,2)
-Controles laringey 123 de  >25 g/dia: 4,8 (2,9-8,1) Exfumadores 11-20
poblacionales esofago. afios: 1,7 (1,0-2,9)
-756 controles Fumadores en algin Exfumadores > 21
momento: afos: 0,9 (0,5-1,7)
4,0 (2,8-5,7)
Takezakietal -Estudio de casosy -266 casos (71% 1-19 cig/dia: 2,4 (1,5-3,6) Exfumadores 1-4 afos:
(1996)36 controles. H) 20-39 cig/dia: 2,8 (1,8-4,5) 4,1 (2,1-7,9)
Japén -Casos primarios de  -36.528 (27% H)  >40 cig/dia: 3,5 (1,8-7,0) Exfumadores de 5-14

cancer oral.
-Controles
hospitalarios

afios: 1,6 (0,8-3,2)
Exfumadores > 15
afios: 1,7 (0,8-3,7)
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Autor, afio y

Caracteristicas del

Numero

OR fumadores

ORex-fumadores

origen

estudio

casos/controles

(IC95%)

(IC95%)

Bundgaard et  -Estudio decasosy  -161 casos (60%  Fumadores actuales: No se proporcionan
al (1995)> controles. H) 1-20g/dia: 2,1 (1,3-5,0) datos
Dinamarca -Casos incidentes de  -400 controles >21 g/dia: 5,8 (3,1-10,9)
cancer intra-oral de  (62.5% H)
células escamosas.
-Controles
poblacionales
Rao et al -Estudio decasosy  -713 casos (100% Fumadores de bidi: No se proporcionan
(1994)37 controles. H) 1,59 (1,25-2,03) datos
India -Casos de cancer -635 controles Fumadores de cigarrillos:
oral. Exclusiondela (100% H) 0,56 (0,38-0,81)
base de la lengua y Otros fumadores (chilum,
paladar blando. hukka): 5,01 (1,35-21,9)
-Controles
hospitalarios
Day et al -Estudio de casosy =~ Raza blanca Raza blanca Raza blanca
(1993)29 controles. 871 casos (67% 1-19 cig/dia: 1,2 (0,8-1,7) Exfumadores 1-19
Estados -Casos incidentes de  H) 20-39 cig/dia: 2,2 (1,6-2,9) afios: 1,1 (0,7-1,6)
Unidos COF. Exclusién de 979 controles > 40 cig/dia: 3,3 (2,3-4,6) Exfumadores > 20
labio, glandulas (66% H) afos: 0,6 (0,3-0,9)
salivares y Raza negra Raza negra
nasofaringe. 194 casos (75% 1-19 cig/dia: 1,2 (0,5-2,6) Raza negra
-Controles H) 20-39 cig/difa: 2,1 (1,0-4,4) Exfumadores 1-9 afios:
poblacionales (> 65 203 controles >40 cig/dia: 2.8 (1,0-7,7)6) 1,1 (04-3,1)
afnos) (69% H) Exfumadores de 10-19
afios: 0,1 (0,0-1,3)
Exfumadores > 20
anos: 0,3 (0,1-1,7)
Marshall etal ~ -Estudio decasosy  -290 casos (69%  1-20 paquetes-afio: No se proporcionan
(1992)30 controles H) 1,3 (0,7-2,4) datos
Nueva York -Casos de cancer -290 controles 21-30 paquetes-afio:
oral. (69% H) 2,7 (1,2-6,0)
-Controles del 31-40 paquetes-afio:
vecindario 2,9 (1,5-5,9)
41-50 paquetes-afio:
7,0 (3,3-15,1)
Franceschiet  -Estudiodecasosy  -157 casosdela  Cavidad oral: Cavidad oral:
al (1990)2 controles. cavidad oral y Fumadores de cigarrillos: Exfumadores < 10
Italia -Casos del tracto 134 casos de 11,1 (3,4-34,8) afios: 5,7 (1,6-20,8)
respiratorio faringe <14 cig/dia: 5,3 (1,5-17,6) Exfumadores > 10
superior (> 75 (100%H). 15-24 cig/dia: 14,3 (4,4- afios: 1,1 (0,3-5,1)
anos). Exclusion de  -1272 controles 46,7)
nasofaringe y (100% H) >25 cig/dia: 14,3 (4,2-48) Faringe:

glandulas salivares.
-Controles
hospitalarios.

Faringe:

Fumadores de cigarrillos:
12,9 (3,1-52,9)

<14 cig/dia: 8,0 (1,9-34,5)
15-24 cig/dia: 14,2 (3,4-
59,3)

>25 cig/dfa: 17,6 (4,1-74,7)

Exfumadores < 10
afos: 11,3 (2,6-49,4)
Exfumadores > 10
afios: 3,7 (0,8-18,0)
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Autor, afio y | Caracteristicas del | Numero ‘OR fumadores ORex-fumadores
origen estudio casos/controles (IC95%) (IC95%)
Franco et al -Estudio decasosy ~ -232 casos Cigarrillos industriales: Cigarrillos
(1989)26 controles. -464 controles Fumadores actuales: industriales:
Brazil -Casos incidentes de Lengua: 23,3 (2,9-186) Exfumadores de 1-10
cavidad oral. Boca: 9,3 (3,4-25,9) afos:
Exclusién de labio o Otras: 5,5 (1,7-18,6) Lengua: 6,3 (0,7-58,7)
glandulas salivares. Boca:2,9 (0,9-9,2)
-Controles Cigarrillos de liar: Otras:1,8 (0,4-7,7)
hospitalarios Fumadores actuales:
Lengua: 32,2 (4,0-262) Cigarrillos de liar:
Boca: 14,4 (5,2-40,0) Exfumadores de 1-10
Otras: 10,0 (2,9-34,6) afios:

Lengua: 17,5 (1,9-158)
Boca: 4,9 (1,6-14,8)
Otras: 2,2 (0,6-8,8)

V' Mecanismos de la carcinogénesis

El efecto carcinogénico del tabaco fumado en forma de cigarrillos proviene de la
presencia de un gran nuimero de sustancias reconocidas como carcinogénicas
presentes en el humo de tabaco, siendo las mas abundantes y perjudiciales las N-
nitrosaminas (la N-nitrosonornicotina, N-nitrosopirrolidina, N-nitrosodietilamina
y N-metilnitrosamino-1-3-piridil-1-butanona) y los hidrocarburos aromaéticos
policiclicos, entre los que destaca el benzo[a]pireno. En la tabla 3 se describen las
principales sustancias carcinogénicas encontradas en el humo de tabaco, con
independencia de su procedencia (aditivos, papel, filtro, etc) segin la lista
proporcionada por la IARC y el Departamento de Salud y Servicios Humanos de

Estados Unidos3839.
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Tabla 3. Principales sustancias carcinogénicas encontradas en el humo de tabaco.

Fase vapor Fase de particulas
Acetaldehido Alquitran

Monoéxido de carbono Nicotina

Benzeno Fenol

Tolueno Catecol

Formaldehido Cresol

Acroleina Hidroquinona

Acetona Anilina

Piradina 2-toluidina

3-metilpiridina 2-naftilamina
3-vinilpiridina 3-aminobifenil

Hidrazina 4-aminobifenil

Metilamina benzo[a]antraceno
Dimetilamina benzo[a]pireno

Oxidos de nitrégeno g-butirolactona
N-nitrosodimetilamina (NDMA) quinolina
N-nitrosodietilamina (NDEA) N-nitrosoanatabina (NAT)
N-nitrosopirrolidina (NPYR) N-nitrosonornicotina (NNN)
Acido férmico N-metilnitrosoamino-1-(3-piridil)1-
Estireno butanona (NNK)

Acido acético N-Nitrosodietilatanolamina
Cloruro de metilo Cadmio

1-3 butadieno Niquel

Metilcriseno Mercurio

Zinc
Polonio-210

Acido benzoico
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1.3.2. Alcohol

El alcohol se ha producido y bebido durante miles de afios pero no ha sido hasta
hace poco caundo se ha identificado su potencial carcinogénico. La Unién Europea
se encuentra entre las zonas del mundo con mayor consumo alcohélico (11 litros
de alcohol puro/adulto anualmente)*. Dentro de Europa el consumo es mayor en
los paises del Este y Centro Europa que en los paises del Sur. Los consumos maés

bajos registrados son en tres paises Nordicos (Islandia, Noruega y Suecia).

En cuanto al tipo de consumo de alcohol se calcula que en Europa casi la mitad se
consume en forma de cerveza (43%) y el resto en forma de vino (34%) y licores
(23%). De todas formas estos consumos dependen en gran medida de la region
geografica. De forma general en el norte de Europa se consume mayoritariamente

cervezay en el Sur vino*.

En Espafia la experiencia con el alcohol es casi universal. Segtin los datos de la
encuesta domiciliaria 2005-2006 sobre alcohol y drogas, el 93,7% de la poblaciéon
de 15-64 afios habia consumido alcohol alguna vez durante los taltimos 12 meses.
La mayoria de la poblacién lo consumia de forma esporadica o habitual (76,7% en
el dltimo afo, 64,6% en el ultimo mes y un 14,9% a diario)*!. Por grupos de
bebidas, la cerveza/sidra fueron las bebidas mas consumidas durante el fin de
semana (20,8%), seguidas del vino/champan (15,9%) y los combinados/cubatas
(10,8%). En dias laborables las bebidas méds consumidas fueron el vino/champan
seguidos de la cerveza/sidra. Un 10,4% y 7,7% de la poblacion, respectivamente,
habia consumido estas bebidas todos los dias laborables. Datos preliminares de la
encuesta domiciliaria 2007-2008 muestran que el consumo durante el dltimo afio
ha sido ligeramente inferior (72,9% consumidores esporadicos y un 10,2% de

consumidores diarios)!2.
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v' Evidencia epidemiologica de la asociacion entre el alcohol y el cincer oral yde
faringe

A pesar de no ser carcinogénico en animales, los estudios epidemiolégicos han

proporcionado evidencias suficientes para poder concluir que el consumo excesivo

de bebidas alcohdlicas esta asociado al cancer oral y de faringe.

Bagnardi et al*? llevaron a cabo una revision sistemética y meta-andlisis en el 2001
para investigar la relaciéon entre el consumo alcohélico y el riesgo de varios tipos
de canceres, entre ellos los tumores de cavidad oral y faringe. Incluyeron en el
meta-andlisis 26 estudios sobre la cavidad oral y faringe, con un total de 7.954
casos. La asociaciéon con el alcohol fue significativa en todas las categorias de
consumo y se observé una fuerte relaciéon dosis-respuesta. El riesgo asociado a un
consumo de 25 g/dia fue de 1,8 IC95% (1,7-1,8), aumentando a 2,8 IC95% (2,7-3,0)
para consumos de 50 g/dia y a 6,0 IC95% (5,5-6,6) para consumos superiores a

100mg/ dia.

En el 2003 Zeka et al*3 llevaron otra revision sistemdtica para investigar la
asociacion entre el tabaco y el alcohol y el riesgo de padecer tumores del tracto
aerodigestivo. Segtn los resultados de esta investigacién los efectos del tabaco y
del alcohol son sustancialmente independientes ya que no existen importantes

desviaciones del modelo aditivo de interaccién (ver tabla 4).

Tabla 4. Resumen de los estudios que investigan la asociacién entre el tabaco y el cancer de
cavidad oral y faringe.

Consumo de Localizacion OR asociado al consumo de alcohol
— del tumor Ty o idas/dia | >04 bebidas/dia | | |> 4 bebidas/dia
0 cigarrillos/dia Orofaringe 1,0 1,5 7,2
Faringe 1,0 1,7 12,6
1-30 Orofaringe 1,3 2,0 9,7
cigarrillos/dia
Faringe 1,3 2,3 16,7
>30 Orofaringe 2,9 45 21,2
cigarrillos/dia Faringe 28 18 35,6
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Hashibe et al* realizaron un meta-analisis en el 2007 para investigar el efecto
independiente del alcohol y del tabaco, calculando el riesgo de consumir alcohol
en nunca fumadores y el riesgo de fumar en nunca bebedores. Segin estos
resultados, entre los nunca bebedores el consumo de cigarrillos se asociaba
significativamente con el riesgo de padecer cédncer de cabeza y cuello (OR= 2,1
IC95% 1,5-2,9) y se observaba una relaciéon dosis-respuesta con la frecuencia,
duracién y nimero de cigarrillos-dia. Entre los no fumadores, el consumo de
alcohol se asociaba con el cancer de cabeza y cuello Gnicamente a consumos

elevados (OR para consumos > 3 bebidas/dia = 2,0 IC95% 1,3-3,2).

En una revisién reciente de los estudios publicados a partir del 20004 se observa
igualmente una relacion dosis-respuesta con el consumo pero, a diferencia del
caso anterior, parecen existir evidencias de que el consumo de alcohol se asocia
con el riesgo de cancer de cavidad oral y faringe dnicamente a elevados niveles de
consumo. La magnitud del riesgo es variable y muy elevada en varios estudios
llevados a cabo en Espania, Italia y Alemania. En un estudio llevado a cabo por Dal
Maso et al* se valora el riesgo del alcohol consumido sélo con las comidas y entre
comidas, observandose riesgos significativamente mayores para los bebedores
entre comidas, tanto para cancer de la cavidad oral como para el de faringe. En la
tabla 5 se resumen los principales resultados de los estudios llevados a cabo en los

ultimos afios.
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Tabla 5. Resumen de los principales estudios que investigan la asociaciéon entre el alcohol y el
cancer de cavidad oral y faringe

Autor, afio y

origen

Muwonge et

Caracteristicas del
estudio

-Estudios de casos y

Namero OR bebedores segin
casos/controles | frecuencia de consumo

-282 casos (58%  Bebedores actuales: 1,4

OR segtin tipo de
alcohol

Toddy: 2,5 (0,6-10,9)

al (2008)32 controles. H) 0,9-2,2) Arrack: 2,0 (0,9-4,4)
India -Casos incidentes de 1410 controles Exbebedores: 1,3 (0,7-2,4) Licores extranjeros:
cancer oral. (57,8%) 1-3 dias/semana: 1,5 (0,7- 2,1(0,9-5,2)
-Controles 2,9)
anidados. 4-7 dias/semana: 1,7 (1,0-
2,7)
De Stefani et -Estudio de casosy  -776 casos Cancer oral Cancer oral :
al (2007)2 controles. (100%H) Bebedores actuales: 3,4 Para grandes
Uruguay -Casos incidentes de  -1501 controles  (2,3-5,2)) bebedores :
cavidad bucal (100% H) Exbebedores: 3,0 (1,9-4,7) Cerveza: 0,4 (0,2-0,9)
(43,2% ) y faringe Vino: 1,4 (0,9-2,4)
(56,8%). -Exclusion Riesgos varfan de 1,2 (0,8- Licores fuertes: 1,4
de labio y 2,0)a7,0(4,2-11,5) segunel  (0,8-2,2)
nasofaringe. nivel de consumo Céncer faringe
-Controles Cancer faringe Para grandes
hospitalarios Bebedores actuales: 4,5 bebedores :
(3,0-6,8)) Cerveza: 0,3 (0,2-0,7)
Exbebedores: 3,9 (2,5-6,1) Vino: 2,5 (1,6-3,9)
Licores fuertes: 0,9
Riesgos variande 1,4 (0,9-  (0,5-1,4)
2,2) a 11,7 (7,2-18,9) segtin
el nivel de consumo
Vlajinacetal  -Estudio decasosy 100 casos 1,52 (0,7-3,29) Para grandes
(2006)33 controles (89% H) Media semanal < 1,75 dl: bebedores respecto a
Serbia -Casos de 100 controles 1,5 (0,7-3,3) no
orofaringe Media semanal > 1,75 dl: bebedores/bebedores
-Controles 1,9 (1,3-3,0) ligeros:
hospitalarios Brandy: 1,4 (1,1-1,8)
Licores fuertes: 2,6
(1,2-5,9)
Vino: 0,8 (0,5-1,4)
Cerveza: 1,2 (0,8-1,8)
Rodriguez et  -Analisis de 2 -137 casos (83%  Bebedores actuales:

al (2004)20 estudios de casosy ~ H) < 3 bebidas/dia: 0,7 (0,3-
Italia controles llevados a  -298 controles 1,8)
cabo en Italia. (76% H) Riesgos varian de 0,99 (0,3-
-Casos de COF 2,8) a4,9 (1,6-15,1) segtin el
menores de 46 afios. nivel de consumo
-Controles
hospitalarios
emparejados por
edad, sexoy
procedencia
Llewellyn et -Estudio decasosy  -116 casos (55% Grandes bebedores: 1,6
al (2004)31 controles. H) 0,8-3,1)
Reino Unido  -Casos de céancer -207 controles
oral < de 45 afios (55% H)
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Autor, afo y ‘

Caracteristicas del
estudio

Nuamero
casos/controles

OR bebedores segin
frecuencia de consumo

Introduccion

OR segtn tipo de
alcohol

Castellsagué -Estudio de casos y -375 casos Bebedores actuales: 3,5 Sélo cerveza: 1,2 (0,5-
et al (2004)16 controles (81,1% H) (1,9-6,3) 2,8)
Espana -Casos incidentes de  -375 controles Exbebedores: 2,1 (1,1-3,9) Sélo cerveza y vino:
COF. (81,1% H) Riesgos variande 2,0 (1,0- 1,9 (0,9-3,9)
-Controles 3,8) a 13,7 (6,0-30,9) segin Sélo vino: 2,7 (1,3-5,6)
hospitalarios el nivel de consumo. Licores fuertes con o
sin cerveza y/o vino:
7,3 (3,6-14,5)
Znaor et al -Estudio de casos y 1.563 casos de Bebieron alguna vez: 3,5 Cavidad oral
(2003)34 controles cancer oral, 636  (2,9-4,2) Arrack: 7,2 (5,1-10,1)
India -Casos de cancer de faringe y Cavidad oral Licores nacionales:
oral (labio, lenguay 566 de esofago  Riesgos varian de 1,2 (0,9- 1,7 (1,3-2,3)
boca), faringe y (100% H) 1,5)a 2,9 (2,3-3,8) segtin el Licores fuertes: 1,0
esofago. -3.638 controles  nivel de consumo (0,8-1,4)
-Controles (100%H) Faringe Faringe
hospitalarios Riesgos varfan de 1,1 (0,8- Arrack: 3,9 (2,5-6,16)
1,5) a 3,60 (2,7-4,8) seginel  Licores nacionales:
nivel de consumo. 2,5 (1,8-3,6)
Licores fuertes: 1,1
(0,8-1,6)
Altieri et al -Estudio de casos y -749 casos Riesgos varfan de 2,1 (1,5- Vino:
(2004)4 controles llevado a (84,6% H) 2,9)a21,1 (14,0-31,8) segun  Frente a los que no
Italiay Suiza  cabo en Italia y -1.772 controles el nivel de consumo. consumen o
Suiza. (70,6% H) consumen 0-2
-Casos de COF. bebidas/dia los
-Controles riesgos varian de 2,6
hospitalarios (1,5-4,5) a 15,0 (5,5-

40,4) segan el nivel de
consumo.

Cerveza:

Frente a los que no
consumen o
consumen 0-2 los
riesgos varian de 2,0
(1,3-2,9) a 24,0 (15,1-
38,2) segtin el nivel de
consumo.

Licores fuertes:

Riesgos para
consumos > 3 licores
dia: 4,8 (0,7-32,8)

Dal Maso et
al (2002)46
Italia y Suiza

-Datos de 3 estudios
de casos y controles
-Casos de cancer del
tracto aero-
digestivo
-Controles
hospitalarios

Casos: cavidad
oral (324),
faringe (397),
laringe (506),
eso6fago (271)
Grupo control:
cavidad oral
(1.545 para
cavidad oral y
faringe).

Cavidad oral

Beben solo con las comidas:
Riesgos ascienden a 10,3 en
los grandes bebedores.
Beben entre comidas:

Riesgos ascienden a 27,6 en
los grandes bebedores
Faringe

Beben solo con las comidas:
Riesgos ascienden a 7,1 en
los grandes bebedores.
Beben entre comidas:

Riesgos ascienden a 11,3 en
los grandes bebedores.
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Autor, afio y

origen

Séanchez et al

Caracteristicas del
estudio

-Estudio de casos y

Ntmero
casos/controles

-375 casos (81%

OR bebedores segiin
recuencia de consumo

Bebedores actuales: 3,3

OR segun tipo de
alcohol

(2002)17 controles. H) (1,8-6,0)
Espafia -Casos incidentes de - 375 Controles  Ex-bebedores: 2,0 (1,1-3,8)
COF. (81% H)
-Controles
hospitalarios
Garrote et al -Estudio de casos y -200 casos Exbebedores: 1,0 (0,5-2,1) Para grandes bebedores:
(2001)% controles. (71.5% H) El riesgo en los bebedores Licores fuertes: 5,1
Cuba -Casos de COF. -200 controles actuales varia de 1,1 (0,5- (1,1-23,3)
-Controles (32%H) 2,6)a 5,7 (1,8-18,5) seginel  Cerveza: 1,5 (0,5-4,5)
hospitalarios nivel de consumo. Vino: 0,7 (0,2-3,2)
Schwartzetal -Estudiodecasosy  -333 casos El riesgo en los bebedores

(2001)48 controles. (71,2% Hy varia de 1,0 (0,6-1,5) a 4,7
EEUU -Casos incidentes de  93,7% raza (2,4-9,4) segtin el nivel de
cancer de la cavidad blanca) consumo.
oral de células -541 controles
escamosas. (71,5% Hy
Controles 94,5% raza
poblacionales blanca)
Schlechtetal  -Estudio decasosy 784 casos El riesgo aumenta con el Orofaringe
(2001)40 controles 1578 controles  nivel de consumo pero se Cerveza:
Brasil -Casos incidentes mantiene relativamente Los riesgos oscilan
del tracto aero- constante entre 4,1y 5,6
digestivo superior independientemente dela  dependiendo de la

(boca, faringe y

duracion del consumo

duracién y nivel de

laringe). alcoholico. consumo semanal.
-Controles Vino:
hospitalarios Los riesgos oscilan
entre 4,5y 8,2.
Licores fuertes:
Los riesgos oscilan
entre 4,5y 12,3.
Bosetti et al -Combinacién de 2 197 casos < 2 bebidas/dia: 1,45 (0,9-
(2000) Italiay  estudios de casosy  (Mujeres) 2,4)
Suiza controles 1.113 controles > 2 bebidas/dia: 2,7 (1,71-
-Casos de COF. (Mujeres) 4,4)
Moreno -Estudio decasosy  -75casos (84%  1-50 g alcohol/dia: 1,9 (0,8-
Lopez et al controles. H) 4,5)
(2000)18 -Casos de la -150 controles >50: 5,0 (1,8-13,8)
Espana cavidad oral
-Controles
hospitalarios

Talamini et al
(2000)21
Italy

-Estudio de casos y
controles

-Casos incidentes de
la cavidad oral
-Controles
hospitalarios

-132 casos (75%
H)

-148 controles
(30.4%)

El riesgo en los bebedores
varia de 1,2 (0,4-3,5) a 12,7
(2,8-56,4) segtin el nivel de
consumo.
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Varias investigaciones de las anteriormente citadas han investigado el riesgo de
padecer cancer de cavidad oral y faringe en funcién del tipo de bebida. De forma
general se puede observar que, a la dosis adecuada, la gran mayoria de las bebidas
alcoholicas pueden estar implicadas en la apariciéon de estos tumores. Los estudios

no son concordantes en cuanto a qué tipo de bebida ejerce el mayor riesgo.
V' Mecanismo de la carcinogénesis

El mecanismo de acciéon del alcohol esta todavia por esclarecer y se asume que
depende en gran medida de la localizaciéon anatémica del tumor. En una revisién
reciente de la IARC se han propuesto una serie de posibles mecanismos, asi como
una valoracién del nivel de evidencia para cada uno de ellos®. Estos se exponen

en la tabla 6.

Tabla 6. Principales mecanismos carcinogénicos de accion del alcohol

Mecanismo Organo diana

EVIDENCIA ELEVADA

Alteraciones del ADN causadas por el acetaldehido. Cabeza y cuello, eséfago e higado.
Aumento de la concentracion de estrégenos. Mama

EVIDENCIA MODERADA

Actaa de solvente para otros cancerigenos Cabeza y cuello y eséfago
Produccién de especies reactivas de oxigeno y Higado y otros.

nitrégeno.

Cambios en el mecanismo del folato Colon y recto, mama y otros.
EVIDENCIA LEVE

Deficiencias nutricionales (ej. Vitamina A) Cabeza y cuello y otros.
Disminucién de la vigilancia inmunolégica Higado y otros.

Carcinogenicidad de otros componentes diferentes al Cabeza y cuello, eséfago, higado y otros.
etanol.

Alteraciones del ADN causadas por el etanol Cabeza y cuello, eséfago e higado.
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1.3.3. Dieta

Seguin la Organizacion Mundial de la Salud se atribuyen a la dieta el 15% de los
tumores de orofaringe®!. El patrén dietético exacto o los nutrientes especificos que
conseguirian disminuir el riesgo del cancer oral y de faringe se desconoce en gran
medida, aunque si se puede afirmar que una dieta pobre en verduras, y sobretodo
en fruta fresca predispone a un aumento en el riesgo de padecer dichos tumores.
Estudios de casos y controles llevados a cabo en todo el mundo!725355257 han
establecido que el consumo frecuente de frutas y verduras disminuye
considerablemente el riesgo de padecer estos tumores. Segiin los resultados de un
meta-analisis llevado a cabo en el 2006°, que incluye 15 estudios de casos y
controles y 1 estudio de cohortes, cada porcion de fruta consumida al dia
disminuye el riesgo de padecer cancer de la cavidad oral (OR=0,5 IC95% 0,4-0,7).
En relaciéon al consumo de frutas, el meta-analisis muestra una reduccion
significativa igualmente en el riesgo global de padecer céancer oral (OR=0,5 IC95%
0,4-0,6). Cuando el andlisis se estratificoé por tipo de frutas y verduras, no se
observaron diferencias sustanciales para los diferentes tipos de frutas, pero la
proteccion fue mayor con los citricos que con el resto de las frutas (OR=0,38 1C95%

0.26-0.56).

El papel de otros alimentos en la apariciéon del cancer de cavidad oral y faringe
estd todavia por esclarecer. El consumo de carnez2555960 huevos?2555,
mantequillas y grasas saturadas?>>°61.62 se ha relacionado en algunos estudios con
un aumento en el riesgo, pero otras investigaciones no encuentran una asociacién
significatival”,3052-545663 y observan incluso que el riesgo es menor para los
individuos que toman estos alimentos®. Es importante destacar que este dltimo
estudio fue llevado a cabo en China, sociedad en la que el consumo de carnes en
esa época estaba relacionado con un mayor nivel de vida, sugiriendo que quiza el
exceso de riesgo pueda ser debido a una dieta pobre en micronutrientes. La

relacion entre los lacteos, el pescado y el cdncer oral también sigue siendo objeto
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de discusién ya que diversos estudios se contradicen!”.232553%, Algunos estudios

han mostrado un efecto protector para el aceite de oliva y grasas insaturadas?3¢0.

A pesar de su aparente relevancia en la aparicion de tumores, los estudios
epidemiolégicos tampoco consiguieron esclarecer del todo el papel que juegan los
nutrientes y vitaminas en el cdncer oral y de faringe. Aunque parece existir cierta
concordancia respecto al efecto protector de la vitamina C y la fibra encontradas
en las frutas y verduras305961636566, ]a reduccion en el riesgo suele ser inferior a la
observada cuando se tiene en cuenta el consumo total, pudiendo significar esto
que son meros indicadores de las anteriores fuentes. El caroteno (precursor de la
vitamina A procedente de frutas y verduras)>036567 y la vitamina E® se
presentan frecuentemente como factores protectores y el retinol®% y la vitamina

D como factores de riesgo?3>.

Es importante tener en cuenta que los estudios de casos y controles disefiados para
investigar la dieta tienen una metodologia poco robusta. Uno de los aspectos mas
preocupantes es la baja participacion de los sujetos, que hace necesario recurrir
frecuentemente a familiares y a amigos para obtener la informacién. Cabe destacar
también la gran dificultad que entrafa el determinar el patron dietético exacto de
un individuo, ya que depende exclusivamente del investigador obtener
informacién exacta de los habitos en el pasado y las posibles modificaciones que el
sujeto pueda achacar a la enfermedad. A la hora de analizar los resultados es muy
dificil elaborar un modelo con todas las variables de confusién ya que la ingesta
de determinados nutrientes puede estar correlacionada entre si, y el patréon
dietético en si puede ser indicativo de una nutricion inadecuada o de
determinadas enfermedades o problemas dentales. Recientemente se ha incidido
en la importancia de no sélo tener en cuenta el consumo energético sino la
actividad fisica y el indice de masa corporal como indicadores de posibles

deficiencias nutricionales.
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1.3.4. Estado bucal y utilizacién de enjuague bucal

El estado de la boca se ha relacionado desde hace mucho tiempo con el riesgo de
padecer cancer de cavidad oral y faringe. Existen evidencias de que el riesgo es
mayor en sujetos con una mala higiene bucal??>2757 y que aumenta a medida que
se incrementa el nimero de piezas dentales perdidas y no reemplazadas,
mostrando diferentes estudios un riesgo significativo a partir de la pérdida de 11-
16 dientes?>27:3057,6468 (OR: 2,7-9,8). Day et al®’, con 1.065 casos y 1.182 controles,
determinaron que el riesgo era significativo sélo para los sujetos de raza blanca y
a partir de 32 pérdidas dentales (OR=1,7). La mayoria de los estudios son
concordantes en cuanto a que no existe una asociacién con la utilizacién de

dentadura o la presencia de aftas?529,57,64,68,

Algunos estudios han sugerido que la utilizacién de enjuague bucal estd asociada
con un aumento en el riesgo de padecer cancer de cavidad oral y faringe pero los
resultados en algunos casos son contradictorios?>??68. En uno de los mayores
estudios llevados a cabo sobre este tema® se encontré un aumento en el riesgo del
40% para hombres y un aumento del 60% para mujeres. El riesgo aument6 con la
duracién y la frecuencia y fue exclusivo para los enjuagues con un elevado

contenido en alcohol.

1.3.5. Ocupacion

Aunque el céncer oral y de faringe no se considera tradicionalmente como un
cancer ocupacional, ciertas profesiones si han sido relacionadas con estos tumores.
Tal es el caso de los electricistas y trabajadores de la industria electrénica?>6%70,
pintores’!, camareros y trabajadores de restaurantes y bares’273, trabajadores de la
industria de papel’, industria maderera y muebleria’, mecanicos’, instaladores

de moquetas?*7> y agricultores!”..
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1.3.6. Papilomavirus humano (HPV)

La evidencia epidemiolégica sugiere una asociacion entre la infeccién por
papilomavirus y el riesgo de padecer cancer de cavidad oral y faringe. Los
resultados de una revision sistematica reciente, que incluye un total de 60
estudios, muestran una prevalencia global de infeccién en el 25,9% de los canceres
de cabeza y cuello (25% para los carcinomas de células escamosas de orofaringe y
35,6% para los carcinomas espinocelular orales)””. Los genotipos 16 y 18 fueron las
formas alélicas mas frecuentes. El estudio multicéntrico de la Agencia
Internacional para la Investigacion en Cancer (IARC)”8 detecté HPV16 en el 3,9%
de las biopsias de la cavidad oral y en el 18,3% de las biopsias de orofaringe. Los
anticuerpos HPV16 se asociaron con un aumento en riesgo para el cancer de la
cavidad oral (OR=1,5-2,9) y para el cancer de orofaringe (OR=3,5-9,2). Otros
estudios muestran igualmente riesgos elevados para el genotipo HPV16 en el
cancer oral y cancer de orofaringe”®. En dos estudios recientes los riesgos
hallados para los genotipos de alto riesgo (HPV16 y HPV18) fueron muy

superiores a los anteriores (OR=61-63)81.82.

1.3.7. Otros factores de riesgo

El nivel educativo®? y la raza?® se presentan también en algunos estudios como
factores de riesgo para el cancer de cavidad oral y faringe. Las infecciones por el
Epstein Barr virus, el herpes virus y el citomegalovirus también se han propuesto
como posibles factores de riesgo para estos tumores pero las evidencias no son

suficientes para determinar su verdadera implicacion.
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1.4. Etapas en la carcinégenesis del cancer de cavidad oral y faringe.

La carcinogénesis es un proceso multifactorial muy complejo que tiene lugar como
resultado de una serie de acontecimientos aislados durante la iniciacion y
progresiéon a células malignas. Se mantiene la hipotesis de que una exposicién
prolongada a determinados agentes carcinogénicos, como el tabaco y el alcohol,
ligada a una susceptibilidad genética, determinada en gran medida por la
presencia de determinados polimorfismos genéticos que disminuyen la actividad
de los enzimas encargados de la metabolizacién de estas sustancias (enzimas de
fase 1 y fase II) puede ser responsable de la aparicion de dafios en genes
individuales o dafios en porciones del material genético, incluyendo los
cromosomas®. Entre las alteraciones genéticas mas frecuentes cabe destacar: la
pérdida de heterocigosidad, las delecciones, las traslaciones cromosémicas y las
mutaciones genéticas como la amplificacién, sustitucion de pares de bases,
inserciones y delecciones y pérdidas alélicas. La acumulacién de estas alteraciones
en el ADN podria desencadenar una serie de transformaciones en la célula que
alteran el funcionamiento normal y ocasionan multiples mutaciones permanentes
en los genes. Cuando estos genes se corresponden con los genes encargados de la
regulacion celular, como es el caso de los oncogenes y los genes supresores de
tumores, las células adquieren un ciclo celular diferente a las de su entorno y se

convierten en células tumorales84.

En la figura 12 se ilustra el proceso de la carcinogénesis.
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Figura 12. Mecanismos de la carcinogénesis®.

Factores Activacion a Detoxificaciéon de
etiol6gicos - sustancias - sustancias
Enzimas de fase I carcinogénicas Enzimas de fase II carcinogénicas
Alteraciones
B genéticas
ALTERACION DE LA
REPARACION O APOPTOSI
Reparacion
w celular
Mutaciones permanentes en REGULACION
oncogenes y genes DEL CICLO
supresores de tumores CELULARr .
CELULA
NORMAL

Apoptosis

Los oncogenes proceden de los protooncogenes, que son responsables de la
codificacién de proteinas que intervienen en la homeostasis celular, es decir,
mediadoras de las sefiales de crecimiento y diferenciacion celular. Cuando un
proto-oncogen se altera y se activa para dar lugar a un oncogen, puede promover
la proliferacién celular incontrolada y llevar a la carcinogénesis. Los genes
supresores de tumores son genes encargados de inhibir el crecimiento celular, y
controlar el proceso de reparacion y apoptosis. La inactivacion de estos genes, al

igual que en el caso anterior podria llevar a un crecimiento descontrolado.

Las alteraciones en los oncogenes y genes supresores de tumores pueden ser
heredadas o adquiridas como consecuencia de diversas exposiciones a sustancias
carcinogénicas. Mientras que en el caso de los oncogenes la mayoria son

adquiridas, en el caso de los genes supresores de tumores muchas son heredadas.
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Se han descrito diversas alteraciones en oncogenes y genes supresores de tumores
que han sido relacionados con la exposicion al tabaco. De las mutaciones en los
oncogenes, las que han sido asociadas con fecuencia al céncer oral y a otros
tumores de cabeza y cuello son: 1) la sobreexpresion de los oncogenes K-ras y H-
ras, 2) la amplificacion del gen PRAD-1 (ciclina D1/bcll), que codifica para la
ciclina D1/PRAD1/CCD1 y activa el pRb por fosforilacion, 3) la activacién de los
c-myc y N-myc y 4) la sobre-expresion del receptor de crecimiento epidérmico

(EGFR) y de su ligando, el factor de crecimiento TGF-o..838,

El gen supresor de tumores p53 es el gen mutado con mds frecuencia en los
canceres de la cavidad oral, observando mutaciones hasta el 39% de los casos83. La
funcién del gen p53 es mantener la estabilidad genética, frenando el ciclo celular
durante un tiempo suficiente para permitir la reparacion celular y/o induciendo la
apoptosis. De forma general, este gen aparece mutado en al menos la mitad de los
tumores que aparecen en humanos, por lo que se considera que su funcién es
critica para evitar la aparicion de tumores. Las mutaciones a nivel del gen p53
pueden ser heredadas o inducidas por diversos agentes exégenos, entre ellos el

tabaco y el alcohol?¢.

Se ha propuesto que las mutaciones aisladas en los oncogenes o genes supresores
de tumores no son suficientes para iniciar el proceso de carcinogénesis. In vitro,
Goessel et al¥” propusieron un posible modelo de desarrollo de cancer oral y cancer
de esoéfago. Segun este modelo la sobre-expresién de la ciclina D1 y la inactivacién
del p53 originaba una inmortalizaciéon de los queratinocitos. A continuacion, la
sobre-expresion del factor de crecimiento epitelial, seguida de una sobre-expresion
c-myc y una induccion del factor de crecimiento epidérmico ocasionaba una

transformacion de las células epiteliales en malignas®”.
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1.5. Enzimas de “fase I” y “fase II” en la carcinogénesis

Los compuestos carcinogénicos tal y como se encuentran en la naturaleza son
habitualmente inertes y necesitan de una activacion metabdlica para convertirse en
intermediarios electrofilicos capaces de unirse a macromoléculas celulares, tales
como el ADN. La activacién metabdlica se produce principalmente por los
enzimas denominados de fase I, grupo formado casi exclusivamente por la familia
del citocromo P450. Los enzimas de fase II (la glutation S-transferasa, la ep6xido
hidrolasa, la N-acetil transferasa, la sulfotransferasa, entre otros) acttan en la
detoxificaciéon de estos intermediarios genotdxicos aunque se sabe que también
pueden actuar por si mismos en la activacion de determinadas sustancias quimicas

como el benzo[a]pireno y las arilaminas.

En la actualidad se reconoce que en la poblaciéon general los enzimas de
metabolizacién presentan diversos polimorfismos genéticos que vienen
determinados genéticamente y que acttdan como modificadores de efecto. Los
polimorfismos genéticos son los responsables de las variaciones interindividuales
en los niveles y las actividades de un gran ntimero de enzimas encargados de la
metabolizacién de sustancias genotoxicas. Dependiendo de la localizacién de la
mutaciéon en los genes que codifican estas proteinas enziméticas, el resultado
puede ser una disminucién o ausencia del enzima o un enzima con una actividad
alterada o totalmente inactivo (Fig 13), creando diferencias de susceptibilidad
importantes frente a determinadas sustancias cancerigenas, de ahi su

consideraciéon como factores de susceptibilidad.
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Figura 13. Diagrama de los diferentes tipos de polimorfismos genéticos que condicionan el

funcionamiento anormal de las enzimas.

Ausencia de la proteina

(1) Ausencia del gen
l (©)]

[ I I I ]
(2) Mutacion en la parte (3) Mutacién entre (4) Mutacién en un exén.
reguladora del gen el intrén-exén
. Proteina incompleta o Proteina sin actividad o con
Menos proteina . . .
inactiva actividad alterada.

1.5.1. Citocromos P450
1.5.1.1. Antecedentes

Se cree que los citocromos P450 existieron desde el comienzo de la vida en la
tierra, hace 3.5 billones de afios. La palabra “Citocromo” procede del griego y
literalmente significa “sustancia coloreada”. La propiedad de adquirir color se la
confieren los electrones externos de elementos de transiciéon como el hierro (Fe). El
término “P-450” hace referencia a un pigmento rojizo cuyo pico principal de
absorcion en cromatografia aparece aproximadamente a los 450 nm. Los primeros
organismos probablemente utilizaron estos enzimas para la sintesis y metabolismo
de moléculas esteroides que formaban parte de la membrana celular®. Se ha
propuesto que debido a la necesidad de detoxificar ciertas toxinas naturales
presentes en la dieta de los animales, estos sistemas evolucionaron y desde hace
400 o 500 millones de afios sirven para metabolizar agentes quimicos, entre los que

se encuentran multitud de medicamentos.

En la actualidad “P-450" describe una familia de hemoproteinas (monooxigenasas
que contienen un grupo hemo) considerada como la mds importante en la

activacion de compuestos cancerigenos. Se reconoce la existencia de mas de 270
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familias CYP. Los humanos presentan 57 genes P450 aparentemente funcionales y
33 pseudogenes organizados en 18 familias y 42 subfamilias®. Aunque durante
muchos afios existieron diferentes nomenclaturas para denominar a estos genes,
miembros del comité para la nomenclatura CYP y miembros de la IARC acordaron
que la nomenclatura seria la acordada en la pagina web

http:/ /www.imm ki.se/CYPalleles/%%1.  Esta pagina web  proporciona

informacién actualizada sobre las diferentes variantes alélicas que se van
descrubriendo. Para nombrar el gen (Citocromo P450) se emplea el simbolo CYP, a
continuaciéon se le asigna un nimero para designar la familia, una letra para

indicar la subfamilia y por altimo un ntimero para representar al gen individual.

1.5.1.2. CYPs y activacién de sustancias precancerigenas

Los CYP1A1y 1A2 son junto con el CYP2E1, CYP2D6 y el 3A4 los citocromos P450
encargados de la activaciéon de la gran mayoria de las sustancias precancerigenas
presentes en el medio ambiente e identificadas en el humo de tabaco. A
continuacién se detallan los mecanismos de detoxificacién de las sustancias

principales.

v' Hidrocarburos aromiticos policiclicos (PAH)

El CYP1A1 es uno de los principales enzimas implicados en la metabolizacién de
hidrocarburos aromaticos policiclicos. De forma general, el CYP1A1 o el CYP1B1
participan en las etapas iniciales para producir un intermediario que se transforma
mediante el CYP1A1, 1B1, 3A4, 1A2, 2B6 o 2C9 en un diolepdxido capaz de unirse

de forma covalente con el ADN vy originar lesiones irreversibles en el ADN?2.

El benzo[a]pireno que es el PAH por excelencia, necesita de la activacion del
CYP1A1l para su conversiéon a la estructura capaz de unirse al ADN, el 7,8
dihydrodiol 9,10 ep6xido. Diversos estudios demuestran que la conversion inicial

del benzo[a]pireno a 7,8 dihidrodiol esta catalizada por los sistemas CYP1A1l y la
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epoxido hidrolasa microsomal y su posterior transformacién en el carcinégeno
final, el diolep6xido, por el CYP3A4 en el higado y pulmén® y de forma general
por el CYP1A1 en tejidos extrahepéticos®* (Fig. 14). Otros citocromos como el

CYP1B1 muestran cierta afinidad por el metabolito intermedio.

El 7,12 dimetil benzo[a]antraceno y el benzo[b]fluoranteno son también agentes
que necesitan del CYP1A1 6 CYP3A4 para su transformaciéon aunque el CYP1A2,
2B6 y 2C9 también pueden contribuir®.

Figura 14. Mecanismo de activacién del benzo[a]pireno

Benzo|a]pireno 7,8 dihidrodiol 7,8 dihidrodiol — 9,10
epoxido

@@ Epéxido hidrolasa 00 CYP3A4 Q_
Q1010 Y [yorgr W r
CYP1A1 OH CYP1A1 OH

OH

DNA

Aducto de DNA

V' Aminas aromadticas heterociclicas y arilaminas.

Para la conversiéon de las aminas heterociclicas en metabolitos mutagénicos es
necesaria una N-hidroxilacién seguida de wuna esterificacion por la N-
acetiltransferasa o sulfotransferasa para producir el éster que se transforma en el

intermediario cancerigeno. La N-hidroxilacién de las aminas heterociclicas PhIP,
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MelQ, IQ, MelQx se produce fundamentalmente por el CYP1A2 aunque el
CYP1A1 también muestra cierta afinidad por estos compuestos. Para otras aminas

heterociclicas como el Trp P-1 el CYP1A1 es mas efectivo®.

Con respecto a las arilaminas, el CYP1A2, que es un enzima exclusivo del higado,
es considerado de forma general como el principal responsable de la N-
hidroxilacién del 2-aminofluoreno, 4-aminobifenil y 2-aminoantraceno®. La
conversion posterior en iones nitrenium se produce por accién de las transferasas
cuando estos compuestos son transportados a otros d6rganos (Fig 15). Aunque
existe un acuerdo general en cuanto a la actuaciéon del CYP1A2, algunos estudios
sugieren que para el 4-aminobifenil, el CYP1A1 tiene mayor actividad y el CY1B1
es mas efectivo frente al 2-aminoantraceno. Para el 6-aminocriseno se han
identificado dos vias de activacién; una N-hidroxilacién catalizada por el CYP3A4
y 2B6 y una epoxidacion del 1,2 dihidrodiol catalizada principalmente por el
CYP1A1 aunque también contribuyen el CYPA2, 1B1 y CYP3A4 en menor grado.

Figura 15. Conversion del 4-aminobifenil en un intermediario carcinogénico.

CYP1A1 N-acetiltransferasa
NHz NH NH

CYP 1A2 OH Sulfotransferasa

v' N-nitrosaminas

Las N-nitrosaminas encontradas en el humo del tabaco, la NDMA, la NDEA, la
NNN vy la NNK, sufren un proceso de conversiéon mediado por los citocromos
P450 similar a los dos compuestos anteriores; primero tiene lugar una o-
hidroxilacién y a continuacién una conversién en un ién carbonium que actta
como agente alquilante del ADN y da lugar a la formaciéon de aductos, entre los

que destacan la 7-metilguanina, la Os metilguanina y Os-metiltimina.
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La N-nitrosodimetilamina, que ha sido la mas estudiada, es metabolizada
principalmente por el CYP2El para dar lugar a o-hidroxi NDMA que a
continuacién se rompe para dar lugar a formaldehido y un ién metanodiazonium

que reacciona con el ADN y RNA para formar aductos” (Fig 16).

Figura 16. Mecanismo de activacién de la N-nitrosodimetilamina.

H:C —CH;, CYP2EI H;C—— N—— CH,OH [HyC
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transferasas

N——N— OH | + HCOH

[ sc— N"—N jor

H,O )c DNA, RNA

CH;OH + 7-METILGUANINA
0° METILGUANINA

Inicialmente se supuso que el CYP2E1 era el responsable de la activacion de todos
estos compuestos, pero en la actualidad se conoce que la o-hidroxilacion de la
NNN y NNK se atribuye mayoritariamente al CYP3A4, CYP2A6 y al CYP2D6% %8,
Las dos nitrosaminas de menor peso molecular, la NDMA y la NDEA son

metabolizadas por los sistemas CYP2E1 y CYP2A6%%,

V' Otras sustancias carcinogénicas

Aunque los grupos de compuestos citados con anterioridad se consideran quizas
los mas importantes en cuanto a su actividad carcinogénica, otras sustancias como
el benceno, el etileno, el cloroformo y los derivados del vinilo se encuentran con
frecuencia en el medio ambiente y son también genotdxicos. Estos compuestos se

activan fundamentalmente por el CYP2E1, que es un enzima que metaboliza un

-62-



Introduccion

nimero elevado de moléculas de bajo peso molecular incluyendo también el

etanol 98 100,

1.5.1.3. Citocromo P4501A1

v' Mecanismo de activacion e induccion

Estudios llevados a cabo en ratones demuestran que tras la entrada en la célula
por difusioén pasiva, los compuestos precancerigenos forman un complejo con el
receptor Ah presente en el citosol. Como consecuencia de esta unién se produce
una disociacién de la proteina “heat shock” del receptor y una dimerizacién con la
proteina ARNT. El complejo formado interacciona con la zona XRE o DRE del
ADN vy se produce una activaciéon de la transcripcion de los genes P4501A1 y
P4501A2, pero también de otros genes de enzimas de la fase II, como la Glutation
S-transferasa, la glucuroniltransferasa, etcll. El aumento de los niveles
enzimaticos da lugar a una mayor metabolizaciéon de las sustancias, originando
intermediarios reactivos que pueden transformarse en productos inocuos
facilmente excretables o pueden unirse a compuestos endogénos como el ADN y
dar lugar a fenémenos de toxicidad o, cuando la exposiciéon es prolongada,
originar alteraciones irreversibles, que en ciertas circunstancias hacen que éstas
células se transformen en malignas. En la figura 17 se ilustran las distintas etapas

en la activacion e induccién del los citromos P4501A1 y P4501A2101,
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Figura 17. Etapas en la activaciéon e induccion de los CYP 1A1 y CYP1A2.
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v Polimorfismos genéticos del CYP1A1

El gen P450 1A1 ha sido localizado en el cromosoma 15q22-24102 y tras su
clonacién se han identificado varios polimorfismos, destacando entre ellos el
CYP1A1*2B (Mspl) y el CYP1A1*2C (Ile/Val o Ile%2Val)1®. El primer alelo
presenta una sustituciéon de timina por citosina a nivel de la posiciéon 3801,
creando un lugar de restriccion Mspl. El homozigoto predominante (m1m1) tiene
una zona Mspl ausente, el alelo homozigoto raro (m2m2) una sustituciéon de
timina por citosina en esta zona y el heterozigoto (mlm?2) tiene ambos alelos. El
polimorfismo de la Isoleucina-Valina (Ile/Val) se produce como consecuencia de
una sustituciéon de adenina por guanina en la posiciéon 2455 del exén 7 del gen
CYP1A1, que origina a su vez una sustitucién de isoleucina por valina en el codén
462 del aminoacido, dando lugar a alelos heterozigotos (Ile/Val) y homozigotos
(Val/Val). En caucasicos, este polimorfismo se considera que estd directamente
ligado al CYP1IA1 Mspl (CYP1A1*2B)1%. A nivel del exén 7 también se ha descrito
otro polimorfismo que resulta de una sustitucién de citosina por adenina en la

posicion 2453, ocasionando una sustitucion Thr41Asn (CYP1A1%*4)105,

Figura 18. Estructura del gen P4501A1 humano y localizacion de los polimorfismos genéticos.

Ile/Val
Region

|
vy 0 N (00O 5 ™

v' Correlacion de los distintos polimorfismos del CYP1A1 con la capacidad de

induccion, actividad enzimidtica y biomarcadores de efecto.

Teniendo en cuenta que tras la exposicién a distintas sustancias carcinogénicas se
activan los mecanismos de transcripcién de los enzimas responsables de su
metabolizaciéon, es légico pensar que cualquier polimorfismo que altere la

induccién de la transcripcion del gen P450 aumentando o disminuyendo la sintesis
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de proteinas (enzimas P450) o dé lugar a proteinas con distinta estructura y

actividad puede originar diferencias genéticas de susceptibilidad.

Los estudios llevados a cabo para valorar la capacidad de induccién enziméatica de
los distintos polimorfimos CYP1Al muestran resultados muy contradictorios.
Mientras que Crofts et al'% concluyen que no existen diferencias para los distintos
alelos del Mspl y que en los genotipos que contienen Val se aprecia una mayor
capacidad de induccién, Kiyohara et al'%7 establecen que la correlacion existe para
los polimorfismos del Mspl y que no se encuentra asociacion para el polimorfismo

Ile/ Val.

Los resultados de los ensayos in vitro realizados para evaluar la actividad
catalizadora de las dos proteinas del CYP1Al, originadas cuando en la regién
hemo se sustituye la Ile por la Val, tampoco son concordantes. En Japén, los
resultados de Kawajiri et al'%® mostraron que, aunque la actividad enzimatica hacia
el benzo[a]pireno es baja para ambas proteinas, la que contiene Val sobresale en
actividad y mutagenicidad. En EEUU, Crofts et all% confirmaron estos resultados y
hallaron una actividad 3 veces mayor en los portadores de los genotipos con Val.
Otros autores'® 110 concluyeron que la formacién de los metabolitos del
benzo[a]pireno era comparable en las dos formas alélicas expresadas en el E.coli,
encontrando incluso para el CYP1Alle una actividad 3 veces mayor en la

formacion del 7,8-dihidrodiol.

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos, tras haber sufrido un proceso de
metabolizacién, en el que participa el enzima CYP1Al, se transforman en aductos
de ADN. La determinaciéon de estos aductos de ADN en linfocitos periféricos
deberia reflejar el efecto de los enzimas de metabolizacién pero los resultados no
son concluyentes. Rothman et al'll en una poblacién de bomberos americanos
consumidores de churrasco mostraron que los individuos con el alelo homozigoto

(Val/Val) tenian niveles mas altos de aductos de ADN, aunque las diferencias
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eran no significativas. Mooney et all> también encontraron que los grandes
fumadores con este genotipo mostraban un mayor dafio genético que los
individuos con los otros dos alelos. En Suecia, Ichiba et al'13 no llegaron a encontrar
ninguna relacién para el polimorfismo Ile/Val en limpiadores de chimeneas y
paradéjicamente observaron un aumento significativo de los aductos de ADN en
individuos portadores del alelo homozigoto predominante del Mspl (genotipo A).
En pacientes con cancer de pulmoén Shields et al''* tampoco encuentran ninguna

asociacion entre los niveles de aductos y los polimorfismos Ile/Val.

1.5.2. Glutation S-transferasas (GST)
1.5.2.1. Antecedentes

Se cree que las GST, al igual que los citocromos P450, existieron desde el comienzo
de la vida en todas las especies eucariotas para garantizar su supervivencia frente
a los productos nocivos generados por el propio organismo como consecuencia del
estrés oxidativo. Estos sistemas se adaptaron y evolucionaron a medida que
surgieron cambios medio-ambientales (temperatura, contaminacién) o

necesidades de detoxificar nuevas sustancias genotdxicas presentes en la dieta.

Aunque no existen criterios claros para denominar a las GST, en ratas y humanos
se han agrupado en 5 familias (alfa, mu, pi, sigma, theta) en funcién de la
homologia encontrada en la secuencia de amino acidos en el extremo N-terminal
de la proteinall®>. Se acepta que cuando existe una similitud mayor al 40% un
isoenzima se puede incluir en una determinada clase. En humanos se han
identificado 4 clases; la clase alfa localizada en el cromosoma 6p12, la mu en el
cromosoma 1p13, la pi en el cromosoma 11 y la theta en el cromosoma 22. Dentro
de estas familias se han identificado varios isoenzimas para la clase alfa (A1-A12),
mu (M1-M5), y theta (T1-T2) que presentan distintas subunidades formando
monodimeros 6 heterodimeros y que se designan segtn la estructura cuaternaria

de la proteina en el caso de que el cADN haya sido aislado. La GSTM1, M2, M3, T1
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y P1 se expresan en una gran variedad de tejidos incluyendo el epitelio de la

cavidad orallle.

1.5.2.2. GST y detoxificacién de sustancias cancerigenas.

Los isoenzimas de la GST catalizan una gran variedad de reacciones de
detoxificacion que tienen lugar entre el glutation y compuestos electrofilicos. De
forma general, los sustratos de la GST son compuestos genotdxicos o productos
enddgenos formados como consecuencia de la respiracion aerébica, las

exposiciones a radiaciones ionizantes o cualquier proceso que cause dafio celular.

Se ha sugerido que la GST acttia formando un complejo con el glutation existente
en el citosol para transformarlo en el ién tiolato (GS). Una vez formado, el
complejo adquiere la capacidad de reaccionar de forma espontidnea con
compuestos con centros electrofilicos proporcionados por dtomos de carbono,
nitrégeno o azufre y el resultado suele ser un compuesto de menor actividad.
Aunque el mecanismo de actuacién es comun a todas las GST, las diferentes
subunidades confieren a cada isoenzima wuna actividad y especificidad
determinada que puede variar en funcién de la especie. En humanos, la GSTM1,
la GSTP1 y la GSTM1 son las isoenzimas responsables de la detoxificacién de la

mayor parte de las moléculas potencialmente carcinogénicas (Tabla 7).
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Tabla 7. Isoenzimas responsables de la detoxificaciéon de distintas sustancias potencialmente
cancerigenas en humanos y ratas!!

Sustancia potencialmente cancerigena Subunidad Subunidad con
con actividad actividad en ratas
en humanos

Benzo[a]pireno-7,8-diol-9,10-ep6xido Mi, P1 M2, P1

Benzol[a]pireno 4,5-epdéxido Mi, P1 M1, M2
4-fenil-3-buten-2-ona M1,P1 M2
Benzo[a]antraceno-3,4-diol-2,2-ep6xido - M2
Benzo[a]antraceno-8,9-diol-10,11-ep6xido ———- M2
Benzo[a]antraceno-5,6-epdéxido -—- M2
Criseno-1,2-diol-3,4-ep6xido — M2
Sulfato de 5-Hidroximetilcriseno ——- T2
Dihidroximetilantraceno — T2
Aflatoxina B;-8,9-endo-6xido M1 M2
Oxido de estireno M1 —
Oxido de estilbeno M1 ——
4-nitroquinoleina-1-6xido P1 M3

1-nitropireno-4,5-6xido ——- M1, M2

1-nitropireno-9,10-6xido — M1, M2
Acroleina P1 ———-

N-Acetoxi-PhIP Al1,T1 Al, A2, A3, T2
CuOOH A1,A2,T2 A3,P1,T1

Oxido de etileno 1
Bromuro de metilo 1
Cloruro de metilo T -
1,3-butadieno m e

A continuacién se detalla el mecanismo de detoxificacion de las principales
sustancias carcinogénicas consideradas relevantes en el cancer de cavidad oral y

faringe.

v' Hidrocarburos aromdticos policiclicos.

Los hidrocarburos arométicos policiclicos, por activacion de la epéxido hidrolasa y
de los CYPP450 se transforman en metabolitos “diolep6xido”. Estos
intermediarios tienen capacidad para unirse al ADN vy originar efectos
cancerigenos pero también pueden conjugarse con el glutation (GS’) y dar lugar a
compuestos inactivos facilmente excretables. En humanos, la GSTM1 y P1 son los
principales isoenzimas responsables de la detoxificacién del benzo[a]pireno-7,8-
diol-9,10-6xido, que es el principal carcindgeno encontrado en el humo del tabaco,

y también de la 4-fenil-3-buten-2-ona'?”118 (Fig. 19).
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Figura 19. Desactivacion del benzo[a]pireno por parte de la GST
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v" Aminas heterociclicas

Una vez producido el derivado N-acetoxi las aminas aromaticas se consideran
altamente cancerigenas. Estudios llevados a cabo in vitro utilizando GSTs
humanas concluyen que la GSTA1-1, la GSTA1-2 y la GSTT2-2 acttian inhibiendo
de alguna manera la unién del N-acetoxi- PhIP al ADN, actuando asi en la
detoxificacion de esta sustancia. El papel que juegan estos enzimas en la
desactivacion del resto de las aminas no estd muy claro. Se ha encontrado que la
formacién de aductos de ADN con el N-acetoxi MelQx y el N-acetoxi IQ no se ve
influenciada por la GST, pero la presencia de glutation si influye en la unién de
estos intermediarios, sugiriendo que la desactivaciéon se produce por una reaccién

no enzimética con el glutation!?.

V' Otras sustancias cancerigenas.

A pesar de no estar muy clara la actuacion del etanol como agente cancerigeno, se

ha sugerido que el acetaldehido puede ser el responsable de ciertas alteraciones
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producidas en el ADN que podrian desencadenar la aparicién de tumores®. El
etanol ingerido se metaboliza en el higado y se transforma en acetaldehido por
accion de la alcohol dehidrogenasa y de la GSTM1. A continuacién sufre otra

transformacioén a acetato para finalmente convertirse en CO2 y H2O.

Aunque las GSTs no parecen estar implicadas en la desactivacion de las N-
nitrosaminas, si intervienen en la detoxificaciéon de otras sustancias quimicas
encontradas en el humo de tabaco y utilizadas con frecuencia en el medio laboral.
Pemble et al'?0 propusieron que la GSTT1 es la principal encargada de desactivar un
gran numero de agentes metilantes, solventes industriales y pesticidas, entre los
que se encuentran los monohalometanos (cloruro de metilo, bromuro de metilo),
el 1-3 butadieno, el 6xido de etileno y el 6xido de estilbeno!?. Paradéjicamente, la
GSTT1 también puede intervenir en la activacion de los dihalometanos y
dihaloetanos encontrados en esas mismas fuentes. La GSTT1 cataliza la reaccién
entre los 1,2-dihaloalcanos y la GS- para dar lugar a intermediarios altamente
electrofilicos que acttian como agentes alquilantes y forman complejos con el

ADN.

1.5.2.3. Mecanismos de activacion e induccién de las GST.

Los mecanismos de activaciéon de las GST son muy complejos y de forma general
los compuestos inductores se pueden agrupar en 2 categorias; inductores

monofuncionales e inductores bifuncionales.

Los inductores bifuncionales, como el benzo[a]pireno, son compuestos que
necesitan formar un complejo con el receptor Ah presente en el citosol para poder
llegar a metabolizarse. El complejo formado interacciona o bien directamente con
la zona XRE del gen GST y activa la transcripcién de la enzima o actaa sobre la
zona XRE del P4501A1 o 1A2 transformandose en un intermediario electrofilico
con capacidad para actuar sobre el elemento de respuesta antioxidante (ARE) del

gen GST y activar igualmente la transcripcion y translacion. Existen determinadas
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sustancias como la tetraclorodibenzo-p-dioxina que s6lo pueden inducir a la GST a
través de la zona XRE y otras como los PAH y sus metabolitos, que acttian a través

de los dos mecanismos!?!.

Los inductores monofuncionales son compuestos que contienen centros
deficientes en electrones y acttian directamente sobre la zona ARE. La produccién
de especies oxigenadas reactivas en el organismo también da lugar a una
induccién de las enzimas de la GST, aunque se desconoce si actian directamente o
es necesaria una reaccion con otras moléculas dentro de la célula para originar

intermediarios electrofilicos!21.122,

En la figura 20 se ilustran las diferentes etapas en la activacion e induccién de la

GST por inductores monofuncionales y bifuncionales.
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Introduccién

v Polimorfismos genéticos de la GSTM]1

La GSTM1 pertenece a los genes de la clase mu identificados en el cromosoma
1p13 y expresados en un gran numero de tejidos. En la actualidad se han
descrito tres polimorfismos para este gen: el GSTMI*A, el GSTMI*B y el
GSTM1-0. E1 GSTM1A y el GSTM1B difieren en una sustituciéon de citosina por
guanina en la posicion 534123, Esta variante da lugar a monodimeros (GSTM1A-
1A, GSTM1B-1B) o heterodimeros (GSTM1la-1b) con una sustituciéon de lisina
por asparragina en la posicion 172. Estudios in vitro parecen indicar que los dos
alelos tienen actividades cataliticas similares!?*. El alelo GSTM1-0 también
denominado genotipo nulo, se caracteriza por tener una deleccién en esta

posicion impidiendo la sintesis de la proteina GST.

V' Relacion entre los polimorfismos de la GSTM1 y distintos biomarcadores de

efecto.

Dado que la GSTM1 actta en la detoxificacién de los hidrocarburos aroméaticos
policiclicos, el grupo de cancerigenos ambientales mas importantes, cabe
esperar que los individuos con el genotipo nulo de la GSTM1 tengan una
capacidad deficiente para desactivar compuestos como el benzo[a]pireno y
Como consecuencia se encuentre un aumento en los niveles de aductos de ADN,
asi como alteraciones en otros biomarcadores de dafio genético (el intercambio
de crométides hermanas (SCE), los microntcleos (MN) en linfocitos y las

aberraciones cromosémicas).

No obstante, los estudios llevados a cabo para evaluar el efecto del
polimorfismo GSTM1 en distintos grupos ocupacionalmente expuestos a
hidrocarburos aromaticos policiclicos muestran resultados discordantes, quiza
debido a los distintos niveles y fuentes de exposicion. Hemminki et al'?> en 85
trabajadores de una fundicion expuestos a niveles bajos de PAH, observaron

que los aductos de ADN determinados en linfocitos eran independientes del
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genotipo GSTM1. Estudios llevados a cabo en trabajadores de hornos de coque,
expuestos a niveles mucho mas altos de PAH, tampoco encontraron diferencias
en los aductos de ADN, en el intercambio de croméatides ni en las aberraciones
cromosomicas!?6: 127, A diferencia de los anteriores, Rojas et al'?® en un estudio en
el que los trabajadores de hornos de coque eran mayoritariamente fumadores
encontraron que la totalidad de 59 individuos con el genotipo activo no tenian
niveles detectables de aductos, mientras que los niveles eran apreciables en el
93% (69/74) de los sujetos con el genotipo GSTM1-0. Los 5 individuos GSTM1-0
que no tenian aductos detectables eran no fumadores o estaban expuestos a
niveles bajos de PAH. De acuerdo con los anteriores, Sram et al'?’, en un grupo
de 90 conductores de autobuses, incluyendo fumadores, también mostraron
unos niveles de aductos significativamente mayores que los que no expresaron
este gen. Hou et al'30 no apreciaron diferencias significativas en 47 mecanicos de

autobuses y 22 controles no fumadores.

La influencia de los polimorfismos GSTM1 en la formacién de aductos de ADN
en fumadores tampoco parece estar del todo clara, existiendo evidencias de que
la asociacion puede depender en gran medida del tejido en el que se haga la
determinacion, de las exposiciones acumuladas a lo largo de la vida y del
consumo de ciertos nutrientes. Grinberg-Funes et al'®! no observaron un aumento
en los niveles de aductos de ADN en plasma para los fumadores con el
genotipo nulo pero dicha asociacién se hizo evidente cuando se estratificé por
consumo de vitamina C. Mooney et al'1? en grandes fumadores s6lo encontraron
diferencias para los individuos GSTM1-0 cuando se tuvieron en cuenta los
niveles de beta-caroteno, sugiriendo que los fumadores GSTM1-0 con niveles
bajos de micronutrientes sufren un mayor dafio genético. Diversos estudios
llevados a cabo en el pulmén parecen concluir que en fumadores los niveles de

aductos de ADN son mayores para los individuos con genotipos nulos!32 133,
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La frecuencia de intercambio de cromatides hermanas y la formaciéon de
microndcleos en los linfocitos tampoco parece verse afectada por el genotipo
nulo de la GSTM1 cuando se tiene s6lo en cuenta el tabaco. Rothman et all3*
informaron de un elevado ntimero de aberraciones cromosémicas en los
grandes fumadores con el alelo GSTM1-0 pero no hallaron diferencias en los
SCE 6 MN. Cheng et al'3> encontraron una relacién entre el GSTM1-0 y la
frecuencia de SCE pero para los individuos no fumadores. El grupo de Van
Poppel et al'3¢ si detectaron mayores frecuencias de intercambios de cromaétides

en los fumadores.

1.5.3. Epoxido hidrolasas (EH)
1.5.3.1. Antecedentes y Nomenclatura

Las epoxido hidrolasas engloban a un grupo de enzimas que se caracterizan por
afladir agua a los ep6xidos y dar lugar a los correspondientes grupos diol y
trans-dihidrodiol'¥”. Las epéxido hidrolasas se agrupan segtun la actividad
enzimdtica y la separacion bioquimica. En mamiferos se reconoce la existencia
de 5 clases: las epdxido hidrolasas solubles o citosélicas (sEH), las epdéxido
hidrolasas microsomales (mEH) que se localizan en el reticulo endoplasmico de
las mitocondrias, la leucotrieno A4 hidrolasa (LTA4H), la colesterol epdxido
hidrolasa y la hepoxilina hidrolasa®. La LTA4H y las formas solubles se
caracterizan por su funcién en el metabolismo de sustancias enddégenas.
Intervienen en la sintesis de muchos productos derivados del acido
araquidonico, precursor de moléculas tan importantes para el organismo
humano como las prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos. La forma
microsomal mEH, en combinacién con la sEH también acttia disminuyendo el
efecto del estrés oxidativo causado por diversos agentes enddgenos, pero su
especial interés en la carcinogénesis deriva de su participacion en la

detoxificacion de agentes genotdxicos y cancerigenos. Estos enzimas hidrolizan
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a los epoxidos para dar lugar a moléculas menos reactivas, menos mutagénicas

y mas solubles, facilitando asi su excreciéon del organismo.

A pesar de la actual teorfa de que los sistemas enziméticos en mamiferos fueron
evolucionando para defendernos de las sustancias nocivas, esta todavia por
esclarecer el origen y la relacién que existe entre los enzimas que forman parte
de este grupo. Beetham et al'?6 analizan la secuencia de aminoécidos y en funcién
de la homologia encontrada entre las epdxido hidrolasas solubles y las
dihalogenasas bacterianas sugieren que probablemente estos enzimas deriven
de una fusién entre estos genes. La similitud entre las epéxido hidrolasas
microsomales y las solubles indican que posiblemente el origen esté en una
duplicacion de los genes de las epoxido hidrolasas solubles. La falta de analogia
con la LTA4sH parece implicar que este enzima proviene de una linea genética

totalmente distinta.

1.5.3.2. Detoxificacién de sustancias cancerigenas en humanos.

Las epéxido hidrolasas microsomales son la principales enzimas encargadas de
la detoxificacion de las sustancias cancerigenas exégenas. La mEH metaboliza
un gran numero de 6xidos de alquenos, arenos y epdxidos del grupo de los
hidrocarburos aromaéticos y aminas heterociclicas. Cabe destacar entre ellos el
benzo[a]pireno, el benzo[a]antraceno y el criseno encontrados en el humo de
tabaco. Enziméticamente la mEH cataliza la hidrélisis de epdxidos a trans-
dihidrodioles!3. Aunque la conversiéon de los epéxidos es frecuentemente una
reaccion de inactivaciéon, los metabolitos trans-dihidrodiol pueden sufrir
posteriores activaciones por los citocromos P450 y dar lugar a intermediarios
electrofilicos que pueden unirse de forma covalente al ADN e iniciar el proceso
tumoral. El potencial carcinogénico de estas sustancias viene determinado en
gran medida por la selectividad en la epoxidacién por parte del citocromo P450
y en la hidratacién por parte de las epéxido hidrolasas. Por ejemplo si el

benzo[a]pireno se activa de forma predominante al 7,8-diol-9,10-ep6xido, es
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mucho mas mutagénico y carcinogénico que el resto de los diol-epéxidos

formados'® (Fig 21).

La mEH también interviene en la detoxificacion de otras sustancias
carcinogénicas como el estireno y estudios llevados a cabo en corynebacterium
parecen concluir que también puede actuar en el metabolismo del 1,3 dicloro-2-
propanol (DCP) y el 3-cloro-1-2-epoxipropano. El DCP se utiliza como
disolvente, intermediario en la sintesis de pinturas, barnices, lacas,

acuarelas,etc.

1.5.3.3. Polimorfismos genéticos de las epoxido hidrolasas microsomales

El gen de la epéxido hidrolasa microsomal, también conocido como mEH,
EPHX, EPHX1 o EPOX consiste en 9 exénes y 8 intrones en el cromosoma
1g42.1. Hasta la actualidad se han notificado la existencia de dos polimorfismos
en este gen40141, El primer polimorfismo se produce como consecuencia de una
mutaciéon de C por T a nivel del exén 3 del gen que codifica para este enzima,
originando una sustitucion de tirosina por histidina en el residuo 113. Esta
variante alélica se ha conocido como el “alelo lento” ya que “in vitro” esta
sustitucién conlleva una disminucién en la actividad del 40-60%140141, Este alelo
se denomina el HYL*2. En el segundo polimorfismo la G sustituye a la A en el
ex6n 4 , ocasionando a su vez un emplazamiento de Histidina por Arginina en
el residuo 139 (13°Arg—His). Este alelo se denomina el alelo rdpido HYL*3 ya
que como resultado de este cambio se produce un aumento del 25% en la
actividad de la enzima. Teniendo en cuenta que las mutaciones pueden tener
lugar de forma simultanea se podrian considerar otros dos alelos. El tercer alelo
tendria dos mutaciones, una a nivel del residuo 113 y otra a nivel del residuo

139. El cuarto alelo no tendria mutacién alguna.
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Figura 21. Distintas vias de metabolizacién del benzo[a]pireno por parte de los citocromo P450
y la epéxido hidrolasa.
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v' Correlacion entre los polimorfismos de la mEH y la actividad enzimitica “in

vivo”.

Teniendo en cuenta que los dos polimorfismos de la mEH afectan a la funcién
de la enzima, algunos autores han presentado distintos indices para predecir su
actividad in vivo. Benhamou et al*2, basandose en estudios previos,
categorizaron a la poblacion en tres grupos de actividad (baja, intermedia y
alta). Smith y Harrison'43 presentaron dos categorias: la primera, considerada de
“actividad muy lenta” incluia a todos los individuos con His/His en el exén 3,
independientemente del genotipo del exén 4; y la segunda englobaba al resto de
los individuos. En la tabla 8 se exponen las dos modalidades y se puede

observar que las actividades propuestas no son en algunos casos concordantes.

Tabla 8. Polimorfismos de la mEH y prediccion de actividad.

Polimorfismo Polimorfismo exén 3 (Tyr!13 His)

exon 4 (His 137

Arg)

His/His Intermedial Baja Baja
Intermedia? Baja Muy baja

His/Arg Alta Intermedia Baja
Alta Intermedia Muy baja

Arg/Arg Alta Alta Intermedia
Alta Baja Muy baja

1 Clasificacion de Benhamou et all42
2 Clasificacion de Smith y Harrison!43

Pastorelli et al'*4 llevaron a cabo una investigacion en 44 pacientes con cancer de
pulmén y expuestos a hidrocarburos aromaticos policiclicos para averiguar si
los polimorfismos influyen en los niveles de metabolitos en el organismo. En un
principio los pacientes homozigotos y heterozigotos para la HYL*2 tendian a un
menor namero de aductos de ADN, aunque la diferencia no era significativa.
Con respecto a la HYL*3 no se encontraba ninguna asociacién con la frecuencia
de aductos encontrados. Si se tenian en cuenta ambos alelos, los individuos con

dos mutaciones en el exén 3 y ninguna en el exén 4 parecian tener una ausencia
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de aductos de ADN. London et al'*> en funcién de estos hallazgos proponen que

s6lo los individuos con His/His en el exén 3 y 4 tienen una actividad reducida.

A pesar de las diferentes propuestas, algunas investigaciones sugieren que no
es posible asignar una actividad basdndose exclusivamente en la mutacién en el
ex6n 3y 4, sino que influyen otros factores atin desconocidos!¢. Kitteringham et
al'¥” presentan evidencias de que los niveles enziméaticos encontrados in vivo no

se correlacionan con los datos predichos por el comportamiento in vitro.

1.5.4. Otras enzimas potencialmente relevantes en el cancer de cavidad oral y

faringe

Otras enzimas de metabolizacién potencialmente relevantes son las N-Acetil
transferasas (NATs), las alcohol dehidrogenasas (ADH) y las aldehido
dehidrogenasas (AD)84.

Las NATs participan principalmente en la detoxificacion de aminas e
hidrazinas. En humanos se han identificado 3 genes: el pseudogen y 2 genes
funcionales, la NAT1 y NAT2. Se han identificado polimorfismos de ambos
genes funcionales que dan lugar a enzimas con una funcién alterada. El
polimorfismo NAT1*10 ha sido asociado en algunas ocasiones al cancer oral y
de faringe. Respecto al NAT2, los polimorfismos mas estudiados en relacién
con el cancer de cavidad oral y faringe son el NAT2*5, NAT2*6, NAT2*7 y

NAT2*14 pero los resultados no son concordantes!8.

La alcohol deshidrogenasa (ADH) participa en la conversion del etanol a
acetaldehido. La enzima estd compuesta por 5 subunidades codificadas por 7
genes, ADH1 a ADH7. El ADH3 actualmente conocido como el ADHI1C
presenta dos alelos. El alelo ADH1C*1 (Ile349Val) presenta una mayor tasa de
conversiéon de alcohol a acetaldehido y se ha asociado a un mayor riesgo de
cancer asociado al consumo de alcohol, aunque los resultados de un pooled
analisis reciente de los estudios publicados no muestra una asociacién

importante con los tumores de cabeza y cuello'¥. El ADH2 (ADH1B) también es
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polimérfico y el alelo ADH1B*2 podria estar también asociado a un menor

riesgo de padecer éste cancer pero las evidencias no son concluyentes!4s.

La aldehido deshidrogenasa (ALDH) también participa en la conversion de
acetaldehido a acetato. La mayor parte del acetaldehido producido en el
organismo es eliminado por el ALDH2. El alelo ALDH2*2, se considera
inactivo. Su presencia ocasiona una acumulacién de acetaldehido y también se
ha relacionado con el cancer de cavidad oral y faringe pero los resultados

encontrados son contradictorios!4s.
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1.6. Revision sistematica de la asociacion de los polimorfismos GSTM1 (alelo
nulo), CYP1A1 (Ile/Val) y epoxido hidrolasa (exé6n 4 His 139 Arg) con el

cancer de cavidad oral y faringe: Meta y pooled andlisis’.

Para analizar la relacion entre los polimorfismos CYP1A1, GSTM1, la epdxido
hidrolasa y el cancer de cavidad oral y faringe se llevé a cabo un meta-andlisis de
la literatura cientifica identificada a través de una revision sistematica y un
pooled-analisis de los estudios registrados en la base de datos GSEC (Genetic
Susceptibility to Environmental Carcinogens)

(http:/ /www.upci.upmc.edu/research/ccps/ccontrol/ ¢_intro.html)151152,  La

base de datos GSEC es una recoleccion de datos de estudios de casos y controles
publicados y no publicados que investigan polimorfismos genéticos y
cancer.Dado que sélo se encontraron dos articulos que presentaron datos sobre
mEH%31% y que s6lo uno'>® permitia calcular el riesgo independiente de
padecer cancer de cavidad oral y faringe, no fue posible llevar a cabo un meta o
pooled anélisis para este gen. En el anexo I se presentan los principales
resultados de estos dos articulos, asi como los resultados de los estudios sobre
CYP1A1 y GSTM1 incluidos en el meta-andlisis y la lista de articulos excluidos
con los correspondientes motivos de exclusién. La metodologia de la revision
sistematica, asi como la metodologia empleada para llevar a cabo el meta y
pooled analisis se puede consultar en la copia del articulo publicado en

Genetics in Medicine que se adjunta en el anexo III

' El meta y pooled andlisis han sido publicados en Genetics in Medicine “Varela-Lema L, Taioli E,
Ruano-Ravina A, Barros-Dios [M, Anantharaman D, Benhamou S, Boccia S, Bhisey RA, Cadoni G,
Capoluongo E, Chen C-J, Foulkes WD, Goloni-Bertollo EM, Hatagima A, Hayes RB, Katoh T, Koifman
S, Lazarus P, Manni J], Mahimkar M, Morita S, Park ], Park K-K, Pavarino Bertelli EC, de Souza
Fonseca Ribeiro EM, Roy B, Spitz MR, Strange RC, Wei Q, Ragin CC. Meta-analysis and pooled
analysis of GSTM1 and CYP1A1 polymorphisms and oral and pharyngeal cancers: a HuGE-GSEC
review. Genet Med 2008; 10: 369-3841%. Este articulo se presenta en el anexo III.
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1.6.2. Resultados

De los 30 estudios incluidos en el meta-analisis, 17 fueron llevados a cabo en
Asia, siete en América y seis en Europa. En 16 de estos estudios los controles
fueron hospitalarios. El nimero de casos de los estudios incluidos en el meta-
analisis que investigaron GSTMI1 varié entre 21 y 451. Todos los estudios
llevados a cabo en Europa incluyeron menos de 150 casos. El nimero de casos
fue menor a 50 en dos de los estudios. Los estudios sobre CYP1A1 incluyeron

entre 45 y 446 casos (ver tablas 9, 10, 11).

v Frecuencia de los polimorfismos

La frecuencia del alelo nulo de la GSTM1 en el grupo control varié entre el 24 %-
58,9%, observandose importantes diferencias en las frecuencias alélicas
dependiendo del drea geografica donde se realiz6 el estudio. En Asia, las
frecuencias variaron de forma importante en los diferentes paises. En la India
las frecuencias oscilaron entre el 24% y el 37%, en Japon entre un 39,8%-48,7% y
el tnico estudio de Taiwan plante6 una frecuencia del 57,7%. En los paises de
Sudamérica las frecuencias tomaron valores entre el 38,2% y el 48,7%. Las

frecuencias en Europa y EEUU fueron del orden del 51-54,8%.

El polimorfismo CYP1Al exén 7 también mostré6 una gran heterogeneidad
geografica. Mientras que en Europa la frecuencia del genotipo homocigoto para
el alelo variante (Val/Val) fue practicamente nula o muy baja (0-6%), en paises
asidticos este genotipo heterocigoto estaba presente en un 32,4-53,4% de los
controles. La frecuencia en los paises de latinoamérica oscil6 entre un 19% y un
30%. El tanico estudio llevado a cabo en EEUU encontré una frecuencia para la

combinacién de alelos mutados (Ile/ Val o Val/Val) del 7,4%.

El genotipo heterocigoto del alelo mutado del CYP1A1l Mspl (ml/m2) se
encontré en un 30-59,5% de la poblacion asiética. S6lo se recuperd un estudio

europeo que evalto este polimorfismo y la frecuencia de este alelo variante
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resulté ser del 9,3%. El alelo mutado homocigoto es muy raro en todas las

poblaciones (1%-10,6%).

v' Meta-andlisis

e Asociacion entre los polimorfismos de la GSTM1 v el céncer de

cavidad oral vy faringe.

No se pudo determinar una OR global para el polimorfismo GSTM1 nulo
debido a la gran heterogeneidad entre estudios (valor p de la prueba Q<0,001).
Se realiz6 un analisis de sensibilidad y se identific6 un estudio que parecia
influir en la OR global, sin embargo se sigui6 observando heterogeneidad
después de excluir este estudio del andlisis. Para explorar més en detalle la
heterogeneidad observada se estratificaron los estudios por raza. En la tabla 9
se muestran las ORs de la GSTM1 especificas de cada estudio y las meta-OR
globales para caucésicos, asidticos y otras razas (estudios que no especificaron

la raza o incluyeron mas de un grupo étnico).

En poblaciones caucasicas no se observé un aumento en el riesgo en el cancer
oral y de faringe para los individuos con alelos nulos de la GSTM1 (OR=1,1
IC95% 0,9-1,3) y no se encontraron evidencias de un sesgo de publicacién (valor

p del test de Egger=0,19).

En los estudios realizados en asiaticos y otros grupos étnicos o poblaciones con
poblaciones mixtas, se sigui6 detectando una gran heterogeneidad y por lo
tanto no se pudo calcular la meta-OR global (valor p de la prueba Q<0,001).
Tampoco existieron evidencias de la existencia de un sesgo de publicacién
(valor p del test de Egger=0,77 para estudios asidticos y 0,80 para los otros
estudios). El andlisis de sensibilidad en los estudios asiaticos identific6 un
estudio que parecia influir en el meta-OR. Cuando se excluy6 este estudio se

observé homogeneidad en los siguientes estudios (valor p de la prueba
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Q=0,186). En estas poblaciones se encontr6 un aumento significativo en el
riesgo de cancer de cavidad oral y faringe para la deleccion GSTM1 (OR=1,6
IC95% 1,3-2,0). No se encontré sesgo de publicacion (valor p del test
Egger=0,819).

Para el resto de los estudios (estudios que no especificaron la raza o incluyeron
mas de un grupo étnico) se observé heterogeneidad atn después de excluir el
estudio marginal'®®, probablemente debido a la mezcla de poblaciones

agrupadas dentro de esta categoria.

e Asociacion entre los polimorfismos de CYP1A1 v el cdncer de cavidad

oral y faringe

En la tabla 10 se resumen los resultados de los estudios que proporcionaron
resultados de los polimorfismos CYP1A1 Mspl y/o exén 7 (Ile/ Val). En total, 11
estudios proporcionaron datos sobre el polimorfismo CYP1A1l exén 7 y siete

estudios proporcionaron datos sobre el polimorfismo Mspl.

Respecto al polimorfismo Ile/Val, nueve estudios documentaron la asociacion
entre los genotipos heterocigotos para el alelo mutado (Ile/Val) y el cancer de
cavidad oral y faringe, seis estudiaron la asociacion de los genotipos
homocigotos (Val/Val) y 11 presentaron resultados para la combinacién de
alelos (Ile/Val + Val/Val). Se encontré una heterogeneidad estadisticamente
significativa para cada uno de estos grupos y por lo tanto no se calcularon las
meta-ORs globales. No se encontré evidencia de sesgo de publicacion (valor p
del test de Egger: Ile/Val=0,945, Val/Val=0,625 y Ile/Val + Val/Val=0,199). La
exclusion de un estudio que parecia influir en el meta-OR no resolvi6 la
heterogeneidad. Esta heterogeneidad es probablemente debida al sesgo de
clasificacién, dado que la mayoria de los estudios mas recientes empleaban
métodos de laboratorio que no permitian diferenciar claramente las variantes

alélicas del ex6n 7.
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Entre los cinco estudios que investigaron el polimorfismo CYP1A1l Mspl,
todos, excepto uno, presentaron resultados de las variantes alélicas m1/m?2,
m2/m2 y de la combinacién de ambas (ml1/m2 + m2/m2) (tabla 11). Los
estudios sobre m1/m2 o la combinacion de variantes alélicas mostraron una
heterogeneidad estadisticamente significativa, por lo tanto no se proporciona la
meta-OR global. No se observé sesgo de publicacion (valor p del test de Egger:
m1/m?2=0,389 y m1/m2+ m2/m2=0,339). Se observé un aumento significativo
en el riesgo de cancer de cavidad oral y faringe para la variante alélica m2/m?2
(meta OR= 1,9 IC95% 1,4-2,7). Tampoco existieron evidencias de sesgo de
publicacién (valor p del test de Egger: m2/m2=0,595). El andlisis de
sensibilidad identific6 un estudio que influyé en el meta-OR para la m1/m2 y
para los alelos combinados (m1/m2 + m2/m?2). Después de excluir estos datos
se obtuvo homogeneidad. No se observé un aumento de riesgo de cancer oral y
de faringe para el alelo m1/m?2 o la combinacién de alelos (m1/m?2, valor p del
test Q= 0,625, OR= 0,9 IC95% 0,8-1,1; m1/m2+m2/m?2, valor p del test Q= 0,798,
OR= 1,0 IC9% 0,9-1,2). No se observaron evidencias de sesgo de publicaciéon
(valor p del test Egger: m1/m?2=0,628; m1/m2 + m2/m?2=0,407).
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e Interaccién entra la GSTM1 v el CYP1A1

Solo un estudio de los incluidos evalué la interaccién entre los polimorfismos
GSTM1 nulo y CYP1A1l (Ile/Val) y tres evaluaron la interaccién entre los
polimorfismos GSTM1 nulos y el CYP1A1 Mspl (tabla 12). El meta-OR para el
GSTM1 nulo + ml/ml no se documenta porque los estudios presentaban
heterogeneidad estadisticamente significativa (valor p de la prueba Q=0,002). Se
observé un aumento en el riesgo de cancer de cavidad oral y faringe para el
GSTM1 salvaje + m1/m2 o m2/m2 (meta-OR=1,6 IC95% 1,0-2,7) y el GSTM1
nulo + m1/m2 o m2/m2 (meta-OR=3,0 IC95% 1,8-5,0). La asociacién no fue
significativa para ninguna de las variantes polimorficas. No se encontré sesgo

de publicacion en ninguno de estos anélisis.

v" Pooled andlisis

El pooled anélisis incluy6 21 estudios (3.130 casos y 6.267 controles). Se observé
gran heterogeneidad entre los 20 estudios que proporcionaron datos sobre la
GSTML1. Al igual que en el meta-anilisis, uno de los estudios parecia contribuir a
la heterogeneidad!®. Los analisis fueron estratificados por diferentes co-

variables.

e Asociacién entre los polimorfismos de la GSTM1 v el cancer de

cavidad oral vy faringe

De forma global, no se observé una asociacion significativa entre la deleccién
GSTM1 y el cancer de cavidad oral y faringe, ain cuando el analisis se limit6 a
controles poblacionales (ORajustada=1,1, IC95% 0,8-1,4) (tabla 13). Se observé
una asociacién marginalmente significativa para los fumadores actuales (OR
ajustada=1,2 IC95% 1,0-1,4) y para los que fumaron en algiin momento de su
vida (OR ajustada=1,1 IC95% 1,0-1,3) pero no para los nunca fumadores (OR

ajustada=1,0 IC95% 0,8-1,2). Las diferencias observadas entre los OR especificas
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de los diferentes estratos de fumadores no fueron estadisticamente
significativas (p>0,1). Las series de datos fueron homogéneas para los nunca, ex
y fumadores actuales (valor p de la prueba Q > 0,05) pero no para los que
fumaron en algin momento de su vida (valor p de la prueba Q=0,018). La
GSM1 nula se asoci6 significativamente con el cancer de cavidad oral y faringe
en afroamericanos y africanos (OR=1,9 IC95% 1,1-3,3), pero esta asociaciéon
perdié la significacién estadistica cuando se ajustd por las variables confusoras
(ORajustada= 1,7 IC95% 0,9-3,3). No se encontré una asociacién significativa

para caucasicos, asiaticos u otros grupos étnicos.

Cuando se evalu6 el consumo de alcohol, se observé un ligero aumento en el
riesgo con la delecion de la GSTM1 para los bebedores y no bebedores
(ORajustada de bebedores= 1,2 IC95% 1,0-1,5; OR ajustada de no bebedores= 1,2
IC95% 1,0-1,3).

e Asociacién entre los polimorfismos del CYP1A1l vy el céncer de

cavidad oral vy faringe

La OR resumen para la asociacién entre los polimorfismos CYP1A1 Mspl y el
cancer de cavidad oral y faringe no fue significativa para el genotipo m1/m?2
pero si para el genotipo m2/m2 (OR ajustada=2,0 1C95% 1,3-3,1) (tabla 14).
Entre los canceres de cavidad oral y faringe, la probabilidad de presentar el
genotipo m2/m?2 en comparacion a los controles era dos veces mayor dentro
del grupo de los nunca fumadores (ORajustada= 1,8 1C95% 1,1-2,9) pero no
para los fumadores actuales o alguna vez fumadores. Se observaron diferencias
estadisticamente significativas cuando se compararon las OR especificas de los
estratos de nunca y fumadores actuales (valor p=0,019). La asociacién de la
variante alélica m2/m2 también difiri6 cuando el andlisis se restringié a
controles poblacionales (OR ajustada=1,2 IC95% 0,7-2,2) o controles

hospitalarios (ORajustada= 1,7 IC95% 1,1-2,7). Se observé una asociacién
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significativa del genotipo m2/m2 para caucésicos (ORajustada= 2,1 IC95% 1,4-

3,3) pero no para otros grupos étnicos, aunque estos fueran poblaciones mixtas.

No se encontré una asociacion entre el polimorfismo CYP1A1l exén 7 y los
canceres de cavidad oral y faringe independientemente del tipo de control
utilizado en el andlisis (tabla 15). Sin embargo, se observé una asociacion
estadisticamente significativa del genotipo Val/Val para los alguna vez
fumadores (ORajustada= 2,2 1C95% 1,1-4,5). Los casos procedentes de Asia
tenian una probabilidad en torno a 4 veces mayor de tener el genotipo Val/Val

cuando se comparaban con los controles (OR ajustada=3,5 IC95% 1,0-12,6).

No se observé una asociacion del polimorfismo CYP1A1 exén 7 con el cancer de
cavidad oral y faringe segtin el consumo alcohélico pero se observé un aumento
en el riesgo para el genotipo CYPIA1l m2/m2 en nunca bebedores

(ORajustada= 2,6 IC95% 1,5-4,3).

e Andlisis del riesgo para la GSTM1 v el CYP1A1 segtn la localizacién

del tumor.

Se observé un aumento significativo en el riesgo para la deleccion GSTM1
cuando se examinaron los casos de cancer de la cavidad oral (ORajustada=1,1
IC95% 1,0-1,2) y de faringe (ORajustada=1,3 I1C95% 1,1-1,6),
independientemente (tabla 16). Entre los sujetos con tumores de la cavidad oral,
no se observé ninguna asociacion para los polimorfismos CYP1A1l exén 7 y se
observé una asociacion marginalmente significativa para el CYP1A1 Mspl; el
genotipo m2/m?2 se asoci6 significativamente con los tumores de la cavidad
oral (ORajustada=2,0 IC95% 1,3-3,1). No fue posible determinar la asociacion de

esta variante alélica para sujetos con cancer de faringe.

-90-



Introduccién

e Interaccidn entre los polimorfismos GSTM1 y CYP1A1

La combinacién de los polimorfismos CYP1A1l Mspl y CYP1A1l exén 7 no se
asocié significativamente con el riesgo de padecer COF (tabla 17). La
combinacion de la GSTMI1 nula y de la variante genotipica CYP1A1l m1/m?2
aumentaron el riesgo de padecer cancer de cavidad oral y faringe (OR ajustada=
1,3 IC95% 1,0-1,7). Se observaron resultados similares cuando se consideré la
variante homocigota para el alelo mutado (m2/m2) (ORajustada=1,9 IC95% 1,0-
3,9). Esta asociacion se observé en nunca fumadores pero no en fumadores. La
combinacion de la GSTM1 nula y el CYP1A1 m1/ml o ml/m2 aumentaron
marginalmente el riesgo de COF en fumadores y nunca fumadores. La
interaccion entre la GSTM1 y el CYP1A1 Mspl se observé para el cancer de la

cavidad oral pero no  para los tumores de  faringe.
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Introduccion

Tabla 13. OR global y estratificado de la asociacion entre la deleccion GSTM1 y COF-Pooled andlisis

GSTM1 Controles Casos (N) ‘ OR cruda ORajustada
(N) (IC 95%) (IC 95%)
Numero de estudios =198
N =7.046 4.658 2.388
Presente 2.436 1.242 1,0 (ref) 1.0 (ref)
Ausente 2.222 1.146 1,0(0,9-1,1)t 1,0(0,9-1,1)
CONTROLES POBLACIONALES (N = 926)%
556 370
Presente 299 199 1,0 (ref) 1,0 (ref)
Ausente 257 171 1,0 (0,8-1,3) 1,1(0,8-1,4)
CONTROLES HOSPITALARIOS (N = 2.966)*
1.922 1.044
Presente 943 542 1,0 (ref) 1,0 (ref)
Ausente 979 502 0,9 (0,8-1,0) 0,9 (0,8-1,1)
NUNCA FUMADORES(N = 2.751)
1.974 777
Presente 1.059 428 1,0 (ref) 1,0 (ref)
Ausente 915 349 0,9 (0,8-1,1)
EX FUMADORES (N = 864)
548 316
Presente 265 157 1,0 (ref) 1,0 (ref)
Ausente 283 159 1,0 (0,7-1,3) 1,0 (0,7-1,3)
FUMADORES ACTUALES (N =1.963)
1.150 813
Presente 645 423 1.0 (ref) 1.0 (ref)
Ausente 505 390 1,2 (1,0-1,4) 1,2 (1,0-1,4)
FUMADORES EN ALGUN MOMENTO (N = 3.651)
2.126 1.525
Presente 1.122 776 1,0 (ref) 1,0 (ref)
Ausente 1.004 749 1,1 (1,0-1,3)
NUNCA BEBEDORES (1.859)
1.280 579
Presente 691 282 1,0 (ref) 1,0(ref)
Ausente 589 297 1,2 (1,0-1,5) 1,2 (1,0-1,5)
BEBEDORES (2.963)
1.776 1.187
Presente 938 587 1,0 (ref) 1,0 (ref)
Ausente 838 600 1,1 (1,0-1,3) 1,2 (1,0-1,3)
CAUCASICOS (N =5.851)
3.857 1.994
Presente 1.987 1.034 1,0 (ref) 1,0 (ref)
Ausente 1.870 960 1,0 (0,9-1,1) 1,0 (0,9-1,1)
AFRO-AMERICANOS+AFRICANOS (N =294)
195 99
Presente 149 62 1,0 (ref) 1,0 (ref)
Ausente 46 37 1,9 (1,1-3,3) 1,7 (0,9-3,3)
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GSTM1 ‘ Controles ‘ Casos (N) ‘ ‘ OR cruda ‘ OR"ajustada
(N) (IC 95%) (IC 95%)
ASIATICOS (N =681)
491 190
Presente 236 93 1,0 (ref) 1,0 (ref)
Ausente 255 97 1,0 (0,7-1.4) 1,2 (0,8-1,8)
OTROS (N =220)
115 105
Presente 64 53 1,0 (ref) 1,0 (ref)
Ausente 51 52 1,2 (0,7-2,0) 1,2 (0,7-2,1)

*Ajustado por numero de estudio, edad (<54, 54-95), sexo, raza y tabaco (fumador/nunca fumador) cuando se consideré
apropiado. $ Datos de 1 estudio de la India excluidos por heterogeneidad. t prueba Q (p=0,048); test Egger (p=0,825);prueba Q (p
de todos los estratos > 0,05) exceptuando los fumadores (p=0,018); t Se incluyen 5 estudios con controles poblacionales; Se
incluyen 8 estudios con controles hospitalarios; 6 estudios excluidos del sub-anélisis por presentar una combinacién de controles
poblacionales y hospitalarios. Otros=latinos y otros grupos étnicos no especificados.
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Tabla 14. Odds Ratio global y estratificado de la asociacién entre la mutaciéon CYP1A1 (msp1) y COF.

CYP1A1 (mspl) Controles Casos OR Cruda OR Ajustada*
(N) (N) (IC 95%) (IC 95%)
Numero de estudios para CYP1A1 (mspl) = 8
N=4.063 2.581 1.482
mlml 1.415 796 1,0 (ref) 1,0 (ref)
mlm?2 980 525 1,0 (0,8-1,1)t 1,2 (1,0-1,5)
m2m?2 186 161 1,5 (1,2-1,9)t 2,0 (1,3-3,1)
mlm2 + m2m2 1.166 686 1,1 (0,9-1,2)t 1,3 (1,1-1,6)
NUNCA FUMADORES (N = 2.119)
1.318 801
mlml 652 365 1,0 (ref) 1,0 (ref)
mlm?2 566 337 1,1 (0,9-1,3) 1,2 (0,9-1,5)
m2m?2 100 99 1,8 (1,3-2,4) 1,8 (1,1-2,9)
mlm2 + m2m?2 666 436 1,2 (1,0-1,4) 1,2 (1,0-1,6)
FUMADORES ACTUALES(N =822)
545 277
mlml 283 127 1,0 (ref) 1.0 (ref)
mlm?2 219 114 1,2 (0,9-1,6) 1,3 (0,8-2,3)
m2m2 43 36 1,9 (1,1-3,0) 2,6 (0,9-7,5)
mlm2 + m2m2 262 150 1,3 (1,0-1,7) 1,5 (0,9-2,5)
FUMADORES EN ALGUN MOMENTO (N = 1.320)
772 548
mlml 468 355 1,0 (ref) 1,0 (ref)
mlm2 258 154 0,8 (0,6-1,0) 1,2 (0,8-1,8)
m2m?2 46 39 1,1(0,7-1,8) 2,4 (0,9-5,8)
mlm2 + m2m2 304 193 0,8 (0,7-1,1) 1,3 (0,9-1,9)
NUNCA BEBEDORES (N=1.045)
635 410
mlml 356 210 1,0 (ref) 1,0 (ref)
mlm?2 248 162 1,1 (0,9-1,4) 1,3 (1,0-1,7)
m2m2 31 38 2,1(1,3-34) 2,6 (1,5-4,3)
mlm?2 + m2m2 279 200 1,2 (1,0-1,6) 1,5 (1,1-1,9)
BEBEDORES (N=919)
546 373
mlml 346 281 1,0 (ref) 1,0 (ref)
mlm?2 178 83 0,6 (0,4-0,8) 1,1 (0,8-1,5)
m2m?2 22 9 0,5(0,2-1,1) 1,0 (0,4-2,5)
mlm2 + m2m2 200 92 0,6 (0,4-0,8) 1,1 (0,8-1,5)
CONTROLES POBLACIONALES (N=1.109)#
161 948
mlm1l 137 438 1,0 (ref) 1,0 (ref)
mlm2 23 391 0,9 (0,7-1,1) 1,1 (0,8-1,6)**
m2m?2 1 119 1,3 (0,8-1,9) 1,2 (0,7-2,2)**
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CYP1A1 (mspl) ‘ Controles ‘ OR Cruda OR Ajustada®
N) (IC 95%) (IC 95%)
CONTROLES HOSPITALARIOS (N = 1,546)*
968 578
mlml 665 366 1,0 (ref) 1,0 (ref)
mlm?2 256 168 1,2 (1,0-1,5) 1,3 (1,0-1,7)**
m2m?2 47 44 1,7 (1,1-2,6) 1,7 1,1-2,7)**
mlm2 + m2m2 303 212 1,3 (1,0-1,6) 1,4 (1,1-1,8)*
CAUCASICOS (N = 2.880)
1.769 1.111
mlml 1.059 645 1,0 (ref) 1,0 (ref)
mlm2 612 375 1,0 (0,9-1,2) 1,2 (1,0-1,5)
m2m?2 98 91 1,5 (1,1-2,1) 2,1 (1,4-3,3)
mlm2 + m2m2 710 466 1,1 (0,9-1,3) 1,3 (1,1-1,6)
OTROS(N =1.183)
812 371
mlml 356 151 1,0 (ref) 1,0 (ref)
mlm2 368 150 1,0 (0,7-1,3) 1,0 (0,7-1,4)
m2m?2 88 70 1,9 (1,3-2,7) 1,6 (0,9-2,6)
mlm2 + m2m2 456 220 1,1 (0,9-1,5) 1,1 (0,8-1,6)

*Ajustado por numero de estudio, edad (<54, 54-95), sexo, raza, alcohol (bebedor/nunca bebedor) y tabaco (fumador/nunca
fumador) cuando se consideré apropiado.**Consumo de alcohol (bebedor/nunca bebedor) excluido del andlisis por co-linealidad.
T Prueba Q (valor p): mIm2 = 0,973, m2m2 = 0,403, mIml1+m2m2 = 0,980; test Egger (valor p): mlml = 0,666, m2m2 = 0,327,
mlml+m2m2 = 0,515; ¢ Se incluyen 2 estudios con controles poblacionales; Se incluyen 4 estudios con controles hospitalarios; 2
estudios excluidos del sub-andlisis por presentar una combinacion de controles poblacionales y hospitalarios.
Otros=Afroamericanos, Africanos, Asiaticos, Latinos y otros grupos étnicos no especificados.
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Tabla 15. Odds Ratio global y estratificado de la asociacién entre la mutacion CYP1Al (exén7) y el

cancer de cavidad oral y faringe-Pooled andlisis

CYP1A1 (ex6n 7)

Nuamero de estudios para CYP1A1 (ex6n7) = 10

Ile/Ile

Ile/Val

Val/Val
Ile/Val+Val/Val

Ile/Ile

Ile/Val

Val/Val
Ile/Val+Val/Val

Ile/Ile

Ile/Val

Val/Val
Ile/Val+Val/Val

Ile/Ile

Ile/Val

Val/Val
Ile/Val+Val/Val

Ile/Ile

Ile/Val

Val/Val
Ile/Val+Val/Val

Ile/Ile

Ile/Val

Val/Val
Ile/Val+Val/Val

Ile/Ile

Ile/Val

Val/Val
Ile/Val+Val/Val

OR Cruda
(IC 95%)

1,0 (ref)
0,9 (0,8-1,1)t
1,5 (1,0-2,4)t
1,0 (0,8-1,1)t

NUNCA FUMADORES (N =1.194)

1,0 (ref)
1,0 (0,7-1,3)
0,8 (0,3-2,0)
0,9 (0,7-1,2)

FUMADORES ACTUALES (N=1.048)

1,0 (ref)
0,9 (0,7-1,2)
2,8 (1,2-6,7)
1,0 (0,7-1,3)

FUMADORES EN ALGUN MOMENTO (N=1.751)

1,0 (ref)
0,9 (0,7-1,1)
2,3 (1,1-4,6)
1,0 (0,8-1,2)

NUNCA BEBEDORES (N=144)

1,0 (ref)
0,5 (0,2-1,4)
1,2 (0,1-19,3)
0,6 (0,2-1,4)

BEBEDORES (N=1.115)

1,0 (ref)
0,7 (0,5-0,9)
1,4 (0,6-3,4)
0,7 (0,5-0,9)

CONTROLES POBLACIONALES (N=1.876)*

Controles Casos
(N) (N)
2.295 1.519
1.778 1.183
479 298
38 38
517 336
741 453
568 352
159 94
14 7
173 101
533 515
403 392
123 104
7 19
130 123
832 919
641 712
180 179
11 28
191 207
81 63
66 56
14 6
1 1
15 7
534 581
405 476
121 92
8 13
129 105
1.286 590
952 442
305 128
29 20
334 148

1,0 (ref)
0,9 (0,7-1,1)
1,5 (0,8-2,7)
1,0 (0,8-1,2)

OR Ajustada*
(IC 95%)

1,0 (ref)
1,0 (0,8-1,1)
1,5 (0,9-2,4)
1,0 (0,8-1,2)

1,0 (ref)
1,0 (0,7-1,3)
0,9 (0,3-2,2)
1,0 (0,7-1,3)

1.0 (ref)
0,9 (0,6-1,2)
2,3 (0,9-5,8)
1,0 (0,7-1,3)

1,0 (ref)
0,9 (0,7-1,1)
2,2 (1,1-4,5)
1,0 (0,8-1,2)

1,0 (ref)
0,3 (0,1-1,3)
4,9 (0,3-92,3)
0,5 (0,1-1,7)

1,0 (ref)
0,8 (0,5-1,0)
2,0 (0,8-5,0)
0,8 (0,6-1,1)

1,0 (ref)
0,8 (0,6-1,0)
1,0 (0,5-1,9)
0,8 (0,6-1,0)
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CYP1AL1 (exén 7) ’

lle/Ile

Ile/Val

Val/Val
Ile/Val+Val/Val

Ile/Ile

Ile/Val

Val/Val
Ile/Val+Val/Val

Ile/Ile

Ile/Val

Val/Val
Ile/Val+Val/Val

Ile/Ile

Ile/Val

Val/Val
Ile/Val+Val/Val

Controles ‘ Casos ‘ ‘ OR Cruda
(N) (N) (IC 95%)
CONTROLES HOSPITALARIOS (N=1.787)%
949 838
782 686 1,0 (ref)
158 143 1,0 (0,8-1,3)
9 9 1,1 (0,4-2,9)
167 152 1,0 (0,8-1,3)
CAUCASICOS (N=2.085)
1.095 990
872 793 1,0 (ref)
207 180 1,0 (0,8-1,2)
16 17 1,2 (0,6-2,3)
223 197 1,0 (0,8-1,2)
ASIATICOS (N=261)
189 72
122 45 1,0 (ref)
61 18 0,8 (0,4-1,5)
6 8 3,5 (1,2-10,8)
67 26 1,0 (0,6-1,8)
OTROS(N = 1.468)
1.011 457
784 344 1,0 (ref)
211 100 1,1 (0,8-1,4)
16 13 1,9 (0,9-3,9)
227 113 1,1 (0,9-1,5)

OR Ajustada*
(IC 95%)

1,0 (ref)
1,0 (0,8-1,3)
1,1 (0,4-2,6)
1,0 (0,8-1,3)

1,0 (ref)
0,9 (0,8-1,2)
1,1 (0,5-2,3)
1,0 (0,8-1,2)

1,0 (ref)
0,7 (0,4-1,3)
3,5 (1,0-12,6)
0,9 (0,5-1,7)

1,0 (ref)
1,0 (0,7-1,3)
1,4 (0,6-3,2)
1,0 (0,8-1,4)

*Ajustado por nimero de estudio, edad (<54, 54-95), sexo y raza cuando se consideré apropiado. t Prueba Q (valor p): Ile/Val =
0,435, Val/Val = 0,425, Ile/Val + Val/Val= 0,282; test Egger (valor p): Ile/Val = 0,968, Val/Val = 0,766, Ile/Val + Val/Val= 0,967;
Se incluyen 4 estudios con controles poblacionales; Se incluyen 5 estudios con controles hospitalarios; 1 estudio fue excluidos del
sub-andlisis por presentar una combinacién de controles poblacionales y hospitalarios. Otros=Afroamericanos, Africanos, Latinos

y otros grupos étnicos no especificados.
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Tabla 16. Asociacién de los polimorfismos GSTM1 y CYP1A1 y el cancer de cavidad oral y faringe
segtn la localizacién del tumor- Pooled andlisis

Controles Casos OR cruda OR’ajustada
(N) (N) (IC 95%) (IC 95%)

GSTM1*

CAVIDAD ORAL (N=7.306)

5.329 1.977
Presente 3.002 1,070 1,0 (ref) 1.0 (ref)
Ausente 2.327 907 1,1 (1,0-1,2) 1,1 (1,0-1,2)
FARINGE (N=5.807)

5.329 478
Presente 3.002 232 1,0 (ref) 1,0 (ref)
Ausente 2.327 246 1,4 (1,1-1,7) 1,3 (1,1-1,6)

CYP1A1 (Mspl)t
CAVIDAD ORAL (N=3.936)

2.581 1.355
mlml 1.415 687 1,0 (ref) 1,0 (ref)
mlm?2 980 507 1,1(0,9-1,2) 1,2 (1,0-1,5)
m2m2 186 161 1,8 (1,4-2,2) 2,0 (1,3-3,1)
mlm?2 + m2m?2 1.166 668 1,2 (1,0-1,4) 1,3 (1,1-1,6)
FARINGE (N=2.708)

2.581 127
m1lml 1415 109 1,0 (ref) 1,0 (ref)
mlm?2 980 18 0,2 (0,1-0,4) 1,1 (0,6-2,1)
m2m?2 186 0 - -
m1m2 + m2m2 1.166 18 0,2 (0,1-0,3) 1,0 (0,5-1,9)

CYP1A1 (exon 7)t

CAVIDAD ORAL (N=3.102)

2.083 1.019
Ile/Ile 1.608 795 1,0 (ref) 1,0 (ref)
Ile/Val 439 201 0,9 (0,8-1,1) 0,9 (0,7-1,1)
Val/Val 36 23 1,3 (0,8-2,2) 1,1 (0,6-1,9)
Ile/Val+Val/Val 475 224 1,0 (0,8-1,1) 0,9 (0,8-1,1)
FARINGE (N=2.351)

2.083 268
Ile/Tle 1.608 208 1,0 (ref) 1,0 (ref)
Ile/Val 439 51 0,9 (0,7-1,2) 1,0 (0,7-1,4)
Val/Val 36 9 1,9 (0,9-4,1) 1,8 (0,8-4,0)
Ile/Val+Val/Val 475 60 1,0 (0,7-1,3) 1,1 (0,8-1,5)

*Ajustado por nimero de estudio, edad (<54, 54-95), sexo, raza y tabaco (fumador/nunca fumador) cuando se consider6
apropiado. tAjustado por ntimero de estudio, edad (<54, 54-95), sexo, raza, alcohol (bebedor/nunca bebedor) y tabaco
(fumador/nunca fumador) cuando se consider6 apropiado. * Ajustado por namero de estudio, edad (<54, 54-95), sexo y raza
cuando se consider6 apropiado
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Tabla 17. Riesgo global y estratificado de la asociacion entre los polimorfimos GSTM1/CYP1A1 (msp1)
con el cancer de cavidad oral y faringe-Pooled andlisis

GSTM1/CYP1A1 (mspl) ‘ ‘Controles Casos ‘ OR Cruda ‘ OR Ajustada*
(N) (N) (IC 95%) (IC 95%)
Ntmero de estudios: 8
N=4.004 2.536 1.468
+/mlml 809 419 1,0 (ref) 1,0 (ref)
+/mlm2 608 292 0,9 (0,8-1,1) 1,4 (1,0-1,8)
+/m2m?2 116 96 6(1,2-2,2) 4 (1,4-4,2)
+/m1m2+m2m?2 724 388 1,0 (0,9-1,2) 1,5 (1,1-2,0)
-/mlml 571 368 2 (1,0-1,5) 3 (1,0-1,7)
-/mlm2 362 228 1,2 (1,0-1,5) 1,3 (1,0-1,7)
-/m2m2 70 65 1,8 /1,3-2,6) 1,9 (1,0-3,9)
-/mlm2+m2m?2 432 293 1,3 (1,1-1,6) 1,3 (1,0-1,8)

NUNCA FUMADORES (N = 2.098)

1.304 794

+/mlml 407 196 1,0 (ref) 1,0 (ref)

+/m1m2 332 195 1,2 (1,0-1,6) 1,5 (1,0-2,1)
+/m2m?2 63 58 9 (1,3-2,8) 3 (1,2-4,3)
+/m1m2+m2m?2 395 253 3 (1,1-1,7) 6 (1,1-2,2)
-/mlml 239 166 4 (1,1-1,9) 1,6 (1,1-2,3)
-/mlm2 226 138 ,3(1,0-1,7) 3(0,9-1,9)
-/m2m2 37 41 ,3 (1,4-3,7) 1(0,9-4,6)
-/mlm2+m2m?2 263 179 4 (1,1-1,8) 4 (0,9-2,0)

ALGUNA VEZ FUMADORES (N =1.285)
743 542

+/mlml 245 182 1,0 (ref) 1,0 (ref)

+/mlm?2 163 79 0,7 (0,5-0,9) 1,2 (0,7-2,0)
+/m2m?2 27 25 3(0,7-2,2) 9 (1,0-8,8)
+/m1m2+m2m?2 190 104 0,7 (0,5-1,0) 1,3 (0,8-2,3)
-/mlml 196 168 2 (0,9-1,5) 0(0,7-1,5)
-/mlm2 93 74 1(0,8-1,5) 3(0,7-2,2)
-/m2m2 19 14 0 (0,5-2,0) 7(0,3-8,4)
-/mlm2+m2m2 112 88 1(0,8-1,5) 3(0,8-2,2)

CAVIDAD ORAL (N = 3.880)
2.536 1.344

+/mlml 809 369 1,0 (ref) 1,0 (ref)

+/mlm2 608 285 1,0 (0,9-1,2) 1,4 (1,0-1,8)
+/m2m?2 116 96 8 (14-24) 5(14-4,2)
+/m1m2+m2m2 724 381 2 (1,0-1,4) 5 (1,1-2,0)
-/mlml 571 312 2 (1,0-1,4) 1,3 (1,0-1,6)
-/mlm2 362 217 ,3 (1,1-1,6) 3 (0,9-1,8)
-/m2m?2 70 65 ,0 (1,4-2,9) 0 (1,0-4,0)
-/mlm2+m2m?2 432 282 A (1,2-1,7) 3 (1,0-1,8)
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OR Ajustada*

GSTM1/CYP1A1 (mspl) ‘ ‘ Controles Casos OR Cruda
(N) (N) (IC 95%)
FARINGE (N =2.660)
2.536 124

+/mlml 809 50 1,0 (ref)
+/mlm2 608 7 0,2 (0,1-0,4)
+/m2m?2 116 0 -
+/mlm2+m2m2 724 7 0,2 (0,1-0,4)
-/mlm1l 571 56 1,6 (1,1-24)
-/mlm2 362 11 0,5 (0,3-1,0)
-/m2m?2 70 0 -
-/mlm2+m2m2 432 11 0,4 (0,2-0,8)

(IC 95%)

1,0 (ref)
1,7 (0,6-5,1)
1,7 (0,6-4,7)
1,5 (0,9-2,6)
1,0 (04-2,4)

0,9 (0,4-2,1)

*Ajustado por nimero de estudio, edad (<54, 54-95), raza y tabaco (nunca/alguna vez) cuando se consideré apropiado..
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. Hipétesis

Hipotesis nulas (Ho):

1. El consumo de tabaco no influye en el riesgo de desarrollar cédncer de

cavidad oral y faringe.

2. El alcohol no esta asociado con la aparicion de cancer de cavidad oral y

faringe.

3. Las mutaciones genéticas a nivel del CYP1A1 (ex6én 7), epéxido hidrolasa
(ex6n 4) y GSTM1 (alelo nulo) no intervienen en la aparicion del cancer
de cavidad oral y faringe. No existe modificacion de efecto con factores

de riesgo como el tabaco y el alcohol.
Hipoétesis alternativas (Hi):

1. El consumo tabaco aumenta significativamente el riesgo de desarrollar

cancer de cavidad oral y faringe.

2. El alcohol aumenta significativamente el riesgo de padecer céncer de

cavidad oral y faringe.

3. Las mutaciones genéticas a nivel del CYP1A1 (ex6én 7), epéxido hidrolasa
(ex6n 4) y GSTML1 (alelo nulo) influyen significativamente en el riesgo de
desarrollar cancer de cavidad oral y faringe. Este riesgo se modifica en

combinacién con factores de riesgo como el tabaco y el alcohol.
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2.2. Objetivos

1. Analizar el papel que juega el tabaco (tipo de tabaco, intensidad (n° de
cigarillos/dia), duracion del habito, cantidad acumulada, edad de inicio, afios

de abstinencia) en la aparicién del cancer de cavidad oral y faringe.

2. Investigar el riesgo de cancer de cavidad oral y faringe asociado al consumo
de alcohol (tipo de bebida alcohdlica, frecuencia, intensidad (gr de

alcohol/semana). Investigar la interaccion entre el consumo de tabaco y alcohol.

3. Investigar la relacion existente entre los polimorfismos genéticos del CYP1A1
(exon 7), ep6xido hidrolasa (exén 4) y GSTM1 (alelo nulo) y el cdncer de cavidad oral y
faringe. Analizar las posibles modificaciones de efecto inducidas por Ia

combinacién de estos genes, asi como la interacciéon con el tabaco y el alcohol.
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3. SUJETOS Y METODOS
3.1. Diseno

Para cumplir con los objetivos del estudio se realiz6 un disefio de casos y
controles de base hospitalaria. El reclutamiento de los casos y controles fue
llevado a cabo entre enero de 1996 y agosto del 2000 en el Complejo
Hospitalario Universitario de Santiago. Este Complejo retine los hospitales de
referencia para el Area Sanitaria de Santiago de Compostela, cuya superficie es
de aproximadamente 5.000 kilémetros cuadrados y cubre, segin datos
publicados por el Servicio Gallego de Salud (http://www.sergas.es/) una
poblacion de 418.965 habitantes. En 1996, esta poblaciéon era de 465.786
habitantes. Fundamentalmente incluye tres zonas geogréficas: urbana, rural y
costera. Casi la cuarta parte de los pacientes provienen del municipio de

Santiago de Compostela, con unos 100.000 habitantes.

El estudio de casos y controles se restringié a sujetos de sexo masculino
mayores de 20 afios. Tras el consentimiento informado, todos los sujetos del
estudio fueron entrevistados personalmente utilizando un cuestionario
estructurado y se les extrajeron 6 ml de sangre. El protocolo de estudio habia
sido aprobado previamente por el Comité Etico de Investigaciones Clinicas de

Galicia.

3.2. Seleccion y recogida de casos

Se consideraron como casos a todos los sujetos con diagndstico
anatomopatolégico incidente de cancer de cavidad oral y faringe (Clasificacion
Internacional de Enfermedades- Décima revisiéon (CIE-10): localizaciones CO00-

C14).
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Se consideraron como criterios de exclusion:

- la presentacion de neoplasias previas o sospecha de metastasis de cavidad

oral y faringe.

- la presentacion de tumores de labio por considerar que estos tumores
presentan una etiologia muy diferente a la del resto de tumores de cavidad

oral y faringe

- Negativa a participar.

La identificacién de los casos se llevé a cabo con la colaboracion del Servicio de
Otorrinolaringologia. Semanalmente se revisaban los informes de Anatomia
Patolégica para detectar nuevos casos de cavidad oral y faringe. Se identificaron
un total de 93 casos nuevos entre enero de 1996 y agosto del 2000. S6lo uno fue

excluido por negarse a participar.

Con el permiso y colaboracion de los responsables del Servicio de
Otorrinolaringologia se citaba a los sujetos, previo consentimiento informado, el
dia de la primera o segunda consulta para realizarles la entrevista. Las
entrevistas fueron realizadas en el Servicio de Medicina Preventiva. Cuando fue
posible, la extraccion de sangre fue realizada a la vez que se realizaba la toma
de sangre para otros procedimientos médicos, evitando de esta forma pinchazos

innecesarios.

3.3. Seleccion y recogida de controles

Se consideraron como controles a sujetos que fueron programados para un
Preoperatorio en el Complejo Hospitalario Universitario de Santiago por
motivos de cirugia banal supuestamente no relacionada con el alcohol y el

tabaco en el mismo periodo que se produjo el reclutamiento de los casos.
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Se consideraron como criterios de exclusion:

- Sujetos con cirugias mayores.

- Sujetos que presentaron neoplasias previas, con independencia de la

localizacién.

- Sujetos que padecieron patologias orales premalignas (leucoplasia,

displasia, eritroplasia, eritroleucoplasia, etc).

- Negativa a participar.

Los controles fueron seleccionados mediante muestreo sistematico de todos los
sujetos programados para cirugia banal. Se seleccionaron un total de 245
controles. De éstos nueve fueron excluidos por presentar neoplasias previas.
Rechazaron participar en el estudio seis sujetos. Los controles procedieron en su
mayoria del Servicio de Oftalmologia (=40%) y Cirugia General Digestiva (=
30%). De éstos, mas del 80% estaban programados para ser intervenidos de
cataratas y hernias inguinales. El otro procedimiento mas frecuente fue de

cirugia ortopédica.

Una vez localizados los controles se acudia al programa informético TNVT para
averiguar la fecha en que tenian citas en consultas externas y programar la
entrevista para ese mismo dia. Tras obtener el consentimiento informado, los
controles fueron citados el dia de la consulta externa para acudir a la entrevista
en el Servicio de Medicina Preventiva. Con la colaboraciéon de la Unidad de
Preoperatorio y el consentimiento informado del sujeto, la extraccion de sangre
fue realizada a la vez que se realizaba la toma de sangre para otros

procedimientos médicos, evitando de esta forma pinchazos innecesarios.
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3.5. Recogida de informacién

La informacion referente a los casos y a los controles fue obtenida mediante una
entrevista personal empleando un cuestionario estructurado. Los casos fueron
entrevistados antes de someter al individuo a procedimientos médicos mayores
o tratamientos que pudiesen alterar sus habitos, su habilidad para comunicarse
o su capacidad de recuerdo. La entrevista a los casos se realiz6 lo antes posible
y siempre en un intervalo de 15 dias desde el diagndstico. En la entrevista se
recogié informacién sobre parametros demograficos y socioeconémicos (fecha
de entrevista, datos de filiacion, situacién laboral actual y precedente,
exposicion a productos quimicos, nivel de estudios y datos econémicos),
antecedentes familiares de cancer, antecedentes personales de enfermedades,
consumo de medicamentos, habito tabaquico, consumo de alcohol y dieta

(anexo II)

Con el objetivo de minimizar el sesgo de informacion todas las entrevistas
fueron realizadas por dos tinicas personas y en la medida posible se intenté que
todas fuesen realizadas en el ambito hospitalario. En los casos fue posible
entrevistar a todos los sujetos en el Servicio de Medicina Preventiva. De los
controles un 16% (n=37) fue entrevistado en la casa del sujeto al no acudir éste a

la consulta programada.

El cuestionario utilizado para la recogida de datos se elaboré introduciendo
ligeras modificaciones en un cuestionario anterior que habia sido validado para

obtener informacién sobre los factores de riesgo en el cancer de pulmon.

El cuestionario se estructur6 en 11 apartados con una serie de preguntas

especificas de cada tema:

1. Datos de filiacion
2. Residencia

3. Actividad laboral
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4. Nivel educativo

5. Nivel econémico

6. Antecedentes familiares
7. Antecedentes personales
8. Consumo de tabaco

9. Consumo de alcohol

10. Encuesta sobre dieta

Las preguntas fueron mayoritariamente preguntas cerradas con respuestas
dicotémicas o multiples. En el anexo II se presenta una copia del cuestionario

utilizado en el presente estudio.

3.6. Descripcion y definicion de las variables

Para poder llevar a cabo el analisis estadistico de los datos, se registré toda la
informacién relevante obtenida a través del cuestionario y las variables de
estudio fueron clasificadas en variables cuantitativas (continuas o discretas) o
cualitativas (nominales u ordinales). Como variables de estudio se recogieron
aquellas relacionadas con los principales factores de riesgo del céncer de
cavidad oral y faringe (tabaco, alcohol y ocupacién), asi como las relacionadas
con los polimorfismos genéticos evaluados en el presente estudio. En algunos
casos, para facilitar la interpretacion y analisis de los resultados, las variables

recogidas inicialmente fueron recodificadas en variables distintas.

Los fumadores fueron clasificados como nunca fumadores, fumadores actuales,
o alguna vez fumadores. Los “alguna vez” fumadores fueron definidos como
aquellos sujetos que fumaron al menos un cigarrillo por dia durante un periodo
minimo de 6 meses. Los fumadores actuales fueron definidos como sujetos que
tenian el hébito en el momento de la entrevista o que fumaron en los 6 meses
anteriores. Se clasificaron como exfumadores a los sujetos que habian dejado el

habito tabaquico desde hace mdés de seis meses. Para los fumadores se
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recogieron: el nimero de cigarillos fumados al dia, la duracién del hébito, el
tipo de tabaco, la edad de inicio y la edad de cese del héabito tabaquico. La
exposiciéon acumulada o la cantidad total de tabaco fumada durante la vida se
calculé como paquetes-aiio. Los paquetes-ano se calcularon multiplicando el
numero de paquetes fumados al dia por el nimero de afios que se fuma esa
cantidad (1 paquete/afio equivale a haber fumado un paquete de cigarrillos al

dia durante un afo).

En base a la frecuencia de consumo de alcohol procedente del vino, cerveza y
licores los sujetos fueron clasificados como nunca consumidores, consumidores
ocasionales (2-3 veces/mes), consumidores regulares (1-6 veces/semana) y
consumidores diarios. Para los consumidores regulares y diarios se registré el

numero de bebidas consumidas por dia o semana.

Los datos sobre la cantidad de alcohol ingerido fueron analizados utilizando la
clasificacién y tipologia fijada por la Direccion General de Salud Publica y
empleada previamente en la “Encuesta domiciliaria sobre consumo de drogas
1997”7 (Ministerio de Sanidad y Consumo), que utiliza un indice denominado
“unidad de bebida estandar” (UBE). Segun esta clasificacion 1 UBE se
corresponde con el consumo de 1 vaso de vino/1 cerveza/1 aperitivo y es
equivalente, segtin ciertos autores, al consumo de 10 gramos de alcohol’®¢. El

consumo de 1 bebida de destilados es equivalente a 2 UBE.

Empleando igualmente esta tipologia los individuos fueron clasificados como
nunca bebedores/bebedores ligeros cuando consumieron menos de 2 UBE (0-140
gr/semana), moderados a altos cuando consumieron de 3-8 UBE (141-560
gr/semana), excesivos cuando consumieron de 9-12 UBE (561-840 gr/semana) y
de alto riesgo cuando consumieron més de 12 UBE (>841 gr/semana). En este
caso no fue posible establecer una categoria de no bebedores al existir s6lo dos no

bebedores en la muestra analizada.
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Aunque inicialmente las ocupaciones fueron recogidas como variables
cualitativas nominales, éstas fueron recodificadas en cualitativas discretas
teniendo en cuenta los resultados de investigaciones previas que investigaron la
asociacion entre la ocupacion y el cancer de cavidad oral y faringe. Del total de
32 grupos ocupacionales registrados fueron clasificados como de alto riesgo los

siguientes:

- Pintores”!

- Electricistas y trabajadores de la industria electrénica?6%70
- Fontaneros®

- Marineros!8”

- Trabajadores de la hosteleria’273

- Mecanicos”®

- Conductores y maquinistas!88

- Trabajadores relacionados con la construccion, el metal, la industria textil,
la mineria, la cerdmica, el vidrio, la fundicién, el papel, el cuero, la madera y la

muebleria9.73.75,189,190

En la tabla 18 se resumen las principales variables originales de estudio asi

como las variables recodificadas.
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Tabla 18. Variables originales y variables recodificadas

Nombre de la variable

Tipo de variable inicial

Variables recodificadas

Caso o control

Cualitativa dicotémica: Caso/control

" Edad

Cuantitativa continua

Nivel de estudios

Cualitativa ordinal: sin estudios, primarios,
secundarios, universitarios

I Estado civil

Cualitativa nominal: casado, separado o
viudo, soltero

Localizacién del tumor

Cualitativa nominal: (19 localizaciones)

I Tipo histolégico

Cualitativa nominal: epidermoide,
adenocarcinoma, no hodgking, no
diferenciados, otros.

Ocupacioén principal

Cualitativa nominal: (32 categorias)

Cualitativa ordinal: Bajo riesgo/ Alto
riesgo

Estado de fumador

Cualitativa ordinal: nunca, alguna vez,
fumador actual

' Tipo de tabaco

Cualitativa nominal: blanco, negro, indistinto

Nuamero de cigarrillos
diarios

Cuantitativa continua

Cuantitativa discreta (3 categorias):
1.20, 21-40, > 40 cigarrillos

' Duracion del habito
(anos)

Cuantitativa continua

Cuantitativa discreta (4 categorias):
1-20, 21-30, 31-40, > 40 afos

Cantidad fumada en la
vida (paquetes-afio)

Cuantitativa continua

Cuantitativa discreta (2 categorias):
1-40, > 40 paquetes-afio

Edad al comienzo del
habito (afios)

Cuantitativa continua

Cuantitativa discreta (2 categorias):
<15 anos, > 15 anos

Edad de cese del habito
(afios)

Cuantitativa continua

Anos de abstinencia
(afnos)

Cuantitativa continua: edad actual-edad del
cese del habito tabaquico

Cuantitativa discreta (2 categorias):
1-10, > 10 afios

Consumo de vino
semanal

Cuantitativa discreta: 1=2-3 veces/mes, 2=
1v/semana, 3=2-3v/semana; 4=4-5
v/semana; 5=todos los dias

Consumo de cerveza
semanal

Cuantitativa continua (ndmero)

Consumo de licores
semanal

Cuantitativa continua (ntimero)

" Consumo de alcohol
semanal (gr/semana)

Cuantitativa discreta (4 categorias):
0-140, 141-560, 561-840, > 840
gr/semana

" GSTM1 Cualitativa nominal: Ausente/Presente
CYP1A1 Cualitativa nominal: Ile/Ile, Ile/Val, Val/Val
mEH Cualitativa nominal: His/His, His/ Arg,

Arg/Arg
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3.7. Métodos de laboratorio.
vV Obtencion y extraccion de ADN

Después de indentificar los casos y los controles, se extrajeron muestras de
sangre de 6 ml de cada individuo en tubos de heparina. Estas muestras fueron
guardadas en la nevera a 4°C y en las siguientes 24 horas se centrifugaban a
2800 rpm durante un tiempo minimo de 10 minutos. La centrifugaciéon
consiguio la separacién de tres fracciones independientes: plasma, “buffy coat” y
suero. El plasma sobrenadante fue eliminado de la interfase y la fase color
crema denominada “buffy coat” y el suero fueron pipeteados a dos tubos

distintos y guardados a -84°C.

La extraccion del ADN se llevo a cabo en el departamento de Antropologia de
la Facultad de Biologia (Universidad de Santiago de Compostela). Para éste
andlisis se utiliz6 el “buffy coat”, que es la capa intermedia que contiene
leucocitos. Fueron analizadas 222 muestras pertenecientes a los 92 casos
incluidos en el estudio y a los 130 primeros controles. Para la extraccién del
ADN se emple6 el método del fenol-cloroformo y precipitacion con etanol tal y
como se describe a continuacién. Previa a la extraccion de ADN las células
fueron lavadas con tampén TE (1X) y centrifugadas a 3.000 rpm durante 10
minutos varias veces hasta que se observé que estaban limpias. A continuacién
el “pellet” se trat6 con tampon de lisis 1, se volvio a centrifugar a 3000 rpm, y se
traté con tampoén de lisis 2 y proteinasa K en 1% TBS. Para la obtencién y
extraccion del ADN se empleé el método del fenol-cloroformo-alcohol

isoamilico:

A. Obtenciéon de ADN:

El proceso consta de los siguientes pasos:
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1. 1 ml buffy coat + TE (1X) hasta alcanzar un volumen final de 12 ml.
Homogeneizar en vortex.

2. Centrifugar a 3.000 rpm, 10 minutos a 4°C. Eliminar sobrenadante.
3. Repetir el proceso hasta observar que no existen restos de sangre.

4. Proceder a la lisis celular por adicion de 8 ml de tampon de lisis 1.
Homogeneizar en vortex.

5. Incubar en hielo picado 10 minutos.
6. Centrifugar a 3.000 rpm, 10 minutos a 4°C. Eliminar sobrenadante.

7. Resuspender el precipitado en 1 ml de TBS aspirando varias veces con una
pipeta.

8. Anadir 1 ml de tampoén de lisis 2 y 500 pgrs de proteinasa K (50 pl de una
solucién 10 mgrs/ml).

9. Incubar a 55°C, 60 minutos.

B. Extracciéon con fenol-cloroformo

1. 2,5 ml de muestra + 2,5 ml de fenol-cloroformo isoamilico (25:24:1).
2. Agitar invirtiendo el tubo durante 5 minutos.

3. Centrifugar a 2.500 rpm, 7 minutos a T* ambiente. Decantar la fase superior a
otro tubo.

4. Repetir el proceso una segunda vez.
5. Afiadir 2,5 de cloroformo isoamilico (24:1).
6. Agitar invirtiendo el tubo 5 minutos.

7. Centrifugar a 2.500 rpm, 7 minutos, T® ambiente. Decantar fase superior a
otro tubo.
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1. Anadir acetato amonico 10M hasta una concentracion de 2,5M.

2. Anadir 3 voliumenes de etanol 95%.

3. Invertir el tubo varias veces hasta observar la aparicién de una madeja de

ADN.

4. Centrifugar a 4.000 rpm, 30 minutos.

5. Dejar secar el ADN hasta que se evapore el etanol.

6. Resuspender en tampén TE (1X), normalmente en 300 pL.

7. Incubar toda la noche a 42-50° para que el ADN resuspenda totalmente.

SOLUCIONES NECESARIAS:
TAMPON TE:
10 mM TRIS/HCI PH 8,0
1 mM EDTA PH 8,0
TAMPON TBS:
20 mM TRIS/HCI PH 7,5
150 mM NaCl
TAMPON LISIS I:
10 mM TRIS/HCI PH 7,5
10 mM NaCl
3 mM MgCl,
TAMPON LISIS 2:
400 mM TRIS/HCI PH 8,0
100 mM EDTA PH 8,0
1% SDS
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vV Determinacion de los polimorfismos genéticos

Los ensayos de genotipado fueron llevados a cabo en el departamento de
Antropologia de la Facultad de Biologia (Universidad de Santiago de
Compostela) y en la Unidad de Medicina Molecular del Complejo Hospitalario

de Santiago de Compostela.

Todas las determinaciones fueron llevadas a cabo mediante la técnica de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). La PCR tiene como objetivo
reproducir multiples copias de un fragmento de ADN. Como su nombre indica,
se basa en la actividad de la enzima polimerasa que es capaz de fabricar una
cadena de ADN complementaria a otra ya existente. Sus tinicos requerimientos
son que existan nucleétidos (ANTPs) en el medio, que son la materia base para
fabricar el ADN (dNTPs: adenina, timina, citosina y guanina), y una pequefia
cadena de ADN que pueda unirse a la molécula que queremos copiar para que
sirva como cebadora (en inglés "primer"). La reaccion consta de tres fases.
Durante la primera fase o desnaturalizacion se produce la separacién de las dos
cadenas de ADN. En la segunda fase, llamada templado, los cebadores
oligonucleotidicos se enlazan con el ADN escindido. En la tercera fase o de

polimerizacion, la polimerasa copia radpidamente la molécula de ADN.

La mezcla de reactivos para cada PCR se prepar6 en un volumen total de 12,5
ul. Esta mezcla de reacciéon se preparé con los siguientes reactivos y los

respectivos cebadores para cada polimorfismo:
- 20 mM Tris-HCl (PH 8.4),

- 50 mM KCl, 3 mM MgCl,

- 10 uM de cada uno de los cebadores
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-1 U Taq ADN polimerasA (Promega),

-2mM de dNTPs

- 600-900 ng de ADN.

La reacciéon de la PCR fue llevada a cabo en un termociclador empleando
condiciones distintas para los tres polimorfismos. En cada tanda de muestra
que se introdujo en el termociclador se incluyé un control negativo. El control
negativo era un tubo que en vez de ADN contenia el mismo volumen de agua y
la misma cantidad del resto de reactivos. El objetivo de este control era
garantizar la no contaminacién de los productos, ya que en los controles
negativos no podia salir ningtn tipo de banda. En caso contrario, se deduciria

que las muestras estaban contaminadas.

En el caso concreto de la GSTM1, a la mezcla anterior se le afiadi6 0,25 uM del
cebador de la B-globina (control interno). Este gen esta siempre presente y por
lo tanto si no aparece ninguna banda nos permite asegurar que realmente se

trata del genotipo nulo y no de un problema de amplificacion.

Los productos resultantes de la PCR fueron sometidos a una electroforesis en
gel de agarosa al 2% tefiida con bromuro de etidio para poder separar las
distintas bandas en funcién de su PM. La muestra fue preparada utilizando 10
ul del producto de la PCR y 2ul de un marcador de peso molecular con
colorante (PHix-174 Hae III). Esta muestra fue corrida a un voltaje constante de
80 voltios/hora y visualizada mediante luz ultravioleta. Para descartar
cualquier contaminacién eventual se incluyeron controles internos en cada

determinacion.

A continuacién se describen las condiciones de la PCR para los tres

polimorfismos investigados, asi como la forma de visualizacién de los mismos.
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e Polimorfismo nulo de la GSTM1

La determinacién del polimorfismo nulo de la GSTM1 se llev6 a cabo utilizando

una modificaciéon del método descrito con anterioridad por Bell et al'?1.

Se emplearon los siguientes cebadores:

5"-GAACTCCCTGAAAAGCTAAGC

5-GTTGGGCTCAAATATACGGTGG.

Las condiciones de la PCR fueron las siguientes:

- 94° durante 3 minutos

- 35 ciclos de 94°C por 30 segundos

- 60°C durante 30 segundos

- 72°C durante 45 segundos

- Extension final de 72°C durante 7 minutos.

Una banda de 219 pb denota la presencia del gen GSTM1. El polimorfismo nulo
de la GSTML1 se identific6é por la ausencia de esta banda cuando se llevé a cabo

la electroforesis (ver ilustracién 1).
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Ilustracién 1. Visualizacion de los polimorfismos de la GSTML.

—
e
-—

el - Globin (522 by)

 GETM1 (219 bp)

e Polimorfismo del exén 4 de la epdxido hidrolasa

Para analizar el polimorfismo del exén 4 de la epoxido hidrolasa (EH'39%3) se

emple6 una modificacién de un método previamente descrito por Zhao et al'?2.

La determinacion consistié en 2 fases:

1) Una amplificaciéon de un fragmento de 357 pares de bases que contiene la

zona del polimorfismo.

Para esta amplificacaciéon se utilizaron los siguientes cebadores (Sigma-

Genosys):

5-GGGGTGCCAGAGCCTGACCGT-3"

5-AACACCGGGCCCACCCITGGC-3”

Las condiciones de la PCR fueron las siguientes:

- 95°C durante 2 minutos

- 35 ciclos de 95°C por 30 segundos
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- 60°C durante 30 segundos

- 72°C durante 30 segundos

- Extensién final de 72°C durante 7 minutos

2) Digestion del producto de la PCR durante toda la noche.

Se prepar6 una mezcla de reactivos en un volumen total de 25 ul conteniendo
10 pl del producto de la PCR y 1 ul de enzima Rsal (10U/uL) (Invitrogen). Se

coloc6 en un bafio maria a 37°C y se dej6 durante toda la noche.

El genotipo salvaje (AA) originé dos bandas de diferentes tamafios: 295-pares

de bases (pb) y 62-bp.

El genotipo heterozigoto (AG) originé cuatro bandas: 295-pb, 174-pb y 121-bp y
62-pb.

El alelo raro homozigoto (GG) proporcioné 3 bandas: 174-pb, 121-pb y 62-pb.

e Polimorfismos del CYP1A1 (Ile/Val)

El polimorfismo CYP1A1 Ile-Val s6lo pudo ser analizado en 158 de los 222
individuos incluidos (66 casos, 92 controles). El procedimiento empleado fue

descrito previamente por el grupo de Hayashi et all%4.

Se llevaron a cabo dos reacciones de amplificacion para cada uno de los sujetos
analizados. Una con los cebadores 1A1.1/1A1A que reconocen el alelo Ile462 y

otra con los primers 1A1.1/1A1G, que reconocen el alelo Val462 allele.

1A1G: 5"-GAACTGCCACTTCAGCTGTCT-3"
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1A1A:5-AAGACCTCCCAGCGGGCAAT-3’

1A1.1:5-GAACTGCCACTTCAGCTGTCT-3"

Las condiciones de la PCR fueron las siguientes:

- 94°C durante 5 minutos

- 30 ciclos de 94°C durante 1 minuto

- 70° durante 1 minuto

- Extension final de 72°C durante 5 minutos

-Los pacientes homocigotos para la Ile (A/A) generaron un producto de 340 pb
cuando se utilizé el cebador 1A1.1 y ninguno cuando se empleé el cebador

1A1G (banda 1 en la ilustracién 2)

-Los pacientes homocigotos para la Val (G/G) generaron un producto cuando
se llev6 a cabo la amplificacion con el cebador 1A1G pero no cuando se llevé a

cabo la amplificacién con el cebador 1A1.1 (banda 3 en la ilustracion 2)

-Los pacientes heterocigotos (A/G) generaron un producto cuando se llevé a
cabo la amplificacién con el cebador 1A1G y otro cuando se llevé a cabo la

amplificacion con el cebador 1A1.1 (banda 2 en la ilustracion 2.
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Ilustracién 2. Visualizacion de los polimorfismos del CYP1A1 (Ile/ Val)

340 bp

3.8. Analisis de datos

El analisis estadistico se realiz6 con el paquete estadistico SPSS (Statistical

Packege for Social Sciencies) version 12.0.

V Andlisis univariante

El analisis univariante estudia el comportamiento de las variables por separado.
En este caso el andlisis univariante se emple6 para llevar a cabo un andlisis
descriptivo. Este analisis se utiliz6 para analizar la distribucién de ciertas
variables cualitativas, como la localizacién del tumor y para calcular las medias
de ciertas variables continuas como la edad o la duracion del héabito. Para otras
variables continuas, como la cantidad consumida de alcohol y tabaco se calculé

el valor de los percentiles 25, 50, 75.

V Anilisis bivariante

Se utilizaron diagramas de cajas (boxplot) para comparar las edades de los casos
y de los controles. También se compararon el consumo de cigarrillos y el

consumo de alcohol mediante diagramas de caja.
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V Andlisis multivariante

Para evaluar la asociaciéon entre los distintos factores de riesgo y el cancer de
cavidad oral y faringe se realizaron regresiones logisticas multivariantes no
condicionadas, calculando la odds ratio (OR) con su intervalo de confianza del
95%1%. Por sus caracteristicas, los modelos de regresién logistica permiten dos

finalidades:

1. Cuantificar la importancia de la relacién existente entre cada una de las
covariables y la variable dependiente, lo que lleva implicito también
clarificar la existencia de interaccién y confusién entre covariables
respecto a la variable dependiente (es decir, conocer la odds ratio para

cada covariable).

2. Clasificar individuos dentro de las categorias (presente/ausente) de la
variable dependiente, segtin la probabilidad que tenga de pertenecer a

una de ellas dada la presencia de determinadas covariables.

En los modelos de regresion logistica binaria la variable dependiente es una
variable dicotémica que se codifica como 0 o 1 (ausencia y presencia
respectivamente). En nuestro caso la variable dependiente fue la presencia o
ausencia de cancer de cavidad oral y faringe (caso o control) y las variables
independientes el tabaco, el alcohol y los polimorfismos analizados. Todos los

modelos fueron ajustados por edad, nivel de estudios y ocupacion.
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Resultados

4. RESULTADOS.

4.1. Caracteristicas de la poblacién objeto de estudio

Se incluyeron un total de 322 sujetos masculinos: 92 casos y 230 controles. En la tabla

19 se resumen las principales caracteristicas de estos sujetos.

Tabla 19. Principales caracteristicas de los sujetos a estudio.

Caracteristicas de los sujetos

Edad

Rango

Media (IC95%)

Nivel de estudios

Sin estudios reconocidos
Estudios primarios
Estudios secundarios
Estudios universitarios

Estado de fumador
Nunca fumador

Ex fumador
Fumador actual

Cantidad fumada* (cig/dia)

Media (IC95%)

Duracién del habito tabaquico*

Media (IC95%)

Edad de inicio del héabito tabaquico

Rango

Media (IC95%)

Ingesta de alcohol

Media (IC95%) (gr/semana)

No/Bebedores ligeros (< 2 UBE por dia)
Bebedores moderados/altos (3-8 UBE por dia)
Bebedores excesivos (9-12 UBE por dia)

Bebedores de alto riesgo (>12 UBE por dia)
Ocupaciones de alto riesgo

No

Si

Controles
(n=230)

23-86
60,5 (58,8-62,1)

70 (30,4%)
135 (58,7%)
19 (8,3%)

6 (2,6%)

82 (35,7%)
81 (35,2%)
67 (29,1%)

23,1 (20,8-25,4)
33,67 (31,18-36,18)

(8-51)
16,3 (14,8-17,8)

242,8 (205,1-280,4)
76 (33%)

102 (44,3%)

30 (13%)

22 (9,6%)

100 (43,5%)
130 (56,5%)

Casos
(n=92)

34-83
55,0 (52,7-57,3)

25 (27,5%)
63 (69,2%)
2(2,2%)
1(1,1%)

2(2,2%)
17 (18,5%)
73 (79,3%)

29,3 (26,2-32,5)
35,3 (32,7-37,9)

(8-55)
11,4 (10,2-12,7)

679,2 (568,9-789,5)
5 (5,4%)

22 (23,9%)

22 (23,9%)

43 (46,7%)

15 (16,3%)
77 (83,7%)

UBE=Unidad basica estandar (1 copa de vino/1 cerveza/1 aperitivo)
*Porcentajes calculados para los “alguna vez” fumadores.

La edad media de los controles (60,5 afios; IC 95% 58,8-62,1) fue ligeramente superior

a la de los casos (55 afios; IC 95% 52,7-57,3) aunque la diferencia no fue significativa.

Los casos y los controles manifestaron niveles similares de educacion, presentando la

mayoria de los sujetos s6lo estudios primarios o ningtin estudio formalizado.
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Figura 22. Distribucién de los niveles de estudios entre los casos y los controles

@ Controles
| Casos
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58,70%
30,409
’ 627,50%
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.
Sin estudios Estudios Primarios Estudios Secundarios Universitarios

En el grupo de los casos, el 79,3% eran fumadores actuales y el 46,7% fueron
clasificados como bebedores de alto riesgo. S6lo un 5,4% era no bebedor o bebia
menos del equivalente a 1 vaso de cerveza/vino. En el grupo control habia un 29,1%

de fumadores actuales y un 9,6% de bebedores de alto riesgo. El porcentaje de no

bebedores/bebedores ligeros fue del 33%.

De forma general, el consumo de tabaco y de alcohol fue superior en el grupo de los

casos que en el de los controles.

Figura 23. Diagrama box-plot del consumo de tabaco y alcohol entre los casos y los controles
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La prevalencia de ocupaciones consideradas de alto riesgo fue muy superior en el

grupo de los casos en comparacién a los controles.

Figura 24. Distribucién de las ocupaciones de alto riesgo entre los casos y os controles

83,70%

43,50% @ Ocupaciones de alto riesgo

m Ocupaciones de bajo riesgo

16,30%

Casos Controles

4.2. Descripcion de los casos

En la figura 25 se representa la distribucion de los tumores segtin la localizacién.

Figura 25. Distribucién de los tumores segtn localizacion (n; %)

Distribucion de la localizacion del tumor

@ Cavidad oral
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Se puede observar que la mayoria se localizaron en la cavidad bucal y orofaringe,
siendo los tumores mas frecuentes los de lengua (25%), amigdalas (18,5%), suelo de
la boca (7,6%) y paladar duro (6,5%). En la tabla 20 se describen las localizaciones

exactas de dichos tumores.

Tabla 20. Localizaciones de los tumores de cavidad oral y faringe

Localizacion del tumor l n (%)
lengua 23 (25,0%)
hemilengua 4 (4,3%)
faringe 7 (7,6%)
hipofaringe 3(3,3%)
pilar amigdalino anterior derecho 2(2,2%)
seno piriforme derecho 6 (6,5%)
suelo de boca 7 (7,6%)
cavum 2(2,2%)
pared lateral de la orofaringe 1(1,1%)
amigdala 17 (18,5%)
valecula 3(3,3%)
surco glosoepiglético 1(1,1%)
tvula 2(2,2%)
parétida 2(2,2%)
paladar 6 (6,5%)
trigono retromolar 3(3,3%)
retroacroides 1(1,1%)
maxilar superior derecho 1(1,1%)
submaxilar derecho 1(1,1%)
Total 92 (100%)

Respecto al tipo histolégico se encontré que de los 92 tumores, 89 eran de tipo
espinocelular (96,7%), uno era un adenocarcinoma (1%) y dos (2,2%) eran de tipo no

diferenciado.
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4.3. Tabacoii

4.3.1. Caracteristicas del consumo de tabaco

En la tabla 21 se resumen las principales caracteristicas de los sujetos relacionadas

con el consumo de tabaco.

Tabla 21. Principales caracteristicas de los sujetos en cuanto al consumo de tabaco.

Caracteristicas de los sujetos Controles Casos
(n=230) (n=92)

Estado de fumador

Nunca fumador 82 (35,7%) 2(2,2%)

Ex fumador 81 (35,2%) 17 (18,5%)

Fumador actual 67 (29,1%) 73 (79,3%)

Cantidad fumada* (cig/dia)

Media (IC95%) 23,1 (20,8-25,4) 29,3 (26,2-32,5)

1-20 98 (66,2%) 44 (48,9%)

21-40 41 (27,7%) 38 (42,2%)

> 40 9 (6,1%) 8 (8,9%)

Duracién del habito tabaquico*

1-20 28 (18,9%) 6 (6,7%)

21-30 34 (23%) 23 (25,6%)

31-40 38 (25,7%) 31 (34,4%)

> 40 48 (32,4%) 30 (33,3%)

Cantidad fumada durante toda la vida (paquetes-

ano)*

1-40 88 (52,4%) 36 (40%)

>40 80 (47,6%) 54 (60%)

Edad de inicio del habito tabaquico

Rango (8-51) (8-55)

Media (CI95%) 16,3 (14,8-17,8) 11,4 (10,2-12,7)

*Porcentajes calculados para los “alguna vez” fumadores.

4.3.2. Asociacion entre el tabaco y el cancer de cavidad oral y faringe

Para investigar la asociacion entre el tabaco y el cancer de la cavidad oral y de faringe

se analizaron las siguientes variables independientes en modelos sucesivos: a) estado

"Los resultados sobre la asociacién entre el tabaco y el cancer de cavidad oral y faringe han sido
enviados a “Cancer Letters” y el articulo estd en fase de revision. El articulo enviado se puede
consultar en el anexo IV.
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de fumador, b) tipo de tabaco, c) cantidad fumada (cigarrillos/dia), d) duracién del
habito, e) cantidad fumada durante toda la vida (paquetes-afio), f) afios desde el cese

del habito, g) edad de inicio del habito tabaquico y, h) interaccion con el alcohol.

v' Estado de fumador

Tomando como referencia la categoria de no fumadores y ajustando por la edad,
consumo de alcohol en gr/semana, ocupaciones de riesgo, nivel de estudios y
consumo acumulado de tabaco durante toda la vida, el analisis multivariante mostré
una importante asociacion entre el tabaco y el cancer de cavidad oral y faringe (tabla
22). El riesgo de los que fumaron alguna vez en su vida fue casi 30 veces mayor que
los que nunca fumaron. Los fumadores actuales presentaron un riesgo 2 veces mayor

que los exfumadores.

v" Tipo de tabaco

En cuanto al tipo de tabaco se observé que el riesgo de los fumadores de tabaco
negro (OR=33,1 IC95% 6,03-168,8) fue aproximadamente el doble que los fumadores
de tabaco rubio (OR=15,4 IC95% 2,8-84,9).

Tabla 22. Riesgo del cancer de la cavidad oral segtin el estado de fumador y tipo de tabaco.

51159"25) ‘ C(‘r’lfzr;’(l);’s ‘ OR cruda! (IC 95%) ‘ ‘ OR ajustada? (95%CI)
Estado de fumador
Nunca fumador 2 82 1.00 (referencia) 1.00 (referencia)
Alguna vez fumador 20 148 25,5 (6,1-107,7) 27,7 (6,1-126,3)
Fumador actual 73 67 41,4 (9,8-175,4) 34.5 (7,5-157,8)
Ex-fumadores 17 81 9,2 (2,1-41,6) 14,8 (2,9-73,5)
Tipo de tabaco
Rubio 11 31 11,5 (2,4-55,7) 154 (2,8-84,9)
Negro 79 105 36,2 (8,4-155,8) 33,1 (7,2-152,8)
Indistinto 0 13 - -

1 Ajustado por edad; 2 Ajustado por dad, consumo de alcohol en gr/semana, (4 categorias), ocupaciones de riesgo (2 categorias),
nivel de estudios (4 categorias) and consumo acumulado de tabaco (3 categorias).
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V' Cantidad fumada (cig/dia)

Para analizar el riesgo asociado al niumero de cigarillos fumados al dia, los sujetos
fueron divididos en 4 categorias: no fumadores, fumadores de 1-20, 31-40 y > 40
cigarrillos/dfa (tabla 23). Cuando se ajust6 el modelo por la edad, consumo de
alcohol en gr/semana, (4 categorias), ocupaciones de riesgo (2 categorias), nivel de
estudios (4 categorias) y duraciéon del héabito se encontr6 que de forma global el
riesgo para los alguna vez fumadores era aproximadamente el doble en los
individuos que fumaban mas de 20 cig/dia en comparacion a los que fumaban entre
1-20 cigarrillos/dia. Estratificando por estado de fumador se observé que el riesgo
para los fumadores actuales era muy alto y que esta relaciéon no dependia en gran
medida de la cantidad fumada al dia (ORi20 cig/dia=42,8 1C95% 0,4-148,3; OR>20
cig/dia=46,9 CI95% 3,4-871,5). Para los ex-fumadores las estimaciones del riesgo (OR)
solo fueron estadisticamente significativas para los sujetos que fumaban més de 20

cigarrillos/dia (OR=30,8 IC95% 2,5-384,6).

v" Duracion del habito

El riesgo asociado a la duracién del héabito se investigé clasificando a los sujetos en 5
categorias (0, 1-20, 21-30, 31-40 and > 40 afios). El modelo se ajust6 por edad,
consumo de alcohol en gr/semana, ocupaciones de riesgo, nimero de cigarrillos
diarios y nivel de estudios. De forma global se observé que el riesgo permanecioé
relativamente constante durante los primeros 30 afios de duraciéon y se duplicé a
partir de ese tiempo (tabla 23). Estratificando por estado de fumador se encontré que
el riesgo de los fumadores actuales era independiente de la duracién del habito. En
los ex fumadores el riesgo fue no significativo con independencia de la duracion del

héabito.
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v' Consumo acumulado

El consumo acumulado de tabaco a lo largo de toda la vida se investigd en 3
categorias (0, 1-40 y > 40 paquetes-afio). De forma global se encontré una importante
relacién dosis respuesta entre el consumo acumulado de tabaco y el riesgo de
padecer cancer de cavidad oral y faringe (ORi140 paguetes-ao=15,6 1C95% 2,8-87,06;
OR>40 paquetes-ano= 46,5 1C95% 8,2-264,2). Para los exfumadores el riesgo sélo fue
significativo para la categoria de fumadores de mas de 40 paquetes-afio, alcanzando

en este grupo valores similares de riesgo a los observados en los fumadores actuales.

v' Afios de abstinencia

Para explorar el riesgo de cavidad oral y faringe entre ex-fumadores, los sujetos
fueron agrupados en dos categorias (1-10 afios y > 10 afios de abstinencia). El modelo
fue ajustado por edad, consumo acumulado de tabaco a lo largo de la vida, consumo
de alcohol en gr/semana, ocupaciones de alto riesgo y nivel de estudios. En
comparacioén a los fumadores, los exfumadores presentaron importantes reducciones
en el riesgo durante los primeros 10 afios de cese del habito tabaquico, aunque las

reducciones sé6lo fueron significativas a partir de los 10 afios (tabla 24).

v' Edad de inicio del habito

Agrupando a los sujetos en 2 categorias y ajustando el modelo por edad, consumo
acumulado de tabaco a lo largo de la vida, consumo de alcohol en gr/semana,
ocupaciones de alto riesgo y nivel de estudios, se observé que los sujetos que
empezaron a fumar después de los 15 afios tenian un riesgo significativamente

inferior frente a los que empezaron a fumar antes de los 15 afios.
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Tabla 23. Riesgo de cavidad oral y faringe en relacién a la cantidad fumada, duracién del héabito y
consumo acumulado a lo largo de la vida (paquetes afio)

Casos

OR cruda! (IC 95%)

| OR ajustada? (95%CI)

Cantidad fumada
(cig/dia)?

Nunca fumadores
Alguna vez fumadores
1-20

21-40

> 40

Fumadores actuales
1-20

>20

Ex-fumadores

1-20

>20

Duration del habito
tabaquico (afios)3
Nunca fumadores
Alguna vez fumadores
1-20

21-30

31-40

> 40

Fumadores actuales
1-30

>30

Ex-fumadores

1-30

>30

Consumo acumulado
de tabaco (paq-aiio)*
Nunca fumadores
Alguna vez fumadores
1-40

> 40

Fumadores actuales
1-40

> 40

Ex-fumadores

1-40

>40

(n=92)

44
38

39
34

23
31
30

25
48

2

36
54

31
42

5
12

Controles
(n=230)

82
98
41
38
29

60
21

82

28
36
37
47

22
45

40
41

82

88
60

34
33

54
27

1,00 (referencia)

19,1 (4,4-82,1)
37,8 (8,6-166,4)
35,4 (6,4-195,1)

39,1 (8,9-171,1)
44,6 (10,0-198,0)

3,6 (0,67-19,5)
23,8 (4,9-115,4)

1,00 (referencia)

7,6 (1,3-42,7)
20,8 (4,4-98,4)
46,5 (9,5-227,4)
88,9 (15,8-501,2)

32,5 (6,9-153,9)
46,6 (10,6-204,2)

3,8 (0,65-22,6)
26,1 (4,4-155,6)

1,00 (referencia)

15,5 (3,5-68,2)
51,65 (11,5-232,5)

30,0 (6,7-13,9)
54,8 (12,3-242,7)

4,05 (0,7-22,2)
26,9 (4,99-145,2)

1,00 (referencia)

7,5 (1,02-54,7)
13,5 (1,7-104,9)
15,8 (1,56-160,8)

42,8 (3,9-755,2)
46,9 (3,4-871,5)

3,5 (0,3-36,7)
30,8 (2,5-384,6)

1,00 (referencia)

7,8 (1,1-56,3)
8,3 (1,3-52,6)
18,4 (2,9-117,3)
20,7 (2,9-143,5)

24,5 (3,3-183,2)
24,2 (3,6-126,6)

0,8 (0,07-8,5)
2,7 (0,23-31,8)

1,00 (referencia)

15,6 (2,8-87,06)
46,5 (8,2-264,2)

27,5 (4,6-165,4)
40,0 (6,8-234,4)

4,4 (0,71-27,3)
42,7 (6,6-278,05)

1 Ajustado por edad. 2 Ajustado por edad, consumo de alcohol en gr/semana ( 4 categorias), duracién del habito (3 categorias),
ocupaciones de alto riesgo (si/no) y nivel de estudios. * Ajustado por edad, consumo de alcohol en gr/semana (4 categorias),
cantidad fumada (cig/dia) (3 categorias), ocupaciones de alto riesgo (yes/no) y nivel de estudios. *Ajustado por edad, consumo
de alcohol en gr/semana (3 categorias), ocupaciones de alto riesgo (si/no) y nivel de estudios.
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Tabla 24. Asociacion entre los afios del cese del habito tabaquico, edad de inicio y el cancer de cavidad
oral y faringe

Casos ‘ Controles ‘ OR cruda! (IC 95%) | OR ajustada? (IC95%)

(n=92) (n=230)

Anos desde el cese

del habito tabaquico

Fumadores actuales 73 67 1,00 (referencia) 1,00 (referencia)
1-10 10 31 0,3 (0,14-0,7) 0,6 (0,2-1,5)
>10 7 50 0,1(0,1-0,4) 0,3 (0,1-0,9)
Nunca fumadores 2 82 1,00 (referencia) 1,00 (referencia)
1-10 10 31 13,7 (2.8-66.8) 3,5 (0,4-28,7)
>10 7 50 6,2 (1.2-31.6) 2,9 (0,4-20,7)
Edad de inicio del

habito tabaquico

<15 afios 49 55 1,00 1,00

> 15 afios 58 93 0,4 (0,2-0,8) 0,5(0,2-0,9)

1 Ajustado por edad; 2 Ajustado por edad, consumo acumulado a lo largo de la vida (3 categorias), consumo de alcohol en
gr/semana (4 categorias), ocupaciones de alto riesgo (si/no) y nivel de estudios (4 categorias).

-144-



Resultados

4.4. Alcohol

4.4.1. Caracteristicas del consumo de alcohol

En la tabla 25 se presentan las caracteristicas especificas del consumo de alcohol. De
forma general se puede observar que los casos son mayores consumidores de alcohol

que los controles. Esto se cumple para todo tipo de bebidas.

Tabla 25. Caracteristicas del consumo de alcohol

Caracteristicas de los pacientes Controles

(n=230)

Consumo de vino

No bebe vino 41 (17,8%) 4 (4,3%)
Esporadicamente 6(2,6%) 0 (0%)
Varias veces a la semana 20 (8,7%) 3(3,3%)
Todos los dias 163 (70,9%) 85 (92,4%)
Tipo de vino

Ninguno 41 (17,8%) 5(54%)
Blanco 22 (9,6%) 16 (17,4%)
Tinto 114 (49,6%) 39 (42,4%)
Rosado 18 (7,8%) 16 (17,4%)
Indistinto 35 (15,2%) 16 (17,4%)
N° de vasos de vino a la semana

No bebe o esporadicamente 47 (20,4%) 4 (4,3%)
1-14 47 (20,4%) 6 (6,5%)
15-42 87 (37,8%) 37 (40,2%)
43-56 31 (13,5%) 13 (14,1%)
> 56 18 (7,8%) 32 (34,8%)
N° de vasos de vino/dia para consumidores diarios

1-2 28 (17,2%) 5(5,9%)
3-6 86 (52,8%) 35 (41,2%)
7-10 39 (23,9%) 16 (18,8%)
>10 10 (6,1%) 29 (34,1%)
Numero de cervezas a la semana

0 137 (59,6%) 47 (51,1%)
1-7 65 (28,3%) 9 (9,8%)
8-14 12 (5,2%) 13 (14,1%)
15-28 12 (5,2%) 14 (15,2%)
>28 4(1,7%) 9 (9,.8%)
Numero de bebidas destiladas a la semana

0 169 (73,5%) 33 (35,9%)
1-7 41 (17,8%) 22 (23,9%)
8-21 15 (6,5%) 22 (23,9%)
>21 5(2,2%) 15 (16,3%)
Gramos de alcohol semanales en total

0-140 g (< 2 UBE por dia) 76 (33%) 5(5,4%)
141-560 g (3-8 UBE dia) 102 (44,3%) 22 (23,9%)
561-840 g (9-12 UBE) 30 (13%) 22 (23,9%)
> 840 g (> 12 UBE) 22 (9,6%) 43 (46,7%)
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4.4.2. Asociacion entre el alcohol y el cancer de cavidad oral y faringe

Para investigar la asociacién entre el alcohol y el cancer de cavidad oral y faringe se
analizaron las siguientes variables independientes en modelos sucesivos: a) tipo de
bebida b) Cantidad de bebida consumida a la semana (n° bebidas/semana), c)

Consumo alcohélico (gr/semana) y d) clase de bebida.

v' Tipo de consumo

Para evaluar el riesgo de los bebedores de un tipo de bebida en relaciéon a los no
bebedores de esa bebida se crearon 2 categorias para cada bebida alcoholica
(bebedores y no bebedores). El andlisis estadistico se llev6 a cabo tomando a los no
bebedores como categoria de referencia. Ajustando el modelo por edad, consumo de
tabaco, nivel de estudios, y ocupacién se observé un aumento significativo en el
riesgo para los bebedores de vino y los bebedores de licores pero no para los

bebedores de cerveza (tabla 26).

Tabla 26. Riesgo de padecer cancer de cavidad oral y faringe en funciéon del tipo de consumo

Casos Controles OR1crudo OR ajustado?
(n=92) (n=230) 1C95% 1C 95%
No beben vino o beben
esporddicamente 4 47 1,00 1,00
Beben vino 88 183 6,44 (2,18-19,01) 3,8 (1,05-14,07)
No beben cerveza 47 137 1,00 1,00
Beben cerveza 45 93 1,2 (0,7-1,99) 0,72 (0,38-1,33)
No beben bebidas
destiladas 33 169 1,00 1,00
Beben bebidas destiladas 59 61 4,5 (2,7-7,7) 2,98 (1,6-5,5)

1 Ajustado por edad. 2 Ajustado por edad, consumo de tabaco (cigarrillos dia (1-20, 21-40 y mas de 40), nivel de estudios,
consumo de otras bebidas alcohdlicas y ocupacion de riesgo (si/no).

v' Cantidad de bebida consumida a la semana

Para evaluar el riesgo en funcion de la cantidad de bebida consumida a la semana (n°
bebidas) se crearon distintas categorias de consumo para cada tipo de bebida
alcohdlica (tabla 27). Se cre6 un modelo con todas las variables de consumo y se

ajust6 por edad, consumo de tabaco, ocupaciones de riesgo y nivel de estudios. Los
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no bebedores fueron la categoria de referencia para la cerveza y bebidas destiladas.
Debido a que sélo existian 2 casos que no consumian vino la categoria de referencia

en este caso fueron los no bebedores/bebedores ligeros.

Respecto al consumo de vino, se observé que el riesgo de padecer cancer de cavidad
oral y faringe aumentaba significativamente cuando el consumo de vino era superior
a 15 vasos/semana. En el caso de las bebidas destiladas el riesgo era significativo ya
a partir de 7 licores por semana. Para consumos inferiores, el riesgo se mantenia
constante y no alcanzaba la significacion estadistica. La cerveza se mostr6 protectora

a bajos niveles de consumo.

Tabla 27. Riesgo de padecer cancer de cavidad oral y faringe en funciéon de la cantidad de bebida
consumida a la semana.

Casos ‘ Controles ‘ OR cruda? OR ajustada?
(n=92) (n=230) IC95% IC 95%
Vino
0-14 vasos/semana 10 94 1,00 1,00
15-42 vasos/semana 37 87 4,4 (2,07-9,7) 3,1(1,2-7,7)
43-56 vasos/semana 13 31 5,07 (1,9-13,2) 3,0 (1,0-9,1)
> 56 32 18 19,4 (7,8-48,2) 10,2 (3,3-31,3)
Cerveza
0 47 137 1,00 1,00
1-14 cervezas/semana 22 77 0,8 (0,4-1,5) 0,5 (0,2-0,9)
> 14 cervezas/semana 23 16 4,3 (2,1-8,8) 1,2 (0,5-2,9)
Bebidas destiladas
0 33 169 1,00 1,00
1-7 licores semana 22 41 2,6 (14-4,9) 1,9 (0,8-4,2)
>7 37 20 9,3 (4,9-18,3) 2,8 (1,2-6,7)

1 Ajustado por edad. 2 Ajustado por edad, consumo de tabaco (cigarrillos dia (1-20, 21-40 y mas de 40), nivel de estudios,
consumo de otras bebidas alcohoélicas (categorias) y ocupacion de riesgo (si/no).

v' Consumo alcohdlico (gr/semana)

En la tabla 28 se representa el riesgo de padecer cancer de cavidad oral y faringe en
funcién del consumo alcohdlico. De forma general se puede observar un gradiente
dosis respuesta importante, siendo el riesgo significativo sélo para bebedores

excesivos y bebedores de alto riesgo (consumidores de mas de 9 UBE).
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Tabla 28. Riesgo de padecer cancer de cavidad oral y faringe en funcién del consumo alcohélico

Casos Controles OR1cruda ‘ OR ajustada?
(n=92) (n=230) 1C95% IC 95%
No/bebedores ligeros
(<2 UBE por dia) 76 5 1,00 1,00
Bebedores moderados/ altos
(3-8 UBE dia) 102 22 3,4 (1,2-9,7) 2,4 (0,8-7,4)
Bebedores excesivos
(9-12 UBE) 30 22 11,8 (4,02-34,7) 6,5 (2,0-20,9)
Bebedores de alto riesgo
(> 12 UBE) 22 43 29,2 (10,1-84,1) 16,3 (5,2-51,4)

1 Ajustado por edad. 2 Ajustado por edad, consumo de tabaco (cigarrillos/dia (1-20, 21-40 y més de 40), nivel de estudios y
ocupacion de riesgo (si/no).

v" Clase de bebida

En la tabla 29 se pueden observar los riesgos de padecer cancer de la cavidad y
faringe en funcién de la clase de bebida consumida. Ajustando el modelo por edad,
consumo de tabaco, nivel de estudios, ocupaciéon de riesgo y consumo total de
alcohol se encontré que el riesgo era sélo significativo para el vino rosado pero no
para el tinto y blanco. En el caso de bebidas destiladas los resultados apuntan hacia
un mayor riesgo para las bebidas destiladas oscuras (whisky, brandy, ron oscuro,

etc), pero la diferencia fue minima frente a las blancas.

Tabla 29. Riesgo de padecer cancer de cavidad oral y faringe en funcion de la clase de bebida.

Casos Controles OR!cruda OR ajustada?
(n=92) (n=230) 1C95% IC 95%
Tipo de vino
No beben vino 4 41 1,00 1,00
Blanco 16 22 6,7 (1,9-23,0) 2,6 (0,6-10,3)
Tinto 39 114 3,8 (1,2-11,5) 1,9 (0,5-6,5)
Rosado 16 18 10,6 (3,1-37,4) 4,8 (1,1-2,02)
Indistinto 17 35 5,02 (1,5-16,7) 1,2 (0,9-1,0)
Tipo de bebidas
destiladas
No beben 169 33 1,00 1,00
Blancas (aguardiente, 25 17 3,3 (1,6-6,8) 1,9 (0,8-4,4)
ginebra, ron blanco)
Oscuras (whisky, brandy, 25 25 4,3 (2,1-8,5) 2,3 (1,0-5,1)
ron oscuro)
Ambas 11 17 6,7 (2,8-15,8) 3,0 (1,1-8,4)

1 Ajustado por edad. 2 Ajustado por edad, consumo de tabaco (cigarrillos dia (1-20, 21-40 y mas de 40), nivel de estudios y
gramos de alcohol semanal total de alcohol (continuo), y ocupacién de riesgo (si/no).
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v Interaccion entre el tabaco y el alcohol

En la tabla 30 se muestran los riesgos de padecer cancer de cavidad oral y faringe
para distintas variables relacionadas con el tabaco en el grupo de los no
bebedores/bebedores ligeros y en el grupo de los bebedores moderados/excesivos.
Ajustando por edad, ocupaciones de riesgo y nivel de estudios, se observé que en
comparaciéon con los no fumadores, el riesgo para los fumadores que eran no
bebedores o bebedores moderados era no significativo. El riesgo en este grupo
aumento con la frecuencia y con el consumo acumulado a lo largo de la vida pero no
alcanz6 la significacion estadistica. El riesgo aislado para los no bebedores no se
pudo calcular debido a que el estudio incluy6 sélo 5 casos que consumieron menos

de 2 UBE al dia.

Para el grupo de los bebedores moderados/excesivos la asociacién entre el tabaco y
el cancer de la cavidad oral y de faringe fue altamente significativa en todas las
categorias analizadas y el riesgo aumenté considerablemente con el aumento en el

namero de cigarrillos, duracion del habito y exposiciéon acumulada al tabaco.

Tabla 30. Interaccién entre el tabaco y el alcohol

No/bebedores ligeros Moderados/excesivos
(<2 UBE* por dia) (> 3 UBE por dia)

R 5% | Casos | Conroes |_oR usvciy

Estado de fumador

Nunca fumadores 1 32 1,00 (referencia) 1 50 1,00 (referencia)
Alguna vez fumadores 4 44 3,7 (0,4-35,8) 86 104 44,9 (4,9-411,8)
Tipo de tabaco

Rubio 1 10 3,5(0,3-371) 10 21 18,5 (1,8-191,6)
Negro 3 29 6,4 (0,3-142,9) 76 75 59,1 (6,4-546,3)
Cantidad fumada

(cig/dia)

1-20 2 30 2,4 (0,2-28,9) 42 68 32,4 (3,6-293,2)
>20 2 14 8,2 (0,6-11,2) 44 36 62,7 (6,9-569,7)
Duracién del habito

(afos)

1-30 2 20 4,3 (0,31-57,9) 27 42 20,3 (2,05-201,9)
>30 2 24 3,2(0,2-43,7) 59 62 77,2 (7,8-757,5)
Consumo acumulado

(paqg-afio)

1-40 paquetes-afio 2 29 2,4 (0,2-29,3) 34 59 24,5 (2,6-228,8)
> 40 2 15 8,4 (0,6-121,2) 52 45 74,4 (8,02-390,6)

* UBE= Unidad bésica estandar. 1Ajustado por edad, ocupaciones de alto riesgo (si/no) y nivel de estudios.
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4.5. Polimorfismos de la GSTM1 (alelo nulo), CYP1A1 (Ile/Val) y meH exén 4 (139

Arg—>His) y su asociacion con el cancer de la cavidad oral y de faringeiii

4.5.1. Caracteristicas de la poblacién sometida a la determinacién genotipica

La determinacion genotipica se llevé a cabo en el total de los casos (n=92) y en una
submuestra de controles (n=130). En la tabla 31 se resumen las caracteristicas de esta

submuestra analizada en nuestro estudio.

Tabla 31. Descripcién de las caracteristicas de los sujetos sometidos a determinacién genotipica.

Caracteristicas de los sujetos Casos (n=92) Controles (n=130)
Edad (media, IC95%) 55,0 (52,7-57,3) 59,4 (57,0-61,8)
Habito tabaquico

Nunca fumador 2(2,2%) 49 (37,7%)
Ex fumador 17 (18,5%) 42 (32,3%)
Fumador actual 73 (79,3%) 39 (30%)
Consumo tabaquico

Percentil 25 33,0 0
Percentil 50 46,5 0,9
Percentil 75 67,5 43,8
Ingesta de alcohol

No bebedor 2(2,2%) 20 (15,4 %)
Bebedores leves (< 4 vasos de 6(6,5%) 50 (38,5%)
vino/cerveza o 2 licores a la semana)

Bebedores importantes (> 4 UBE) 84 (91,3%) 60 (46,1%)
Consumo de alcohol en gr/semana

Percentil 25 290 70
Percentil 50 560 145
Percentil 75 840 300

La edad media de los controles (59,4 afos; IC 95% 57-61,8) fue ligeramente superior a
la de los casos (55 afios; IC 95% 52,7-57,3). El consumo de tabaco y alcohol también

fue mas frecuente entre los casos que entre los controles. En el grupo de los casos el

il Los resultados sobre la asociacion entre los polimorfismos de la GSTM1, CYP1A1 y mEH han sido
publicados en el Journal of Oncology “Varela Lema L, Ruano Ravifia A, Juiz Crespo MA, Kelsey KT,
Loidi L, Barros Dios JM. CYP1A1, mEH and GSTM1 polymorphisms and risk of oral and pharyngeal
cancer: a Spanish case-control study. ] Oncology 2008: ID 74130; doi: 10.1155/2008/741310”1%4. Este

articulo se presenta en el anexo V.
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79,3% eran fumadores actuales y el 91,3% (n=84) fueron considerados bebedores
importantes (més de 4 copas de vino/cerveza o 2 bebidas destiladas al dia). En el
grupo de los controles eran fumadores actuales el 30% de los sujetos y un 46,1%

(n=60) fueron clasificados como importantes bebedores.

v" Descripcion de los polimorfismos genéticos

La frecuencia del genotipo nulo de la GSTM1 fue del 51,1% entre los casos de cancer
de cavidad oral y faringe y del 47,7% entre los controles. El polimorfismo
heterozigoto de la mEH (Arg/His) estaba presente en el 27,2% de los casos y en
31,5% de los controles. S6lo 4 sujetos en el grupo de los casos (4,3%) y 1 sujeto en el
grupo de los controles (0,8%) presentaron el polimorfismo homocigoto mutado
(Arg/Arg). No se observaron diferencias en cuanto a la frecuencia de las mutaciones
del CYP1A1. Sélo 2 casos (3%) y 2 controles (2,2%) presentaron formas alélicas
mutadas (tabla 32)

Tabla 32. Descripcion de las frecuencias de los polimorfismos.

Variables consideradas para el estudio Casos (n=92) Controles (n=130)
GSTM1

Presente (GSTM1 +) 45 (48,9%) 68 (52,3%)
Ausente (GSTML1 -) 47 (51,1%) 62 (47,7%)
mEH (139 Arg-> His)

Alelo salvaje (His/His) 63 (68,5%) 88 (67,7%)
Arg/His 25 (27,2%) 41 (31,5%)
Arg/Arg 4 (4,3%) 1(0,8%)
CYP1A1

Alelo salvaje (Ile/Ile) 64 (97%) 90 (97,8%)
Alelos mutados (Ile/Val, Val/Val) 2 (3%) 2(2,2%)
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4.5.2. Asociacion entre los polimorfismos genéticos de la GSTM1 (alelo nulo),
CYP1A1 (Ile/Val) y meH (ex6n 4) y el riesgo de padecer cancer de cavidad oral y

faringe.

En la tabla 33 se muestran las estimaciones del riesgo (OR) para los tumores de
cavidad oral y faringe asociado a los polimorfismos de la GSTM1, CYP1A1 y mEH
exén 4 (EH3%8). Tomando como referencia los sujetos con alelos salvajes y ajustando
por edad, consumo de tabaco y alcohol no se observaron riesgos significativos para

ninguna de las variantes alélicas evaluadas.

Cuando los tumores de la cavidad oral y los tumores de faringe fueron evaluados de
forma independiente tampoco se observaron riesgos significativos para ninguno de
los polimorfismos. No se pudo calcular el riesgo a nivel del CYP1A1l dado que

ninguno de los sujetos con tumores de la cavidad oral presenté6 mutaciones.

Tabla 33. Asociacion entre los polimorfismos genéticos de la GSTM1 (alelo nulo), CYP1A1 (Ile/Val) y
mEH ex6n 4 y el riesgo de cavidad oral y faringe

Genes Casos Controles OR cruda (IC 95%)1 OR ajustada (IC 95%)?2
TODOS LOS TUMORES

CYP1A1

No mutado 64 (97%) 90 (97,8%) 1,00 1,00

Mutado 2 (3%) 2(2,2%) 0,72 (0,10-5,28) 1,68 (0,18-15,70)

mEH (139His->Arg)

His/His 63 (68,5%) 88 (67,7%) 1,00 1,00

His/Arg 25 (27,2%) 41 (31,5%) 0,95 (0,52-1,75) 0,81 (0,38-1,71)

Arg/Arg 4 (4,3%) 1(0,8%) 4,30 (0,46-40,1) 4,45 (0,39-50,45)

GSTM1

Presente 45 (48,9%) 68 (52,3%) 1,00 1,00

Ausente 47 (51,1%) 62 (47,7%) 1,16 (0,73-1,99) 1,25 (0,65-2,40)

CANCER ORAL

CYP1A1

No mutado 53 64 (97%) 1,00 1,00

Mutado 0 2B%) e e

mEH (139His> Arg)

His/His 39 (73,6%) 88 (67,7%) 1,00 1,00

His/Arg 12 (22,6%) 41 (31,5%) 0,74 (0,34-1,58) 0,54 (0,21-1,41)

Arg/Arg 2(3,8%) 1(0,8%) 3,44 (0,29-40,16) 4,32 (0,32-58,63)

GSTM1

Presente 26 (49,1%) 68 (52,3%) 1,00 1,00

Ausente 27 (50,9%) 62 (47,7%) 1,14 (0,60-2,19) 1,20 (0,56-2,18)
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Genes Casos Controles OR cruda (IC 95%)?! OR ajustada (IC 95%)2
CANCER DE FARINGE

CYP1A1

No mutado 37 (94,9%) 64 (97%) 1,00 1,00

Mutado 2(5,1%) 2 (3%) 1,74 (0,23-12,92) 4,06 (0,43-38,24)

mEH (139His>Arg)

His/His 24 (61,5%) 88 (67,7%) 1,00 1,00

His/Arg 13 (33,3% 41 (31,5%) 1,27 (0,58-2,80) 1,07 (0,42-2,71)

Arg/arg 2(5,2%) 1(0,8%) 5,58 (0,47-66,10) 5,74 (0,34-97,71)

GSTM1

Presente 19 (48,7%) 68 (52,3%) 1,00 1,00

Ausente 20 (51,3% 62 (47,7 %) 1,20 (0,58-2,48) 1,44 (0,61-3,37)

1Ajustado por edad. 2Ajustado por edad, consumo de tabaco y consumo de alcohol.

v' Interaccién con el tabaco

Para valorar la interacciéon entre el tabaco y los polimorfismos genéticos se llevé a
cabo un analisis estratificado de acuerdo al consumo acumulado de tabaco a lo largo
de la vida (paquetes-afio). Los sujetos fumadores fueron clasificados en fumadores
ligeros/moderados (< 35 paquetes-afio) y grandes fumadores (> 35 paquetes-afio). Los no
fumadores fueron analizados conjuntamente con los fumadores ligeros/moderados,
debido a que soélo existian dos sujetos no fumadores en el grupo de los casos y esto
impedia poder analizar este grupo por separado. El andlisis se ajustdé por edad y

consumo de alcohol.

En la tabla 34 se muestra el riesgo de los diferentes polimorfismos en los dos estratos
de fumadores. Este analisis no se pudo llevar a cabo para el CYP1A1 dado el limitado

namero de sujetos con alelos mutados.

El riesgo de padecer cancer de cavidad oral y faringe asociado al polimorfismo
heterozigoto de la mEH a nivel del exén 4 (EH!%2r) fue ligeramente inferior en los
grandes fumadores (OR 0,68; IC 95% 0,25-1,86) que en los fumadores ligeros/moderados
(OR 1,08; IC 95% 0,37-3,13) pero no se alcanzo la significacion estadistica en ninguna
de las dos categorias de consumo. El riesgo asociado al genotipo nulo de la GSTM1
mostré un patron inverso. El riesgo fue mayor en los grandes fumadores (OR 1,40

IC95% 0,57-3,43) que en los fumadores ligeros/moderados (OR 0,88 IC95% 0,34-2,34).

-153-



Resultados

Tabla 34. Riesgo asociado a los diferentes polimorfismos estratificados por categorias de consumo de

tabaco.

Polimorfismos genéticos Controles OR crudal OR ajustada?
No/fumadores ligeros/moderados (< 35 paquetes-aii

CYP1A1

No mutato 28 41 1,00 1,00

Mutado 1 2 0,76 (0,06-8,90) 1,12 (0,09-13,94)

mEH (139His—>Arg)

His/His 20 58 1,00 1,00

His/Arg 8 24 1,06 (0,40-2,78) 1,08 (0,37-3,13)

Arg/arg 1 1 1,91 (0,11-33,10) 2,82 (0,15-52,41)

GSTM1

Presente 17 43 1,00 1,00

Ausente 12 40 0,74 (0,31-1,76) 0,88 (0,34-2,34)

Grandes fumadores (> 35 paquetes-afio)

CYP1A1

No mutado 23 62 1,00 1,00

Mutado 0 1 —— e

mEH (139His=>Arg)

His/His 43 30 1,00 1,00

His/Arg 17 17 0,94 (0,39-2,26) 0,68 (0,25-1,86)

Arg/arg 3 o e e

GSTM1

Presente 28 25 1,00 1,00

Ausente 35 22 1,50 (0,67-1,33) 1,40 (0,57-3,43)

1Ajustado por edad. 2Ajustado por edad y consumo de alcohol.

v Interaccién con el alcohol

Para examinar la interaccién entre estos genotipos y el consumo de alcohol se llevé a
cabo un segundo analisis estratificado. Se establecieron dos categorias de consumo
de alcohol. Los sujetos que consumian 280 gr alcohol/semana o menos (< 4 copas de
vino/cerveza o 2 bebidas destiladas al dia) fueron considerados bebedores leves y los
que consumian mds de esta cantidad bebedores importantes, incluyendo en esta
categoria los grandes consumidores asi como los excesivos y de alto riesgo. Al igual
que en el anélisis anterior, el bajo nimero de sujetos no bebedores en el grupo de los
casos (n=2), hizo imposible el andlisis de este grupo por separado y fueron
analizados conjuntamente con los bebedores leves. Las estimaciones de riesgo para los
diferentes polimorfismos en los dos estratos de consumo de alcohol se muestran en la

tabla 35.
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Después de ajustar por edad y tabaco se observé una ligera asociacion negativa para
el genotipo His/Arg (exén 4 mEH) en ambas categorias de consumo pero no se
alcanz¢ la significacion estadistica en ningtin caso. Respecto a la GSTM1 se observé
que el riesgo de padecer cancer de cavidad oral y faringe asociado a la ausencia de
este polimorfismo era ligeramente superior en los bebedores leves (OR 1,97; IC 95%

0,73-5,35) que en los bebedores importantes (OR 0,69; IC 95% 0,28-1,72) (tabla 35).

Tabla 35. Riesgos para los diferentes polimorfismos estratificados por consumo alcohélico.

Polimorfismos genéticos Controles OR crudal OR ajustada?
Bebedores leves (< 280 gr alcohol/semana)

CYP1A1

No mutado 23 43 1,00 1,00

Mutado 0 2 e e

mEH (139His>Arg)

His/His 18 64 1,00 1,00

His/Arg 5 31 0,57 (0,19-1,72) 0,71 (0,22-2,24)

Arg/arg 0 1 ————-

GSTM1

Presente 10 52 1,00 1,00

Ausente 13 44 1,55 (0,62-3,88) 1,97 (0,73-5,35)
Bebedores relevantes (>280 gr alcohol/semana)

CYP1A1

No mutado 67 21 1,00 1,00

Mutado 2 [

mEH (139His->Arg)

His/His 45 24 1,00 1,00

His/Arg 20 10 1,28 (0,50-3,31) 0,83 (0,30-2,30)

Arg/arg 4 o e e

GSTM1

Presente 35 16 1,00 1,00

Ausente 34 18 0,79 (0,34-1,86) 0,69 (0,28-1,72)

1Ajustado por edad. 2Ajustado por edad y consumo de tabaco.

V' Interaccion entre los polimorfismos

En la tabla 36 se muestra la interaccién entre los polimorfismos de la mEH y de la
CYP1Al. Tal y como se puede observar no se encontraron efectos significativos para
ninguna combinacién aunque si se pudo observar que el riesgo estimado fue
superior para los sujetos con el alelo salvaje del mEH exén 4 y el genotipo nulo de la

GSTM1 (OR 1,45; IC 95% 0,66-3,17) que para otras combinaciones. No se observo
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ningtn efecto aparente cuando ambos genes presentaban mutaciones (OR 1,07; IC

95% 0,39-2,92).

Tabla 36. Interaccion entre los polimorfismos mEH y GSTM1 y el cancer de orofaringe

Combinacion de polimorfismos Controles OR cruda? OR ajustada?
mEH (Arg/Arg)/GSTM1 presente 31 48 1,00 1,00

mEH (Arg/Arg)/GSTM1 ausente 32 40 1,22 (0,63-2,36) 1,45 (0,66-3,17)
mEH mutado/GSTM1 presente 14 20 1,15 (0,50-2,65) 1,19 (0,43-3,27)
mEH mutado/GSTM1 ausente 15 22 1,18 (0,52-2,66) 1,07 (0,39-2,92).

1Ajustado por edad. 2Ajustado por edad, consumo de tabaco y alcohol.
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5. DISCUSION

5.1. Discusion de la hipétesis a estudio

El presente estudio fue planteado debido a la gran incidencia del cancer de la
cavidad oral y de faringe en Espafia en comparacién con otros paises europeos,
situdndose Galicia entre las CCAA con mayores tasas de mortalidad. Aunque se
reconoce la importancia del tabaco y el alcohol en el desarrollo de estos
tumores, los resultados preliminares sugieren que los riesgos asociados a estas
sustancias pueden variar significativamente segin la zona geografica,
observandose riesgos muy elevados en paises como Espafia, Italia y en
Latinoamérica. Esto sugiere que existen otros factores adicionales que modulan

la aparicién de la enfermedad.

Se ha planteado la hipotesis de que los genes codificadores de las enzimas de
metabolizacién pueden ser parcialmente responsables del riesgo excesivo
encontrado en nuestra Comunidad Auténoma y de que estos podrian actuar
modulando el efecto del alcohol y del tabaco. La razén de estudiar la GSTM1, el
CYP1A1l y la epéxido hidrolasa esta fundamentada en que son los principales
encargados de la metabolizacién de los hidrocarburos aromaticos policiclicos,
principales sustancias cancerigenas encontradas en el tabaco. También acttan
en la transformacién de alcohol a acetaldehido. Respecto a la GSTM1 y CYP1A1
muchas investigaciones previas han evaluado la asociacién con estos tumores
pero los resultados no son concordantes en las distintas poblaciones. Este es el
primer estudio llevado a cabo en Galicia que estudia estos genes y su relaciéon
con el COF. También es uno de los pocos estudios en investigar la epoxido

hidrolasa y evaluar las interacciones entre los tres genes.
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5.2. Discusion del método

La presente investigacion estd basada en un disefio de casos y controles.
Aunque actualmente se reconoce que la razén de tasas de incidencia es la mejor
medida del riesgo, la Razén de Odds (OR) se reconoce como un buen estimador
del riesgo relativo si los casos y los controles son representativos de la
poblacién objeto de estudio’®. Sin embargo, los estudios de casos y controles al
tratarse de estudios de carécter retrospectivo son mas susceptibles de presentar
sesgos de seleccion o informacién. En el estudio actual, para evitar el sesgo de
seleccion de los casos, se ha intentado identificar todos los casos incidentes de
cavidad oral y faringe revisando los resultados anatomopatolégicos
semanalmente en colaboracién con los clinicos. El incluir casos incidentes
presenta una serie de ventajas en comparacion con los casos prevalentes: a) se
disminuye el sesgo de memoria porque el individuo puede recordar mejor la
experiencia pasada al ser mas reciente, b) la supervivencia no esta condicionada
por los factores de riesgo estudiados y c) es menos probable que el estatus de

enfermedad pueda modificar la exposicion a los factores de riesgo®.

En nuestro estudio los controles son de base hospitalaria. Los controles de base
hospitalaria, al no ser seleccionados de forma aleatoria, plantean el problema de
que puede que no sean representativos de la poblaciéon de estudio. Se ha
establecido que para que un estudio de casos y controles hospitalario sea valido
se tiene que asumir que los controles son representativos de la poblaciéon de
estudio y para esto tienen que cumplirse estos dos supuestos: a) que la
probabilidad de captaciéon de los casos y los controles sea la misma y 2) que la
exposicién sea independiente de la probabilidad de admisién para evitar el
sesgo de Berkson!””. En nuestro caso concreto, aunque la poblacién primaria es
la del Area Sanitaria de Santiago y la poblacién evaluada es la que acude al
Complejo Hospitalario de Santiago, asumimos que la probabilidad de que la

muestra no sea representativa es baja ya que menos del 5% de la poblaciéon
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gallega tiene seguros privados. Para minimizar el sesgo de seleccion
relacionado con la exposicién se excluyeron pacientes con condiciones orales o
faringeas potencialmente premalignas (displasias, ect) y se excluyeron controles

admitidos por patologias relacionadas con el tabaco.

Nuestro estudio no fue emparejado por edad, sexo o estatus socio-econémico.
En cuanto al sexo, esto no fue necesario ya que el estudio se realizd
exclusivamente en hombres. La razén por la ctal se decidié excluir a las
mujeres del estudio se debe a que en Espafia la tasa de incidencia en mujeres es
muy baja (3,89 casos nuevos/100.000 habitantes) y seria necesaria una
poblacion muy grande para evaluar el riesgo en este grupo. Respecto a
emparejar por otras variables de confusién, son muchos los autores que opinan
que seleccionar los controles que tengan los mismos valores de los factores de
confusiéon que los casos no es una estrategia efectiva para eliminar el sesgo de
confusién'®®. En nuestro estudio, para controlar en parte el sesgo que podria ser
ocasionado por la ligera diferencia de edad entre los casos y los controles, asi
como el sesgo ocasionado por otros potenciales factores de confusién, todos los
andlisis fueron ajustados por la edad, el nivel de estudios, la ocupacién, el

tabaco y el alcohol cuando fue posible.

En relacion a los polimorfismos genéticos, algunos autores han sugerido que los
estudios con controles hospitalarios podrian dar lugar a infraestimaciones del
riesgo dada la posibilidad de que los polimorfismos pudiesen estar
relacionados con las enfermedades de los controles. En meta y pooled andlisis
previos, incluido el llevado a cabo en este estudio no se observaron diferencias
significativas en el riesgo para los estudios de base hospitalaria respecto a los de

base poblacionall99.200,

La elecciéon de controles de base poblacional en el presente caso se consider6

practicamente inviable en términos econémicos y organizativos. La necesidad
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de obtener muestras bioldgicas fue una de las principales razones para
descartar este tipo de controles. La utilizaciéon de controles poblacionales
también hubiese planteado problemas de disponibilidad y podria haber
aumentado la probabilidad de la existencia de un sesgo de informaciéon. Los
controles poblacionales tienden a cooperar menos que los hospitalarios. La
realizacion de la entrevista en el mismo dmbito hospitalario para todos los casos
y la mayoria de los controles y por la misma persona minimiza en gran medida
el sesgo de informacion. La entrevista personal fue realizada por la misma
persona y esto evita el sesgo del entrevistador. Es de destacar que un pequefio
porcentaje de los controles fueron entrevistados en casa y esto podria suponer

una pequena limitacion.

La tasa de participacion también es otro de los problemas de los estudios de
casos y controles, sobre todo si ésta es distinta en el grupo de los casos que en el
de los controles. La participacion en nuestro estudio fue muy alta (99% de los
casos y 97,3% de los controles) y esto también es una potencial garantia de que

el sesgo de seleccion fue minimo.

En relacion a los controles no se puede descartar que, al tratarse de pacientes
con enfermedades menos graves que los casos, la notificacién de héabitos
nocivos como el consumo de alcohol y de tabaco sea inferior y esto podria llevar
a una sobreestimacién del riesgo. Respecto a los casos también puede ocurrir
que éstos cambien sus habitos como consecuencia de la sintomatologia de la
enfermedad. Por esta razén, se consideraron como exfumadores a los que
habian abandonado el habito hacia méds de 6 meses. Para evitar cualquier
interferencia del tratamiento en los casos fueron entrevistados antes de llevar a

cabo ninguna intervencion.

Una de las principales limitaciones del estudio es el pequefio tamafo de

muestra para analizar polimorfismos que son poco frecuentes en la poblacion,
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como es el caso del CYP1A1 Ile/Val. El tamaiio de muestra también fue
insuficiente para identificar interacciones con otros genes y las interacciones con
otros factores de riesgo como el alcohol y el tabaco por lo que se sugieren

estudios adicionales para investigar este aspecto.

5.3. Discusion de resultados

5.3.1. Tabaco

Los resultados del presente estudio ponen de manifiesto que el tabaco es un
importante factor de riesgo para el cancer de cavidad oral y faringe en el Area
Sanitaria de Santiago de Compostela. La magnitud del riesgo hallado en este
estudio de casos y controles es muy alta en comparacién con otros estudios de
casos y controles que investigan la asociacion entre el tabaco y el cédncer de

cavidad oral y faringe16-1821-23,28,57,61,201,

En Galicia se han encontrado igualmente riesgos excesivos para otros canceres
relacionados con el tabaco, como el cédncer de esé6fago?? y el céncer de
pulmoén?®. Aunque en Galicia no se dispone de datos de incidencia para el
cancer de cavidad oral y faringe, los datos de mortalidad sugieren que éstos se
encuentran entre los més elevados de Espafia y por lo tanto de Europa. Estos
hechos hacen pensar que esta regiéon puede tener diferencias importantes en
cuanto al patrén de consumo de tabaco o en cuanto a otros factores de riesgo
medio-ambientales o relacionados con el estilo de vida que podrian actuar

como modificadores del efecto!7.204,

El gran consumo de tabaco negro en esta regiéon podria ser en gran parte
responsable de este alto riesgo. En nuestro estudio, el 88% de los casos y el 79%
de los controles eran consumidores de tabaco negro. Muchos estudios son
consistentes con el hecho de que el riesgo de desarrollar tumores relacionados
con el tabaco es mayor para los fumadores de tabaco negro que para los

fumadores de tabaco rubio25-209. Acorde con esta teoria, se observa que los
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estudios llevados a cabo en paises en los que el consumo de tabaco negro es
muy comun (Sur de Europa y América Latina)19.2122.2526,60,67.206 presentan riesgos
mayores para el cancer de cavidad oral y faringe que aquellos realizados en
paises en doénde el tabaco mayoritario es el rubio (Norteamérica y Oeste de

Europa)?8l.

En la presente investigaciéon los fumadores de tabaco negro presentaron el
doble de riesgo que los fumadores de tabaco rubio. Mientras que los fumadores
de tabaco negro mostraron una importante relacion dosis respuesta para todas
las variables de consumo, los fumadores de tabaco rubio sélo presentaron
riesgos significativos para altos consumos acumulados a lo largo de la vida.
Aunque estos datos no son mostrados en las tablas al considerar que los datos
pueden estar sesgados por existir s6lo 11 casos fumadores de tabaco rubio, son
concordantes con los resultados publicados por otros estudios. Castellsagué et
al’® en el mayor estudio de casos y controles llevado a cabo en Espafia
observaron que los fumadores de tabaco negro presentaron riesgos muy altos a
niveles bajos de consumo (fumadores actuales de 1-20 cigarrillos/dia: OR=17,9
IC95% 6,35-50,43) mientras que los fumadores de tabaco rubio mostraron
riesgos no significativos a dosis bajas (fumadores actuales de 21-30
cigarrillos/dia; OR=1,83 IC95% 0,47-7,18). En EEUU, en donde predomina el
tabaco rubio, un estudio de gran tamafo que incluy6 a 1.065 casos de la cavidad
oral y 1.182 controles?® mostré igualmente que la asociacion entre el tabaco y el
cancer de la cavidad oral solo era significativa para aquellos sujetos que
consumian mas de 20 cig/dia o aquellos que fumaron durante mas de 40 afios
(OR blancos = 3,3; OR negros = 2,9). Bundgaard et al?” mostraron patrones similares

en Dinamarca.

El mayor riesgo del tabaco negro en comparacién con el blanco podria ser en
parte explicado por las concentraciones mas altas de sustancias carcinogénicas

como la N-nitrosamina y 2-naftilamina presentes en el humo del tabaco
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negro?1%. Algunos estudios también han encontrado que los niveles de aductos
de 4-aminobifenilo y de otras aminas aromaticas son superiores en los
fumadores de tabaco negro?'l. Teniendo en cuenta que en la presente
investigacion casi el 100% de las marcas de tabaco negro son de origen espariol
no se puede descartar que otras variables como la composicion del papel, el tipo
de aditivos, el tipo de filtro o los patrones de inhalacion puedan también

contribuir al alto riesgo observado?!2.

Cuando se investigé el riesgo en los fumadores actuales se encontré que era
muy alto, con independencia de la cantidad fumada o del tiempo de duracién
del habito. Este resultado no es compartido por muchos de los estudios previos,
en los cuales encontraron una clara relacién dosis respuesta para ambas
variables 1823-%5, Aunque desconocemos en gran medida la razén de estos
hallazgos, mantenemos la hipétesis de que estos resultados pueden atribuirse
parcialmente al muy elevado consumo de alcohol en nuestra region,
especialmente en nuestra Area Sanitaria, en comparacién a otras regiones?13, De
hecho, en el presente estudio, alrededor del 70% de los casos de cancer eran

bebedores excesivos o de alto riesgo.

Aunque se desconoce el mecanismo exacto mediante el cual el alcohol ejerce su
accion carcinogénica, se reconoce que el consumo crénico de alcohol puede
interferir con la absorciéon o biodisponibilidad de los nutrientes, aumentar la
penetracién de carcinégenos a nivel de la mucosa oral, disminuir la funcién
inmune, causar genotoxicidad, aumentar la activacion de agentes
carcinogénicos, interferir con la reparacién de DNA e inhibir la detoxificacién

de sustancias carcinogénicas*.

Dado que los fumadores estan expuestos a un gran ntimero de carcindgenos y
pro-carcindégenos que requieren de activaciéon y detoxificaciéon por los enzimas

de  metabolizacion  (citocromo  P450, glutation  S-transferasa,  N-
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acetiltransferasa,etc)8 es logico pensar que una alteracion de los procesos de
peroxidacion y detoxificaciéon como resultado del consumo excesivo de alcohol,
agravado por la coexistencia de deficiencias nutricionales, podria aumentar
enormemente el riesgo de padecer cancer de cavidad oral y faringe, atin a dosis

bajas de consumo.

Respecto a los exfumadores, en el presente estudio sélo se encontraron riesgos
significativos después de una gran exposiciéon acumulada al tabaco y el riesgo
disminuy6 inmediatamente después de dejar el habito, aunque las reducciones
no fueron significativas hasta los 10 afios del cese tabaquico. En estudios
previos no hay consistencia en cuanto al tiempo que debe pasar hasta que el
riesgo en los exfumadores vuelva a alcanzar los niveles de los nunca
fumadores, oscilando los valores entre inmediatamente después?6? hasta
después de 20 anos de abandonar el habito tabaquicol¢28. Estas diferencias
sugieren una vez mds que la asociacion entre el tabaco y el cdncer de cavidad
oral y faringe es muy compleja y que pueden existir otros factores adicionales
que intervienen en la acumulacién y reparacion de alteraciones genéticas que

son responsables de desencadenar el desarrollo del cancer.

Un resultado de potencial interés es el mayor riesgo encontrado en los sujetos
que comenzaron a fumar antes de los 15 afios en comparacion con los sujetos
que empezaron a edades mds tardias. Otros estudios apoyan esta
observacién?2253¢ que puede ser explicada por el hecho de que el tabaco puede
provocar cambios fisioldgicos entre los fumadores adolescentes, llevando

consigo un aumento en la persistencia de los aductos de DNA2%3,

Es importante citar que el poder del presente estudio fue bajo al incluirse solo
dos casos no fumadores y esto limita en gran medida la extrapolacién de las

estimaciones de riesgo.
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5.3.2. Alcohol

Los resultados de este estudio ponen de manifiesto, al igual que lo hicieron
otros estudios previos, que el consumo excesivo de alcohol es un importante
factor de riesgo para el cancer de cavidad oral y faringe. Se observé una clara
relacion dosis-respuesta siendo el riesgo significativo s6lo para los

consumidores excesivos o de alto riesgo.

El analisis de los diferentes tipos de bebidas alcohdlicas encontré que el riesgo
fue significativo para los licores fuertes y el vino pero no para la cerveza.
Analizando el riesgo en funcién del nivel de consumo parece observarse que a
igual nivel de consumo, el riesgo es mayor para las bebidas destiladas que para
el vino y la cerveza. Castellsagué et al'® en el mayor estudio de casos y controles
llevado a cabo en nuestro pais mostraron resultados similares. De Stefani et al?*
observaron la misma tendencia en el estudio llevado a cabo recientemente en
Uruguay, pero otros resultados son discrepantes. En un gran ntmero de
estudios se observa que, a igual nivel de consumo, el riesgo es mayor para la
cerveza y los licores fuertes que para el vinol6253347.49214 Aunque se desconoce
la principal razén de estas diferencias parece estar aceptado que el tipo de
bebida que presenta el mayor riesgo es la que se consume con mas frecuencia
en la poblacion objeto de estudio#> sugiriendo que el consumo preferente de
una bebida alcoholica podria ir ligado a ciertas caracteristicas de la poblacién o
a ciertos estilos de vida y hébitos que claramente influyen en el riesgo de
desarrollar cancer de cavidad oral y faringe®0. En el caso de nuestra poblacién
se cumple que la bebida de mayor consumo es el vino. Sélo el 20,4% de los
controles y el 4,3% de los casos manifestaron no consumir vino o soélo
consumirlo de forma esporaddica. En el caso de la cerveza se encontré que el
59,6% de los controles y el 51,1% de los casos eran no consumidores,

respectivamente.
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Cuando se determing el riesgo en funcién del consumo alcohdlico se evidencio
que los riesgos eran significativos unicamente para los bebedores excesivos o de
alto riesgo (> 9 UBE). Esta relacion es l6gica y coincide con la conclusién de una
de las dltimas revisiones llevadas a cabo para investigar la relacién entre el
alcohol y el cancer’. Aunque se desconoce el mecanismo exacto mediante el
cual el alcohol ejerce su accién carcinogénica se reconoce, tal y como ya se ha
expuesto con anterioridad, que el consumo crénico de alcohol puede ser

responsable de muchas alteraciones desencadenantes del proceso cancerigeno®.

Ajustando por el consumo total de alcohol se encontré6 que el riesgo era
significativo solo para el vino rosado y los licores fuertes. Rothman et al?!> habian
propuesto en 1989 que el efecto de los licores oscuros sobre el cancer de
hipofaringe era muy superior al de los licores claros (ORiicores oscuros=4,4 1C95%
2,9-6,8; ORiicores claros=1,3 IC95% 0,8-2,1) pero esta asociaciéon no fue avalada con
estudios posteriores. El ajuste por alcohol total permite realmente evaluar el
efecto cancerigeno de los componentes no alcohélicos de alcohol. En el caso de
los licores oscuros, parte de este riesgo podria ser atribuible a las mayores
concentraciones de compuestos como alcohol, ésteres y aldehidos?'¢. En el caso
de los vinos, se desconoce en gran medida la razén por la cual el vino rosado
presenta mayor riesgo que el tinto. Seria necesario investigar més a fondo la
composiciéon de los vinos rosados consumidos en nuestra comunidad para

esclarecer realmente la razén de estos hallazgos.

En la presente investigaciéon no se pudo investigar el efecto independiente del
alcohol dado que sélo existian 2 sujetos no fumadores en el grupo de los casos.
En el meta-andlisis de Hashibe et al?® se establecia que entre los no fumadores, el
consumo de alcohol se asociaba con el cancer de cabeza y cuello Ginicamente a
consumos elevados (OR para consumos > 3 consumiciones/dfa=2,04 1C95%

1,29-3,21) pero en nuestro estudio no se pudo confirmar dicha asociacion.
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Cuando se investigo la interaccién entre el tabaco y el alcohol se observé un
importante efecto sinérgico. Mientras que en el grupo de los bebedores
relevantes se encontré una importante relacion dosis-respuesta para todas las
variables de tabaco analizadas, el riesgo no fue significativo para ninguna de las
categorias evaluadas en el grupo de los nunca/bebedores leves. Aunque tales
hallazgos podrian ser consistentes con otra literatura disponible®1.2%0 el pequefio
numero de sujetos en la categoria de no/bebedores ligeros (n=4) disminuye en
gran medida la precision de las estimaciones para este subgrupo. En un pooled
andlisis reciente?® Jlevado a cabo para valorar el grado en el que el consumo de
cigarillos estaba asociado a un aumento en el riesgo de padecer cancer de
cabeza y cuello en nunca fumadores, se encontraron riesgos significativos en
Europa (OR=3,45 IC95% 1,9-5,89) y Sudamérica (OR=3,58 IC95% 1,24-10,3) pero
no en Norteamérica (OR=1,2 IC95% 0,86-1,67). Se dieron como posibles razones
de la variabilidad los diferentes patrones de consumo y contenido de los
cigarrillos, pero también se citaron como posibles causas de variabilidad la baja
precision de los estudios llevados a cabo en EEUU, ya que al igual que en

nuestro caso, el nimero de fumadores no bebedores es muy bajo.

5.3.3. Polimorfismos genéticos

Aunque existen varios estudios previos que investigaron la asociacion entre los
polimorfismos CYP1A1 Ile/Val, mEH exén 4, GSTM1 (alelo nulo) y el cancer de
cavidad oral y faringe son pocos los que investigaron la modificacién del riesgo
asociada al consumo de alcohol y tabaco y, que conozcamos, éste es el primero

en analizar las interacciones entre estos polimorfismos.

Los resultados de nuestro estudio apoyan la teoria de que no existe una
asociacion significativa para ninguno de los polimorfismos evaluados aunque
los datos sugieren que los polimorfismos de la mEH (exén 4) y de la GSTM1

podrian modificar el riesgo relacionado con el consumo de tabaco y alcohol.
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Se observé que el polimorfismo en el exén 4 de la mEH (139 Arg—>His) estaba
mutado en un porcentaje similar de casos y de controles y la frecuencia de
polimorfismos mutados hallada en nuestra poblaciéon (32,3% en controles
versus 31,5% en casos) es consistente con los resultados de muchos estudios
previos que investigaron la asociacion entre estos polimorfismos y los tumores
de cabeza y cuello!53154217.218  En estos estudios, los alelos mutados estaban
presentes entre un 29,7% y un 39,8 % de los controles y de un 28,9% a un 39% de
los sujetos con cancer. En el estudio actual las estimaciones de riesgo no fueron
significativas para ninguna de las categorias de alcohol y tabaco investigadas,
pero los resultados parecen ser concordantes con los de Wenghoefer et al'>4,
poniendo de manifiesto que el alelo heterozigoto (His/Arg) de la mEH podria
actuar como modulador del riesgo de cancer de cabeza y cuello en los
individuos fumadores (OR=0,57 IC 95% 0,34-0,95). En nuestro estudio
observamos que en grandes fumadores el riesgo fue menor en los sujetos con el
alelo heterocigoto (OR=0,68 IC95% 0,25-1,86), pero no se alcanz¢ la significacion

estadistica, probablemente debido al pequefio tamafio muestral.

Enzimaticamente, la mEH metaboliza un gran ntimero de 6xidos de alquenos,
arenos y epoéxidos del grupo de los hidrocarburos arométicos y aminas
heterociclicas a trans-dihidrodioles!®. Aunque esta reaccion se considera
frecuentemente una reaccion de detoxificacion, dado que la mayoria de los
metabolitos resultantes son menos reactivos y pueden ser facilmente
excretados, en ciertas circunstancias los metabolitos trans-dihidrodiol pueden
ser activados con posterioridad por los citocromos P450 vy originar
intermediarios altamente carcinogénicos con capacidad para unirse de forma
covalente al DNA. Este es el caso del 7,8-diol-9,10-ep6xido, que es mucho mas
carcinogénico que los restantes benzo[a]pireno diol epdxidos formados!®.
Mientras que los resultados de algunos estudios, incluyendo el actual, son
compatibles con el hecho de que una actividad alta o intermedia puede ejercer

un efecto protector en los sujetos expuestos a los productos del humo de
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tabaco?19-221, otros llevados a cabo sobre diversos tumores del tracto
aerodigestivo, no encontraron la misma asociacioén o, al contrario, hallaron un
riesgo significativamente mayor para los fumadores con alelos mutados a nivel
del exén 4 de la mEH%2217. Se desconocen en gran medida las razones de estas
discrepancias. Se podria argumentar que no se puede establecer la actividad
basandonos tnicamente en las mutaciones del exén 4 y que seria necesario
tener también en cuenta las mutaciones a nivel del exén 3 de la mEH. Diversos
autores han hecho predicciones de la actividad teniendo en cuenta las
mutaciones de ambos alelos, pero hemos encontrado que las clasificaciones en
cuanto a actividad (baja, intermedia y alta) no son concordantes!53154218,222,223,
Un estudio llevado a cabo por el grupo de Wenghoefer et al'> mostr6 una
asociaciéon significativa con el cancer de cabeza y cuello cuando analizé los
genotipos de forma aislada pero no para la combinacién de los genotipos,
generando importantes dudas sobre la categorizacion de los enzimas. Dada la
doble funcién de la epdxido hidrolasa en la bioactivaciéon y detoxificacion de
sustancias carcinogénicas, es muy probable que existan otros polimorfismos
que pueden influir en la formacion de metabolitos carcinogénicos y que existan
diversas interacciones gen-gen. En esta investigacién no se encontré ninguna
interaccion entre los polimorfismos de la GSTM1 y los polimorfismos en el exén

4 de la mEH.

Diversos estudios han puesto de manifiesto que la frecuencia del alelo nulo de
la GSTM1 presenta grandes variaciones geogréficas?®. Mientras que en Europa
y EEUU las frecuencias documentadas en las poblaciones de controles varian
entre el 49% y un 55.6%156-161224225 en ]os paises de Asia y Sudamérica este alelo
estd presente en menos del 48,7% de los sujetos del grupo control55172-175.226_ En
el actual estudio, el 47,7% de los sujetos en el grupo control presentaron el
polimorfismo nulo de la GSTM1. Este valor es ligeramente inferior a los valores
establecidos para otras poblaciones caucéasicas y podria ser, en parte, debido al

hecho de que sélo se incluyeron hombres en el estudio. Diversos estudios han
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demostrado que las frecuencias de un gran ntimero de polimorfismos son

dependientes del sexo169,183218,227,

En el presente estudio de casos y controles, al igual que en otros estudios
previos llevados a cabo en poblaciones caucésicas!>-161.22¢ no se encontré una
asociacion significativa entre el genotipo nulo de la GSTM1 y el céncer de
cavidad oral y faringe. Los resultados de los meta y pooled-andlisis llevados a
cabo como parte del presente trabajo concuerdan con esta falta de asociacion en
poblaciones caucasicas, pero si mostraron riesgos significativos para
poblaciones asiaticas y poblaciones africanas o afroamericanas. Estas diferencias
en el riesgo probablemente son debidas a los diferentes estilos de vida, factores
de riesgo medio-ambientales o a las variaciones en la actividad de otros
polimorfismos que frecuentemente también muestran diferencias importantes
en los diferentes grupos étnicos'®9183218227 T.a distinta forma de consumir el
tabaco podria contribuir en gran medida a las diferencias observadas. Mientras
que en Europa el tabaco se suele fumar en forma de cigarillos, en los paises

22 Diversos

asidticos y africanos se suele mascar en forma de betel o bidis
informes han demostrado que mientras que la detoxificacion de los
hidrocarburos aromaticos, exclusivos del tabaco fumado, se lleva a cabo
mediante la GSTM1 y el CYP1Al, la detoxificacion de las N-Nitrosaminas
derivadas de los ingredientes del betel se lleva a cabo fundamentalmente por la

UDP glucuronosiltransferasa, el CYP2E1 y el CYP2A615.229,

No se evidencié una interaccion significativa entre el genotipo nulo de la
GSTML1 vy el tabaco, aunque si se observé que el riesgo era ligeramente superior
en los grandes fumadores en comparacion con los no fumadores o fumadores
leves/moderados. Para verificar que estas diferencias no eran debidas al hecho
de que los no fumadores fueron analizados conjuntamente con los fumadores
leves/moderados, se llev a cabo otro andlisis dejando fuera a estos sujetos y se

observé que las variaciones en las ORs fueron minimas. Estos datos no se han
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mostrado debido a esa no existencia de diferencias. Se ha postulado en varias
ocasiones que la falta de actividad enzimatica de la GSTM1 aumenta la
susceptibilidad del cancer en grandes fumadores al disminuir la capacidad de
estos enzimas para detoxificar intermediarios reactivos derivados de las
sustancias carcinogénicas presentes en el humo del tabaco, como por ejemplo el
benzo[a]pireno-7,8-diol ep6xidol5, pero los resultados de los estudios llevados
a cabo con anterioridad tampoco son consistentes en cuanto a esta
teorial60.170173185 T os resultados del presente pooled-andlisis ponen de manifiesto
que el riesgo es mucho mayor en fumadores actuales que en exfumadores y no
significativo en no fumadores. En el presente estudio de casos y controles no
fue posible valorar correctamente la relacién entre la exposicion al tabaco y los
polimorfismos genéticos, debido a que entre los casos sélo existian dos
individuos no fumadores y seis sujetos que llevaban fumando menos de 20
afios, obligandonos a crear una categoria de no fumadores a fumadores
ligeros/ moderados. Se necesitan otros estudios de gran tamafio para investigar
esta asociacion, teniendo en cuenta las importantes variaciones geograficas que

pueden existir, sobretodo respecto al consumo de tabaco.

Nuestro estudio sugiere que el efecto de la ausencia del gen de la GSTM1 es
mas notable en el grupo de los no bebedores/bebedores ligeros pero esta asociaciéon
no alcanz¢ la significacién estadistica. Esta relacion se mantuvo adn retirando a
los no bebedores del andlisis y podria ser explicada por el hecho de que la
GSTM1, en combinacién con la alcohol dehidrogenasa, esta implicada en la
oxidacion del etanol a acetaldehido!®. Aunque se desconoce el mecanismo
exacto mediante el cual el alcohol ejerce el efecto carcinogénico, se ha sugerido
que el acetaldehido podria ser responsable de algunos cambios irreversibles en
el DNA que podrian desencadenar el proceso cancerigeno??. Los grandes
bebedores con el alelo nulo serian incapaces de convertir el etanol a
acetaldehido y esto les conferiria un efecto protector para el cancer de cavidad

oral y faringe. Otra posible explicaciéon seria que el etanol aumenta la

-173-



Discusiéon

permeabilidad de los agentes carcinogénicos presentes en el tabaco, tales como
la nitrosonornicotina, a través de la membrana oral cuando se encuentra a
concentraciones bajas. A concentraciones superiores al 50% no se evidencia tal
aumento en la permeabilidad, probablemente debido al efecto de fijaciéon que
tiene el alcohol sobre la mucosa?l. Es necesario resaltar que en la poblaciéon
objeto de estudio el consumo de alcohol fue muy elevado, resultado que
concuerda con otros estudios llevados a cabo en esta Comunidad Auténoma?*?

pero que impide en gran medida el analisis de esta interaccién.

A pesar de que se mantiene la hipétesis de que la presencia de mutaciones a
nivel del CYP1A1 podria ocasionar un aumento de la actividad inductora de la
enzima, aumentando a su vez la activacion de ciertas sustancias carcinogénicas,
los resultados de diversos estudios llevados a cabo en varios tumores
relacionados con el tabaco, igualmente muestran gran
heterogeneidad!99.200.227.233,234 Ge ha sugerido como posible explicacion el hecho
de que el dafio en el DNA es consecuencia de la interaccion entre los
polimorfismos de la CYP1Al y otros polimorfismos que pueden afectar a los
niveles de transcripciéon, como es el caso de los genes promotores de tumores, el
receptor Ah o los genes metabdlicos como la GSTM1106133, En este estudio s6lo
cuatro sujetos presentaron mutaciones a nivel de la Ile/Val. Aunque estas
frecuencias son concordantes con algunas halladas en otros estudios de
poblaciones caucésicas’®!, limitaron el poder llegar a conclusiones definitivas
respecto a este polimorfismo. Los intervalos de confianza fueron muy amplios y
la distribucién de este polimorfismo fue muy similar entre los casos y controles.
En el meta-andlisis llevado a cabo en el presente trabajo no se pudo obtener una
OR debido a la gran heterogeneidad de los estudios pero el pooled analisis
mostré una falta de asociacién entre éste polimorfismo y el cancer de cavidad
oral y faringe. El riesgo fue mayor en los sujetos con los polimorfismos CYP1A1
mutados/GSTM1 nulo. Esto es légico dado que se asume que estos sujetos

tendran mayores niveles de aductos de benzo[a] pireno diolepoxido!33144.235,
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1. El tabaco se muestra como un factor de riesgo muy importante para el cancer

de cavidad oral y faringe en el Area Sanitaria de Santiago de Compostela.
- El tabaco negro presenta un riesgo mayor que el tabaco rubio.

- El riesgo del tabaco aumenta de forma proporcional a la cantidad

acumulada a lo largo de la vida.

- El riesgo del céancer de la cavidad y faringe desciende inmediatamente

después de dejar el habito.

- El riesgo es mayor para los que empiezan a fumar antes de los 15 afios que

para los que empiezan con posterioridad.
2. El alcohol aumenta el riesgo de padecer cancer de cavidad oral y faringe.
- El aumento en el riesgo es proporcional a la cantidad consumida de alcohol.

- Los licores oscuros y el vino rosado parecen entrafiar un mayor riesgo que el

resto de bebidas alcohélicas.

3. Existe una fuerte interacciéon entre el consumo de alcohol y tabaco en la

aparicion de la enfermedad.

4. La ausencia del gen de la GSTM1 no se relaciona con el riesgo de desarrollar

cancer de cavidad oral y faringe en nuestra poblacion.

5. En grandes fumadores el alelo nulo de la GSTM1 parece aumentar el riesgo

de padecer cancer de cavidad oral y faringe.
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6. Los polimorfismos CYP1A1*2C (Ile/Val o Ile*%2Val) no parecen influir en el

riesgo de desarrollar cancer de cavidad oral y faringe.

7. Existen indicios de que el alelo heterozigoto (His/Arg) de la mEH podria
actuar como modulador del riesgo de cancer de cavidad oral y faringe en

grandes fumadores.
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ANEXO I. DESCRIPCION DE LOS ESTUDIOS INCLUIDOS Y EXCLUIDOS
EN EL META-ANALISIS
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Anexos

Tabla 5. Lista de articulos excluidos del meta-analisis

Articulo excluido

Motivo de exclusion

Gaudet MM et al (2004)23¢

Pacientes incluidos en el studio de Olsham et al
(2000)

Konig-Greger D et al (2004)237

Cancer de cabeza y cuello. No existen datos para
poder calcular la OR del cancer oral/faringe

Evans AJ (2004)238

Cancer de cabeza y cuello. No existen datos para
poder calcular la OR del cancer oral/faringe.

Park JY et al (2003)218

Incluye laringe. No proporciona datos para calcular
la OR del cancer de orofaringe.

Gronau S et al (2003)162

Cancer de cabeza y cuello. No existen datos para
poder calcular la OR del cancer oral/faringe.

Amador AG et al (2002)221

Sélo proporciona porcentajes

Ko Y et al (2001)2%

Cancer de cabeza y cuello. No existen datos para
poder calcular la OR del cancer oral/faringe.

Cabelguenne A et al (2001)240

Presenta la OR ajustada pero no presenta datos para
calcular la OR cruda.

Olshan AF et al (2000)241

Cancer de cabeza y cuello. No existen datos para
poder calcular la OR del cancer oral/faringe.

McWilliams JE et al (2000)242

Cancer de cabeza y cuello. No existen datos para
poder calcular la OR del cancer oral/faringe.

Losan AF et al (2000)

Cancer de cabeza y cuello. No existen datos para
poder calcular la OR del cancer oral/faringe.

Park et al (2000)243

Incluye tumores de laringe

Cheng L et al (1999)24

Cancer de cabeza y cuello. No existen datos para
poder calcular la OR del cancer oral/faringe.

Gonzélez MV et al (1998)245

Cancer de cabeza y cuello. No existen datos para
poder calcular la OR del cancer oral/faringe.

Matthias et al (1998)246

No presenta datos de la GSTM1 (GSTP1)

Worrall SF et al (1998)247

No presenta datos de la GSTM1

Edmund L (1998)28

Tumores de nasofaringe

Oude Ophuis et al (1997)249

Cancer de cabeza y cuello. No existen datos para
poder calcular la OR del cancer oral/faringe.

Mulder et al (1995)250

Soélo datos de actividad (GSTM1)
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Articulo excluido

Motivo de exclusién

Trizna Z et al (1995)25

Cancer de cabeza y cuello. No existen datos para
poder calcular la OR del cancer oral/faringe.

Boccia et al (2007)

Cancer de cabeza y cuello. No existen datos para
poder calcular la OR del cancer oral/faringe.

Peters ES et al (2006)

Cancer de cabeza y cuello. No existen datos para
poder calcular la OR del cancer oral/faringe.

Biselli et al (2006)

Cancer de cabeza y cuello. No existen datos para
poder calcular la OR del cancer oral/faringe.

Goloni-Bertollo (2006)

Cancer de cabeza y cuello. No existen datos para
poder calcular la OR del cancer oral/faringe.

Capoluongo et al (2007)

Cancer de cabeza y cuello. No existen datos para
poder calcular la OR del cancer oral/faringe.
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ANEXO II. FORMULARIO DE RECOGIDA DE DATOS







ESTUDIO COF

1.Hospital

2.Servicio

B8
d

Fecha:(I0/00/003
Ocaso ne(I1l

OControl nedT1]

DATOS DE FILIACION:

12Apel.: zﬁipel.:

Nom.

Teléfono: O 1]/OXTIT]

3.Sexo:
4 .Edad:
5.Fecha de nacimiento:

6.Estado civil: 1)S 2)Cas

7.N2 de hijos:
8.N2 miembros familia:

RESIDENCIA:

9.Parroquia:

a

BN

aay0Ody700d

3)V 4)Sep/Div 5)Relig O

HE

10 .Lugar:
11i.Municipio:

12.Provincia:

13.Afilos de permanencia:
14.Anteriormente vividé en:

ACTIVIDAD LABORAL:

15.0cupacién principal:

HoHBH

Afos: [

Afios : 1]

16.Lugar de trabajo:

17 .Sector:

18.Tiempo en el mismo:

(m
<

19.Actividad fisica:1)Ligera
20.0cupacidén secundaria:

2)Moderada 3)Fuerte

21.Lugar de trabajo:
22.Sector:

23.Tiempo en el mismo:

24 .Actividad fisica:1)Ligera
Exposiciones Especiales:

Prod.Quimicos:
25.:;Cual?

- 2)Moderada 3)Fuerte

~AARBBRAA

26.Duracidn de la exposicidn en afios

oad




27.¢.Cudl? a
28.Duracién de la exposicidn en anos a
Disolventes:
29.:Cuil? a
30.Duracién de la exposicidén en anos a
Abonos:
31.:Cudl? 0
32.Duracién de la exposicidn en anos a
33.Exposicién al sol:1)Leve ;2)Moderada ;3)Intensa a
34.Duracién aproximada de la exposicidén en afios a
Otros trabajos desempefiados en los Gltimos afios:
35. (BB
36.Duracién: 0/03
37. mn
38.Duraciédn: 0/ad
NIVEL EDUCATIVO:
39.Estudios:1)Sin est. 2)Prim 3)Secund 4)Univ ad
40.Afios de escalarizacidn: ‘ [
41.Titulacién: m
NIVEL ECONOMICO:

42 .NGmero de perscnas laboralmente activas: ]
43.Ingresos econémicas de la unidad familiar: m
Mensuales ‘Anuales

0l-Menos de 10.000 14-Menos de 140.000

02-De 10.001 a 15.000 15-De 140.001 a 210.000
03-De 15001 a 20.000 1l6-De 210.001 a 280.000.
04-De 20.001 a 30.0aa0 17-De 280.001 a 420.000
05-De 30.001 a 40.000 18-De 420.001 a 560.000
06-De 40.001 a 50.000 19-De 560.001 a 700.000
07-De 50.001 a 60.000 20-De 700.001 a 840.000
08-De 60.001 a 80.000 21-De 840.001 a 1.120.000
09-De 80.001 a 10Q.QQQ 22-De 1.120.001--1.400.000
10-De 100.001 a 120.Q0QQ 23-De 1.400.001--1.680.000
11-De 120.001 a 150.000 -24-De 1.680.001--2.100.000
12-De 150.001 a 200.000 . 25-De 2.100.001--2.800.000

13-Ma&s de 200.000

26-Mas de 2.800.000

CARACTERISTICAS DE LA VIVIENDA:

44 .Vivienda:
45.N2 habitaciones:

1)En propiedad

46 .N2 cuartos de barno:

2)En alquiler

EJHCJ



47.Superficie aproximada en m?: o
48 .N2 de ventanas R
49 .Agua corriente: 1)si 2)No a
50.Suministro:1)Traida municipal o comunal 2)Pozo propio a
S1.Corriente eléctrica: 1)si 2)No a
52.Consumo en Kw: oo
53.Consumo en pesetas (Ultimo recibo): [EEEER
54.Cocina: 1)Gas 2)Eléctrica 3)Otras a
55.Lavadora: 1)si 2)No a
56.Lavavajillas: 1)si 2)No a
57.Frigorifico: : 1)si 2)No a
58.Televisién: 1)si 2)No a
59.Video: : 1)si 2)No ad
60.Teléfono: 1)si 2)No a
61.Automévil: 1)si 2)No a
62.Calefaccidén Central:
1-Gas 2-Eléctrica 3-Radiacién 4-Lefia a
ANTECEDENTES FAMILIARES:
63.:Existe algin antecedente de consanguinidad en
las generaciones anteriores?:
1)Padres 2)Abuelos 3)Bisabuelos 4)No a
64.;Cudl?: o
€5.:.Algun familiar consanguineo ha padecido algin tipo
de neoplasia? 1)si 2)No a
66.:.Quién? : a
- 1l)padres 2)hermanos 3)abuelos 4)tios :
5) sobrinos 6)primos 7) otros iy
67.:Recuerda el tipo de tumor? o1
68.:Quién? a
69.:Recuerda el tipo de tumor? o1
ANTECEDENTES PERSONALES:
70.Hubo algin problema gestacional u obstétrico en
. sSu nacimiento? 1)Si 2)No a
71.:Ha padec1do alguna enfermedad 1mportante°1)sl 2)No 0O
72.Si si, :cu&al?: o
73.S1 sx,ccuando?: 1
74.:Ha sufrido de catarros repetidos? 1)Si 2)No a
75.¢Ha sufrido de la garganta con frecuencia?:1)Si 2)No 0O
76.:Ha tomado algin tipo de medicacién en la mayoria de
esas ocasiones?: 1)s1i 2)No
77 .:Recuerda las formas mds frecuentes?:
~1)Inhalada 2)Topica bucal 3)General (Oral
o parenteral) 4)Otras d
78.:Ha sido sometido a alguna intervencién quirtdrgica?:
1)si 2)No a
79.:.Cudl?: 013




80.¢:Cuando?:
81.:Fue irradiado alguna vez por causa distinta al
actual padecimiento? 1)si 2)No
82.:Por qué?:
83.:;Cuédndo?:
84.:Durante cuidnto tiempo?:
85.:Padece de hipertensidén arterial?: 1)si 2)No 0O

REH. B

86.Tensidn arterial sistélica actual
87.Tensidén arterial diastdlica actual
88.Peso actual (Kg) i
89.Talla en cms.

90.;Padece diabetes?: 1)Si 2)No
91.:0 alguna otra enfermedad endocrina? 1)Si 2)No
92.:;Padece alguna enfermedad cardiaca? 1)si 2)No
93.;Padece alguna enfermedad broncopulmonar? 1)si 2)No
94 .Padece o padecié algin proceso virico por ;

Citomegalovirus? 1)Si 2)No
95.:Padece o padecid 7algin proceso virico _

por Herpes virus (VHS)? 1)Si 2)No
96.:;Padece o padecid algin proceso por

virus de Epstein-Barr (EBV) 1)si 2)No
97.:Padece o padecid algin proceso por

virus del Papiloma humano (HPV)?

O 0 0o 0o ooaao E”igjgi

1)si 2)No

98.:Padecid o padece alguna enfermedad urolégica?
1)Ssi 2)No O
99.Si si, e T I & »

¢Ha utilizado Vd. algin medicamento a lo largo de su vida

durante mds de 6 meses? ' 1)si 2)No O
Si si, - : :
101.:Cual? ' . a1
102.:Cuidl? o1
103.:Cual? o
LI E : 1)si 2)No 0O
l105.Frecuencia semanal de aseo personal (bafio/ducha) ad
R R : T : [ n
107.Lavado de boca:
1)3v/d 2)1v/d 3)3-5v/sem 4)1-2v/sem
5) Esporadicamente 6) Nunca a
ACTIVIDAD SEXUAL
108.Edad de inicio O
- . - m
.. d
mu}

i
>



TABACO:

112.:Es fumador?: 1)No 2)Esporadico 3)Habitual____ O
113.;Fué fumador? 1)Nunca 2) Esporadico 3)Habitual a
114.:Desde qué edad? O,00/0a3
115.:;Hasta qué edad? OOy/00/0d
116.Tipo de consumo:1l)Cigarrillo;2)Cigarro;3)Pipa;4)Otros a
117.Tipo de Tabaco: 1)Rubio;2)Negro;3)Indistinto a
118.Marca habitual:1) 2) 3) a

Intensidad del habito:

119.N2 de cigarrillos/dia J
120.N2 de cigarros/dia m .|
121.N2? de pipas/dia d
Caracteristicas del habito:
122.;:Inhala/aba el Humo? 1)si 2)No a
123.;Traga/aba el Humo? 1)Ssi 2)No a
124.:Consume/ia el Cigarrillo hasta su filtro?
1)si 2)No a

125.¢:Usa boquilla? 1)Si 2)No 0
126.¢Usa filtro? 1)si 2)No d
127.:Intentd dejar de fumar? 1)si 2)No 0
128.:Cuantas veces? 0
129.:Durante cuanto tiempo? (meses/afnos) ad
130.¢:Por qué motivo? e
131.:Le aconsejd su médico dejar de fumar? 1)Si 2)No G
132.:Convive con fumadores? - 1)Si 2)No a
¢Quiénes fuman en. su casa?
133.Esposo/a 0O N2 de cigarrillos/dia [N
134 .Padre a N2 de cigarrillos/dia (BB
135.Madre a N2 de cigarrillos/dia mE
136.Hijos O ¢Cudntos?__ *N2 de cigarrillos/dia a1
137.0tros 0 ¢Cudntos?___ *N2 de cigarrillos/dia o1
AMBTENTE LABORAL:
138.Dimensiones del local de trabajo(m):

Ancho - Largo Alto

Superficie . m? Volumen (m3)__ OO0
139. ¢Cuantas Ventanas? : ' mn]
140. ;Se abren regularmente? 1)Si 2)No a
141. :De que tamafio? (m?) 0
142. ;Hay algin otro sistema de ventilizacién?1)Si 2)No__ O
143. :;Cual? : a
144. ;Cuantas personas ocupan la sala o local de trabajo?___UUDO
145. ¢;De éllas?, cuantas fuman? 13
146. ;Qué n? de cigarrillos/persona/dia? : = n



BEBIDAS:

147. ¢cConsume agua en las comidas? 1)si 2)No
148. :;De pozo? 1)si 2)No
149. :;De manantial? 1)Ssi 2)No
150. ¢De traida general o comunal? 1)si 2)No
151. ¢La clora usted alguna vez? 1)si 2)No
152. :Usa agua mineral? 1)si 2)No
153. Con gas 1)si 2)No
154. Sin gas 1)si 2)No
155. Marca Comercial

156. Desde (consignar anos)

BE]EH][]C]EH]CJD

Frecuencia

157. ¢Come con vino?

1)Todos los dias 2) 2-3 veces/semana 3) Nunca___ O
158. ¢De propia cosecha? 1)si 2)No a
159. ¢De qué tipo? 1)Blanco 2) Tinto 3) Rosado__(0
160. ¢Cuadntos vasos bebe al dia?:

1) Ninguno 2) 1-2 3) 3-4 4) 5-6 5) 7-8

6) 8-10 7) >10 a

Medias Botellas Jarras Litros cm” 01

161. (En qué momento principalmente?
1) Antes del medio dia
2) Antes de comer
3) S6lo comidas
4) Después del trabajo
5) Antes de cenar
6) Con la cena

w Ooooooo

éQué licores bebe?.........(N2copas/semana).....eecee.....cm
162 .Brandy 0o
163.Jerez

164.Gliisqui

165.Ron oscuro

166.Ron blanco

167 .Aguardiente
168.Ginebra

169.0tros licores blancos
170.

HHBHHBHABH

V)

171. ¢Preferentemente a la hora de:
1) Desayuno
2) Comida
3) Cena
4) Al salir a trabajar
S) Antes de comer
6) Al salir del trabajo
7) Antes de cenar
8) Después de cenar
B = = e o B

6



172. ¢Qué bebid el dltimo dia laborable?
1) Antes del desayuno

2) Con el desayuno

3) Durante la mafana

4) Con la comida

5) En la sobremesa

6) Antes de cenar

7) Con la cena

8) Antes de acostarse

TOLAl:eeeececacsoccsoscssscsascssoscacsassscsacccscscse

173. ;Qué bebid el Gltimo sdbado?
1) Antes del desayuno

2) Con el desayuno
3) Durante la mafiana

4) Con la comida

5) En la sobremesa

6) Antes de cenar

7) Con la cena

8) Antes de acostarse

TOEAL e e e oo eeeeeeeoeceseasssacncasssaneansssassessssCClIT]

174. :Qué bebid el Gltimo Domingo?
1) Antes del desayuno

2) Con el desayuno

3) Durante la manana

4) Con la comida

5) En la sobremesa

6) Antes de cenar

7) Con la cena

8) Antes de acostarse

e = B A « Jo1 1 B I B

¢Otras bebidas? -

" ESPORADICAS Ne/DIA Ne/SEM

175.CAFE '
176 .MANZANILLA
177.TE
178.TILA
179.0TRAS
180.
181. ;Cémo prefiere tomar los alimentos y bebidas?
: 1) Muy calientes 2) Calientes

3) Tibios 4) Frios

182. ¢Usa hielo con las bebidas frecuentemente?
1) Ssi 2) No

cc/sem

(]



ENQUISA SOBOR DA DIETA

1.:REALIZA NA ACTUALIDADE ALGUN REXIME? 1.SI  2.NON .
MOTIVO (R O R R O O O Y O U U O

2. (Se proceder) ANOS QUE LEVA CO REXIME

1 -1a5

2 - 6 a 10 -

3 - Mais de 10 {1
3.:TOMA SUPLEMENTOS VITAMINICOS?

1. SI 2. NON 1
4.:.CON QUE FRECUENCIA COME (Comida ou Cea) FORA DA CASA?
Nunca ou menos de 1 vez o mes
1l a 3 veces o mes
1l vez por semana

2 2a 4 veces por semana
Case diariamente I

bW H
I I I I |

5. ¢CON QUE TIPO DE ACEITE COCINA HABITUALMENTE?
1.0LIVA 2.XIRASOL 3.SEMILLAS 4.GRASA 5.0UTROS ' i

t _CANTIDADE F R E C U E M C I A
TIPO DE COMIDA TMEDIDA [TAMANG |Nunca (@1 2 (34 15/6 11 12w
SERVIDA;P. M. G.;-1/mes, mes ; mes  semana semana semana;semana; dia ; dia |
123 1 2 3 4 5 6 7 8 9

6. FRUTOS E ZUMOS.

Maza . (1 U.I__ 1 b b b 444
Pera  j_"_ !0 b b 44w
Laranxa {_"_ !} % 4 b 44wy
Platano |_"_ ! 1 i 4 44 44y
Pexego, | " | 1 i 4 414 4 i

—_—
pavia, melocotdm, éeladillo

Melocotén|iMe| ! ! !t ¢ 4 44 4 4y
en almibar : . '
Ameixas, |1 U.| -~ | ' i ' i i ' i i R
claudias, fatdns

OQutras |_"_ | | i ! i t i ! i i Pt
frutas -

Zumo de |1 Vaj i ! i i } : : i | O
laranxa

Aceitunas|_"_ | : d d i i i i i i oo




CANT IDADE ! F R E C UE N C I A
TIPO DE COMIDA !MEDIDA !TAMANG iMunca {| 1 | 243 | 1 |2 1 3/64 ) 5/6 2/+2
SERVIDA!P. M. G.!-1/mes! mes ! mes !semana!semans!semanal!semana! dia dia
1 23 2 3 4 5 6 7 8 9
7. VERDURAS E HORTALIZAS
Repolo |1 Rc) i i i l i i i i i P
Grelos !1 PL! i i i i i i : i | I
Leituga |2 Foj g i i i ! i i i | N
Tomate |1 U.| i i | i i i i i i I
Zenouras [1U.| i | i i i i i i i P
iﬁelgias i1 PL} | % d | d | i i i I
ras
ghicharosm Cu] d i i i i ! i d i P
rescos
Chicharos " !\ & 4 4 4 4 4 4
conxelados
~Pat§gas 11U i i ! i i d i i d Lo
cocida
outras j__ M 04 0 b 4 b b
8. CARNES,CAZA E EMBUTIDOS
Bacon 12 Laj_ H ! H H H H H ! H L R R
Pgriot i1 u.d i N . ! ! H H LR O T B R
cauleta
Chourizo {1 U.| H H H H H H H H H I S it
Filete }_"_ {4 4 b 44 A bbb b
porco )
ouera -l M M 01444444l i
carne porco
Bistecdel " I M M 14140 44l i
vicelia
chuleta ! " 1 11 1 i | SN SN SR SR S TN T S
e vitela
S I /2 S SN TN R RN JU RN N S SN U R O S
galgi:“-chall U.| ! H H H H H H H H Vot
ra fure
galchic?(xa:_'ri 1 H H H ! H ! H H R R
resca Pals
Outrcs H H : i H H H i i i H ot i



H ! CANTIDADE ! F R E C U E N C 1 A H
JFRESCOIXEITO !
ITIPO DE COMIDA |MEDIDA TAMAMO jMunca } 1 {23 | 1 | 2 [3/4 (5/6 | 1 |u+2]
{Fre ICAG ]
H ' ' lSE;lVIDA'LP. M. G.!-1/mes! mes ! mes !semana!semanal!semenalsemana! dia |} dia !
H Con} F P O}
123 1 2 3 3 5 6 7 8 9

1 2 13456

9. PESCADOS, MARISCOS E CRUST.

Merluza !1 To! H ! i | H i i i i
Sardifia J_°_ 1 b n 4 bbb bbby
Sarcllif:la 11 Lt} H 1 H i i i i H N
en lata
Benitoenl "1 11 M 11 M 4 444 i
ata
Bacallau !1 PL! ! | H i H H H ! ! L R i
salgado, remo.
Calamaresll PL! 1 [] 1 1 ] ] 1 ] 1 1 | I | ]
Marisco 1 vl — === === ==l -
ipo:
Mexildén |6 U.| H H i H H i i i H N T -
Abadexo |1 Toj| ! H : H i H i i H b _i_
Rape S SR JRRN SRR SN JUN PR FU RN S FU R i
Xurelo {1 u0.f__ .4 4 4 4 44 h__ 4t o i
Xouvas 16 U. | i H H H i H ! i : I S T i
Fanecas |1 U.| i ! 1 ! ! i H : R T _i_
Outrog H ! ' i1 | i | H i H N .
pescados
10. ovos | H 4 H b H H H H : i I N _i_
1l. CEREAIS E DERIVADOS
Arroz HP 2 > S S SR SR N SN SN S RN F SN SR N
P:r} i1 Rej| H d ! i ! ' ! i ! N R
ipo:
Pasta i1 PL| ! i ] H H i it H R SR
Sopa i1 PFy i H i H g i ' : i I N O

Outros | ! H I R F SN S S SRR SRR R S




H 4 CANTIDADE F R ECUE N C 1 A !
IFRESCOIXEITO |
{TIPO DE COMIDA {MEDIDA {TAMANO IMunca } 1 ! 2/3 | 1 ! 2 1376 }5/6 | 1 s

jFre CAG !

! 'SERV!DA!P. N. G.!-1/mes! mes ! mes i{sewanasemana!semana!semana! dia { dia !

1 Con! FPo!

12 3 1 2 3 4 5 [ 7 8 9
1 2 123456
12.PASTELARIA
gggugént iru.i_ ! (IR SR U SR S JRN FR SR
1
:igeggg ;6 u.| ! ! H N U SR JRNNN JN JR R N
J.
Madalenas!2 U.! ' H H H L ! ! I T N I
- Reposta- |1 u.} ! ! H i1 H N P B B
Gutros |1 1 1 T S TR S S S R I
13. LACTEOS E DERIVADOS
Leite de |1 Tn| H d i ! d i ! d | N N
vaca fresco
‘I;gci:;e’%% l!s_a""_% i | ? i } d i i i Uit
Leite " ! | i i ! d ! ! i Lot
desgremada
‘chllgéxgabélcRc ' d ! i | i ' d | A
a
Iogurte |1 U.| i H i d i d ! ? ' N S
Outros | | | d i l i | H i i N R
14. PRECOCINADOS
Pizza 11 P_Li 1 ' H H i ! ' ' i N
Croguetas) " ! RS S DU VRN PR SR AN S B S A
Outros . | i | i | i i i { i { O
15. AZUCARES E DOCES
AzGcar |1 Cu| : S R SR PR SN S S S T N O
‘Caramelos;1 U. | i i i i i i i i i N
Chocolate|1l Ps| i : d i ! | i i i S
Mel Ut d ! i | i i i i i N
Outros | i i H i ! i g i | | Pt

11



1 CANTIDADE F R ECUTENCI A
TIPO DE COMIDA [MEDIDA [TAMANG IMunca | 1 §2/3 | 1 ! 2 1 376} 5/6 1 2/+2
SERVIDAIP. W. G.i-1/mes! mes { wes !semana!semana!semana!sesana! dia dia
123 1 2 3 4 5 6 7 8 9

16. BEBIDAS (NON ALCOOLICAS)

Café i1 Poj i P - i | R T
Refrescos|!1Va! ! ! ! ! ' i d i i i
Infusiéns|1 Ta| i P i i i i R T

17. AFUMADOS E SALGADOS

ChurrascojlRaj__ | (NN PR R NN SR U S
Cecina |1 Ra} i (PN DU RN RN NN PR S N
Salmén |1 Ra| i RN SR JRN JRN SN J SR N
Sardifias |1 Raj i (NS JU SRS SN NN SN S R

Outro {1 Raj i N R S FUNN NN N SR




ANEXO III. ARTICULO DE REVISION SISTEMATICA-META Y POOLED
ANALISIS
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Meta-analysis and pooled analysis of GSTM1 and
CYP1A1 polymorphisms and oral and pharyngeal
cancers: a HUGE-GSEC review

Leonor Varela-Lema, BSc', Emanuela Taioli, MD, PhD?, Alberto Ruano-Ravina, PhD", Juan M. Barros-Dios, MD, PhD",
Devasena Anantharaman, PhD, Simone Benhamou, PhD?, Stefania Boccia, PhD’, Rajani A. Bhisey, PhD®,

Gabriella Cadoni, PhD’, Ettore Capoluongo, PhD’, Chien-Jen Chen, ScD’, William D. Foulkes, PhD?,

Eny Maria Goloni-Bertollo, PhD’, Ana Hatagima, PhD'°, Richard B. Hayes, DDS, PhD"’,

Takahiko Katoh, MD, PhD", Sergio Koifman, PhD™, Phillip Lazarus, PhD™, Johannes J. Manni, MD, PhD™,

Manoj Mahimkar, PhD’, Shunji Morita, MD, PhD'®, Jong Park, PhD", Kwang-Kyun Park, DDS, PhD'¢,

Erika Cristina Pavarino Bertelli, PhD’, Enilze Maria de Souza Fonseca Ribeiro, PhD"’, Bidyut Roy, PhD?,

Margaret R. Spitz, MD, MPH?!, Richard C. Strange, PhD??, Qingyi Wei, MD, PhD?!, and Camille C. Ragin, PhD, MPH?

The association of GSTM1 and CYP1A1 polymorphisms and oral and pharyngeal cancers was assessed through a meta-
analysis of published case-control studies and a pooled analysis of both published and unpublished case-control studies from
the Genetic Susceptibility to Environmental Carcinogens database (http://www.upci.upmc.edu/research/ccps/ccontrol/
index.html). Thirty publications used in the meta-analysis included a total of 7783 subjects (3177 cases and 4606 controls);
21 datasets, 9397 subjects (3130 cases and 6267 controls) were included in the pooled analysis. The GSTM1 deletion was
2-fold more likely to occur in African American and African cases than controls (odds ratio: 1.7, 95% confidence interval:
0.9-3.3), although this was not observed among whites (odds ratio: 1.0, 95% confidence interval: 0.9-1.1). The meta-
analysis and pooled analysis showed a significant association between oral and pharyngeal cancer and the CYP1A1 Mspl
homozygous variant (meta-OR .., ;... 1.9, 95% confidence interval: 1.4-2.7; Pooled OR,,,,,,.: 2.0, 95% confidence interval:
1.3-3.1; OR 1, 1m2 o finfiimama- 1-3, 95% confidence interval: 1.1-1.6). The association was present for the CYP1A1 (exon 7)
polymorphism (ORy v 2.2, 95% confidence interval: 1.1-4.5) in ever smokers. A joint effect was observed for GSTM1
homozygous deletion and the CYP1A1 mim2 variant on cancer risk. Our findings suggest that tobacco use and genetic
factors play a significant role in oral and pharyngeal cancer. Genet Med 2008:10(6):369-384.

Key Words: GSTM1, CYP1A1, oral and pharyngeal cancers, epidemiology, meta-analysis and pooled analysis

Glutathione S-transferases

The Glutathione S-transferases (GSTs) comprise a family of
phase II detoxifying enzymes that catalyze a large number of
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reactions taking place between the cytosolic glutathione and
compounds containing an electrophilic center.! These en-
zymes are involved in the elimination of xenobiotics and en-
dogenous products of oxidative stress formed as a result of
aerobic metabolism, exposure to ionizing radiation or any
other process that causes cellular damage. Substrates for GSTs
include acetaldehyde and several polyaromatic hydrocarbons
(PAHs) found in tobacco smoke. The main steps for GST ca-
talysis includes the formation of a complex with the cytosolic
glutathione and the ionization of the sulfydryl group of this
enzyme bound to glutathione to yield a highly reactive thiolate
anion through hydrogen bonding with the adjacent hydroxyl
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group. The enhancement of nucleophilicity activates the
gluthathione and it can react with various electrophilic sub-
strates containing carbon, nitrogen, or sulfur atoms. The result
of this conjugation leads to elimination of the carcinogens
from the body.

Based on sequence similarities, human cytosolic GSTs have
been grouped into at least four major gene families (alpha, mu,
pi, and theta). The alpha class is located in chromosome 6p12,
the mu class in chromosome 1p13, pi in chromosome 11, and
theta in chromosome 22. Various isoenzymes have been iden-
tified for the alpha (A1-12), mu (M1-M5), pi (P1-P2), and
theta class gene families (T1-T2). The GSTM1, M2, M3, T1,
and P1 are expressed in a variety of tissues including the squa-
mous epithelium of the oral cavity? and are involved in the
detoxification of various polycyclic aromatic hydrocarbons,
including benzo[a]pyrene-7,8-diol-9,10-epoxide,* one of the
most important carcinogens found in tobacco smoke, by cata-
lyzing the conversion of the reactive electrophiles to inactive,
water soluble conjugates that can be easily excreted.* The
GSTM1 isoenzyme together with the alcohol dehydrogenase is
also involved in the oxidation of ethanol to acetaldehyde.>

Three alleles have been identified at the GSTMI locus:
GSTM1*0, GSTMI1*A, and GSTM1*B. The GSTM1*A and
GSTM1*B differ by a C— G substitution at base position 534.
This C—G substitution results in a substitution of Lys— Asn
atamino acid 172. These result in monodimers (GSTM1A-1A,
GSTM1B-1B) or heterodimers (GSTM1A-1B), but in vitro
studies suggest that their activities are similar.” The GSTM1*0,
also called the null allele, is a huge deletion at GSTM1 and
homozygotes express no GSTM1 protein activity.® These sub-
jects may potentially accumulate more DNA adducts and mu-
tagen induced damage that may cause differences in suscepti-
bility to tumorigenesis.®

Cytochrome P450s

The cytochrome P450 family (CYP) of heme monooxygen-
ases comprise phase I enzymes that oxidate a wide variety of
endogenous and exogenous compounds using atmospheric
oxygen.'® Currently, more than 270 CYP gene families are
known. Humans have 57 potentially functional P450 genes
and 33 pseudogenes arranged into 18 families and 42 subfam-
ilies.!

The CYPIAI gene belongs to the CYP1 subfamily and en-
codes for the enzyme aryl hydrocarbon hydrolase, which is
involved in the activation of PAHs and aromatic amines'? and
is expressed in oral tissue.!? Various studies show that CYP1A1
catalyzes the initial metabolism of benzo[a]pyrene.*'4 The
CYPIAI gene is located in chromosome 15, band 15q22-2413
and several important single nucleotide polymorphisms have
been identified. The nomenclature of these polymorphisms is
now standardized'®!7 but different nomenclatures were used
for several years.'2 The first allele presents a single base substi-
tution of thymine by cytosine in a noncoding region of the
gene at position 3801 that creates a Mspl (mI) restriction site
(CYP1AI*2A). A single base substitution of adenine to gua-
nine at position 2455 in the heme binding region of exon 7
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induces an amino acid change in isoleucine to valine at codon
462 and is known as the Ile/Val or exon 7 polymorphism (Ile***
Val) or CYP1A1*2C.'8 In whites, this polymorphism is in com-
plete linkage disequilibrium with the CYPIA1 MspI (CYPIA1*2B).1°
Another polymorphism in exon 7, a base substitution of cyto-
sine by adenine at position 2453, leading to the Thr**’ Asn poly-
morphism (CYPIA1%4) has been described.?® Some CYPIAI
polymorhisms have been shown to increase microsomal cata-
Iytic activity for converting procarcinogens, including PAH
and aromatic amines, but the results are inconsistent.!2:21-23 Tt
has been suggested that DNA damage may depend on the link
of CYPIAI to other polymorphisms that can affect CYPIAI
transcription levels, such as polymorphisms for promoter
genes, Ah receptor genes, or other metabolic genes such as
GSTM]1.2324

Oral and pharyngeal cancers and risk factors

According to the International Classification of Diseases-
10th revision (ICD-10) oral and pharyngeal tumors are de-
fined as those cancers comprising the locations C00—-C14.
These cancers represent an important problem worldwide,
with 484,628 new cases and 262,784 deaths estimated per
year.25 The highest incidence and prevalence rates are observed
in Melanesia, Central Asia, and Western Europe, even though
rates vary depending on the gender and cancer location.?> In
men, cancers of the oral cavity are eighth in terms of incidence
worldwide and they are responsible for 3% of the cancers di-
agnosed in this gender. Pharyngeal tumors are also common in
European and Central Asian countries but the incidence rates
are lower.

Mortality rates are substantially lower than incidence rates,
with 2.2 deaths per 100,000 people worldwide.?> The highest
values are recorded in several countries of Central and Eastern
Europe and the lowest in Central America and Northern Eu-
rope. In Hungary, the mortality rate is as high as 21.2 per
100,000.

Risk factors for oral and pharyngeal cancers

Since 1988, tobacco and alcohol consumption have been
recognized as independent risk factors for oral cancer. Epide-
miologic studies performed in all continents have found an
increased risk in smokers and a dose-response relationship
with daily cigarettes and duration of habit.

An excessive consumption of alcoholic beverages has been
associated with oral and pharyngeal cancer, with relative risks
sometimes higher than those found for smokers.26-28 The risk
associated with alcohol increases with consumption?®-29-32,
duration, starting age and type of alcohol beverage.26:29:33.34
When joint consumption of alcohol and tobacco was investi-
gated, the great majority of the literature suggests that the joint
effect is multiplicative or, at least, greater than additive.26-35

Human papillomavirus (HPV) is another possible key factor
in the etiology of oral and pharyngeal cancers3¢—3%; two recent
studies reported a high risk of oral and pharyngeal cancer as-
sociated with HPV16 and HPV18 (odds ratio [OR]: 61 and OR:
63).31,39
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Metabolic genes and risk of oral and pharyngeal cancers

CYP1A1 and GSTM1 are important enzymes in the metab-
olism of tobacco carcinogens, which involves a balance be-
tween the activation steps mediated by the cytochrome P450
system and the detoxification steps involving GSTM1 that cat-
alyze the conversion of the reactive electrophiles to inactive,
water soluble conjugates that can be easily removed.*

Previous systematic reviews, meta-analysis and pooled anal-
ysis, have reported a relationship between the GSTM1I null ge-
notype and the risk of head and neck cancer>4°-43 but the only
report that stratified the analysis for cancer site*! found impor-
tant differences in risk for oral and laryngeal tumors. No asso-
ciation was found for the CYPIAI (Ile/val) polymorphism in
this last assessment. Because different patterns of GST and
CYP1A1 enzyme expression have been shown in oral and pha-
ryngeal epithelium in comparison with laryngeal epitheli-
um,'>#* we conducted a pooled and meta-analysis to evaluate
the relationship between these polymorphisms and oral and
pharyngeal tumors, and we explored the combined effects of
polymorphisms in these two genes along with their interaction
with smoking.

METHODS

Selection criteria

The association of GSTM1 and CYP1A1 with oral and pha-
ryngeal cancers was determined by meta-analysis of publica-
tions identified in a systematic review as well as by a pooled
analysis using both published and unpublished data from the
Genetic Susceptibility to Environmental Carcinogens (GSEC)
database. A bibliographic search was carried out in the MED-
LINE and EMBASE databases to identify studies on oral and
pharyngeal cancers published up to October 17, 2007. The
search strategy used was: (oral or buccal or mouth or “head and
neck” or pharyngeal or pharynx or oropharyngeal) and (cancer
or neoplasms or tumor* or tumour* or carcinoma* or carci-
nogenesis) and (“glutathione transferase” or “glutathione S
transferase” or “glutathione S-transferase” or GSTM1I or “cy-
tochrome P450 enzyme system” or “cytochrome P450 CYPIAI” or
CYPIAI). A manual review of the bibliographic references
cited in the selected articles was undertaken to retrieve articles
that might have been missed in the search. Articles were inde-
pendently reviewed by two researchers and the inclusion/ex-
clusion was made by consensus on the basis of pre-established
selection criteria. The inclusion criteria were: (1) articles pub-
lished in English, Spanish, Italian, or French, and (2) studies
that assessed the association between the polymorphisms of
the genes under study and oral and pharyngeal cancers. The
exclusion criteria were: (1) studies that included only cases; (2)
studies that assessed the risk of secondary tumors, recurrence,
or response to treatment; (3) studies where patients were over-
lapped; and (4) studies that included nasopharyngeal cases.
When several studies included the same population we in-
cluded only the most updated one.

The meta-analysis included only those articles that provided
results that allowed for the calculation of crude risks for oral

June 2008 - Vol. 10 - No. 6

and/or pharyngeal tumors. Crude ORs were used to obtain
comparable estimates across studies. For each study included
the author, year of publication, country where the study was
carried out, number, race, and gender of patients and controls,
control source (hospital based or population based), tumor
site, and matching of cases and controls were rigorously tabu-
lated. The bibliographic search led to the identification of 56
original articles. Of these, five did not include data on the genes
involved in this analysis,*>-4 three did not provide the data
that was needed to calculate the ORs for oral and pharyngeal
sites,50-52 therefore were not further evaluated. Of the remain-
ing 48 articles, 18 were excluded from the meta-analysis be-
cause they did not provide head and neck subsite specific data
and subjects with laryngeal tumors were not distinguished
from the oral/pharyngeal group.>>-7° Thirty publications were
used in the meta-analysis including a total of 7783 subjects
(3177 cases and 4606 controls). They were all case-control
studies. There were two studies with overlapping subjects but
reported data separately for GSTMI7! and CYPIA1.7> Two
other studies each reported separately data for CYPIAI Msp173
and exon 7.7 However, both publications reported overlap-
ping data for GSTM1I. Therefore, there were 26 studies with
results on GSTM1I deletion, 11 on CYPIAI Ile/Val polymor-
phism, 6 on CYPIAI Mspl polymorphism. Only three studies
assessed the combined GSTM1/CYPIA1I Mspl polymorphisms
and one the GSTM1/CYPI1A1 exon 7 polymorphisms.

Data collection

The pooled analysis was performed using information from
the GSEC database (http://www.upci.upmc.edu/research/
ccps/ccontrol/g_intro.html).”>7¢ Briefly, the GSEC study is a
collection of data from both published and unpublished case-
control studies of metabolic gene polymorphisms and cancer.
All of the investigators of the published studies for which the
GSEC database did not contain their data were contacted and
invited to provide their data for this specific pooled analysis.
The investigators for the other studies that were excluded be-
cause of insufficient head and neck subsite specific data were
also contacted. Of the 30 studies in the meta-analysis, data for 14
studies were obtained for GSTMI and/or CYPIA].54471.72.77-86
However, two of these studies reported CYPIAI and GSTM1
data separately for the same subjects and were counted as a
single study.”"7> Among these 13 published studies, three pro-
vided unpublished data for CYPIAI polymorphisms for the
same subjects. The GSEC database also had one study with
unpublished data for GSTM1 deletion (Foulkes et al., unpub-
lished data) and another study with unpublished data for both
GSTM1 and CYPIAI (Ruano-Ravina et al., unpublished data).
There were also seven additional published studies that were
previously excluded from the meta-analysis, which were now
included in the pooled analysis because the raw data allowed us
to define specific head and neck subsites.57:59:65:66.69.70.87 A]-
though there were 22 studies available, 2 of them reported
overlapping data for GSTM1I. Therefore, the pooled analysis
included 21 datasets, with 9397 subjects (3130 cases and 6267
controls).
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Statistical analysis

All statistical analyses were carried out using STATA SE
(version 10) software (StataCorp LP, College Station, TX). For
the meta-analysis, the frequency of cases and controls was ex-
tracted from each publication and study-specific crude ORs
were calculated along with their 95% confidence intervals
(CIs). The Q statistics were used to test for heterogeneity
among the studies for GSTM1 deletion and CYPIAI polymor-
phisms. When heterogeneity was observed a random-effects
model was used to calculate the summary ORs for the com-
bined studies, when heterogeneity was not observed a fixed-
effects model was used. Publication bias was determined by
performing the Eggers test. To explore the between study het-
erogeneity, sensitivity analyses were performed, to identify the
influence of the individual studies on the combined OR. When
astudy was identified, the analysis was repeated excluding such
study to assess if homogeneity between the remaining studies
was reached.

In the pooled analysis for each gene, crude ORs for their
overall association with oral/pharyngeal cancer were calcu-
lated. ORs adjusted for potential confounders were calculated
using multivariable logistic regression models. Crude and ad-
justed ORs were also calculated for each gene, stratifying by
control source (healthy versus hospital), smoking status, race
and tumors site (oral cavity versus pharynx). The Mantel-
Haenszel test was used to assess differences between stratum-
specific ORs.

From south east/south Asia publications, three of the five
available studies included data on consumption of other to-
bacco or had tobacco chewing habits; these patients were in-
cluded in the pooled analysis, but the data on other tobacco
was not analyzed for the present publication. Smoking status
was defined as never and ex, current, or ever smokers. All
smoking data were recoded into a standardized variable: ever/
never smoking. Patients were classified as never smokers if they
smoked < 100 cigarettes in their lifetime, and ever smokers if
defined by the individual studies either as ex, current, or ever
(current and ex) smokers.

RESULTS

Of the 30 studies included in the meta-analysis, 17 were carried
out in Asian countries,”374.77.78,:80:84.86-96 seyen in American coun-
tries,7l,72,79,83,85,97,98 and Si_X ln Europe’5,44,81,82,99,100 Hospital pa_
tients were used as controls in 16 studies.54471,72,78,81-85,88,92,93,97-99
The number of cases in the studies included in the meta-anal-
ysis for GSTM1 deletion varied from 21 to 451 patients. All
studies undertaken in Europe included <150 cases, with two of
these having <50 cases.>® For the CYPIAI analysis, the case
numbers ranged from 45 to 446 subjects.

Population frequencies

The frequency of the GSTMI null in the control group
ranged from 24% to 58.9%, with considerable variation de-
pending on the area the study was carried out. In Asia, large
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differences could be observed between countries. The frequen-
cies in India varied from 24% to 37%,78:80-8490.96 in Japan from
39.8% to 48.7%7%77:91-94, although the only study from Taiwan
observed a frequency of 57.7%.°> In South America these val-
ues ranged from 38.2% to 48.7%7"-7%97:9 and in Europe and
United States from 51% to 54.8%.44:81-83.99,100

For the CYPIAI exon 7 polymorphism, large geographical
heterogeneity could be observed. The frequency of the ho-
mozygote genotype for the variant allele in the controls was
absent or very low in Europe (0—6%) whereas the heterozy-
gous genotype was very rare (6—9.3%).441% In Asia, the het-
erozygous genotype was present in 32.4-53.4% of the control
subjects.7+87:88.93 [n Brazil and Puerto Rico this polymorphism
was found in 19-30% of the subjects.”>7%:85 The combined
frequency of the homozygous and heterozygous genotype of
the variant allele for the single study in the United States was
7.4%.8%> The CYPIAI Mspl heterozygous variant allele (m1/
m2) was present in 30-59.5% of the Asian control popula-
tion.738486:8892 The only European study that assessed this
polymorphism reported a frequency of 9.3% for the variant
allele.#* The homozygous allele was very rare in all populations
(1-10.6%).

Meta-analysis

The overall meta-OR for GSTM1 null was not reported be-
cause of the large heterogeneity between studies (Q test P
value < 0.001; data not shown). We performed a sensitivity
analysis and identified one study that appeared to influence the
overall meta-OR,8° however, heterogeneity was still observed
after exclusion of this study. In an effort to further explore the
observed heterogeneity, we stratified the studies by race. The
study-specific and meta-ORs for GSTM1 are shown for whites,
Asians, and others (i.e., studies that did not specify ethnicity or
included more than one ethnic group) in Table 1. There was no
increased risk of oral and pharyngeal cancer with the GSTM1
deletion among whites (OR: 1.1, 95% CI: 0.9-1.3), and no
evidence of publication bias (Eggers test P value = 0.19). For
Asians and all other ethnic groups and studies with mixed pop-
ulations, there was still large heterogeneity between studies (Q
test, P value < 0.001); therefore, the overall meta-OR was not
reported although there was no evidence of publication bias
(Eggers test P value = 0.77 for Asian studies and 0.80 for other
studies). Sensitivity analysis of the Asian studies identified a
data set that seemed to influence the meta-ORs. When this
study was excluded, homogeneity was observed among the re-
maining studies (Q test, P value = 0.186). There was a statisti-
cally significant increase in the risk of oral and pharyngeal can-
cer with the GSTM 1 deletion (OR: 1.6, 95% CI: 1.3-2.0). There
was no evidence of publication bias (Eggers test P value =
0.819). For the remaining studies (i.e., studies that did not
specify ethnicity or included more than one ethnic group),
heterogeneity was still observed even after exclusion of the out-
lier,8° (Q test, P value 0.005); this was likely due to the mixed
populations grouped in this category.

The 15 studies with data reported on CYPIAI Mspl and/or
exon? (Ile/Val) are summarized in Table 2. There were 11 stud-
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GSTM1 and CYP1A1 polymorphisms and oral and pharyngeal cancers

Table 1

OR (95%CI) GSTM1

Author Control source Country Tumor site Matching Cases Controls deleted vs. present
Whites
Deakin et al.52¢ Hospital UK Oral cavity 40 577 1.0 (0.5-1.9)
Coutelle Alcoholic clinic France Oropharynx Alcohol 21 37 1.7 (0.6-5.1)
etal>”
Park et al.®>" Healthy and USA Oral cavity 109 109 0.9 (0.5-1.5)
hospital
Matthias Hospital Germany Oral cavity and 122 178 1.2 (0.8-1.9)
et al. 48 pharynx
Jourenkova- Hospital France Oral cavity and Smoking 121 172 0.8 (0.5-1.3)
Mironova pharynx
etal.81”
Hahn et al.1o0 Healthy Germany Oral cavity Ethnicity 94 92 1.3 (0.7-2.3)
Gronau et al.®! Hospital Germany Oral cavity Smoking and alcohol 73 129 1.2 (0.7-2.2)
META 580 1294 1.1 (0.9-1.3)"
P, Q test 0.796
P, Eggers test 0.194
Asians
Katoh et al.77* Healthy Japan Oral, NOS 45 91 1.6 (0.8-3.3)
Hung et al.% Healthy Taiwan Oral, NOS 41 123 1.0 (0.5-2.1)
Kihara et al.® Healthy Japan Oral cavity, Pharynx, 75 472 1.8 (1.1-2.9)
Maxillary sinuses
Tanimoto Hospital Japan Oral cavity Age and sex 100 100 1.0 (0.6-1.8)
etal.”?
Katoh et al.% Hospital Japan Oral cavity 92 147 1.7 (1.0-2.8)
Morita et al.8* Healthy Japan Pharynx 45 164 1.0 (0.5-2.0)
Sato et al.7>74 Healthy Japan Oral cavity® Age and sex 142 142 2.2 (1.4-3.6)
Nomura Healthy Japan Oral cavity and 114 33 2.5 (1.1-5.5)
etal?! Pharynx
Kietthubthew Healthy Thailand Oral cavity Age, sex, smoking, 53 53 3.0 (1.4-6.7)
etal.® betel-chewing and
occupation
Cha et al.8¢ Healthy Korea Oral, NOS 72 209 0.7 (0.4-1.3)
P, Q test 779 1534 0.037
P, Eggers test 0.777
Other studies?
Sreelekha India Oral, NOS Age and sex 98 60 1.9 (1.0-3.7)
etal.?®
Buch et al.80¢ Healthy India Oral cavity Region of origin 297 450 3.0 (2.2-4.0)
Xie et al.79* Healthy Puerto Rico Oral, NOS 132 143 0.7 (0.4-1.2)
Sikdar et al.”8" Hospital India Oral cavity 256 259 1.0 (0.7-1.4)
Drummond Dental clinic Brazil Oral cavity® SES, age and sex 70 82 2.0 (1.0-3.9)
etal.”®
Gattas et al.” Hospital Brazil Oral cavity and Age and sex 81 102 2.5(1.4-4.5)
Pharynx
Sharma et al.% Healthy India Oral, NOS 40 87 2.2 (1.0-5.1)
(Continued)
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Table 1
(Continued)
OR (95%CI) GSTM1
Author Control source Country Tumor site Matching Cases Controls deleted vs. present

Anantharaman Healthy and dental India Oral, NOS Age, sex, tobacco 451 727 1.3 (1.0-1.7)

et al.84? clinic habits
Hatagima Hospital Brazil Oral, Oropharynx Sex, age, race 231 212 0.9 (0.6-1.3)

etal7V
P, Q test 1446 2122 <0.001
P, Eggers test 0.801

“Studies included in the pooled analysis.
"Fixed effects estimate.
“Plus other unspecified oral subsites.

“Meta estimate was not reported because of the statistically significant test for heterogeneity. These studies had mixed ethnic groups.

‘Smokers.
Same subjects as Marques et al. in Table 2.
NOS, not otherwise specified; SES, socioeconomical status.

ies overall with CYPIAI (Ile/Val) data and 7 studies with
CYPIA1I Mspl data. Nine studies reported data on the associ-
ations between the Ile/Val polymorphism and risk of oral and
pharyngeal cancers, 6 studies reported associations for the Val/
Val polymorphism, and 10 reported associations for all vari-
ants combined (i.e., Ile/Val and Val/Val). For each of these
groups, the studies were statistically significantly heteroge-
neous (Q test, Pvalue < 0.001), therefore no overall meta-ORs
were reported. There was no evidence of publication bias (Egg-
ers test P value: Ile/Val = 0.945, Val/Val = 0.625, and Ile/Val +
Val/Val = 0.199). Sensitivity analysis of these studies identified
a data set that appeared to influence the meta-ORs. However,
exclusion of this study did not resolve the heterogeneity be-
tween the remaining studies. The observed heterogeneity is
likely due to misclassification, because most of the earlier stud-
ies used a laboratory method that may not accurately distin-
guish between the exon 7 variant alleles.

Among the five studies with CYPIAI Mspl data, all except
for one study reported the associations for the mIm2, m2m?2,
and combined variants (m1m2 + m2m2). The studies that re-
ported data for the mIm2 and combined variants (mim2 +
m2m?2) were statistically significantly heterogeneous; therefore
the meta-ORs were not reported. No publication bias was ob-
served (Eggers test P value: mIm2 = 0.389 and mIm2 +
m2m2 = 0.339). There was an increased risk of oral and pha-
ryngeal cancers for patients with the m2m?2 variant (meta-OR:
1.9, 95% CI: 1.4-2.7). There was no evidence of publication
bias (Eggers test P value: m2m2 = 0.595). Sensitivity analyses
identified a study that influenced the meta-ORs for the mIm2
and combined variants (mIm2 + m2m2).°> After excluding
this data set, homogeneity was obtained; no association for the
mlIm2 or combined variants and oral and pharyngeal cancer
was observed (mlm2 + m2m2) (mlm2, Q test, P value =
0.625, OR: 0.9, 95% CI: 0.8—-1.1, mIm2 + m2m2, Q test, P
value = 0.798, OR: 1.0, 95% CI: 0.9-1.2). There was no evi-
dence of publication bias (Eggers test P value: mIm2 = 0.628,
mlm2 + m2m2 = 0.407).
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Only one study evaluated the interaction between the
GSTM1I null and CYPIAI (Ile/Val) polymorphism, and three
evaluated the interaction between the GSTMI null and
CYPIAI Mspl polymorphism (Table 3). The overall meta-OR
for GSTM1I null + mImI was not reported because the studies
were statistically significantly heterogeneous (Q test P value =
0.002). There seemed to be an increased risk of oral and pha-
ryngeal cancers for the GSTMI wt + mim2 or m2m2 (meta-
OR: 1.6, 95% CI: 1.0-2.7) and the GSTMI null + mIm2 or
m2m2 (meta-OR: 3.0, 95% CI: 1.8—5.0). However, the associ-
ation was not statistically significant for all other polymorphic
isoforms. There was no publication bias observed for any of
these analyses.

Pooled analysis

The GSEC pooled analysis included 21 studies (3130 cases
and 6267 controls).

Significant heterogeneity was observed between the 20 stud-
ies that contained data for GSTM1. Similar to the meta-analy-
sis, one study seemed to contribute to the heterogeneity.s°
Analyses were then stratified by various covariates. There was
no association between the GSTM1 deletion and oral and pha-
ryngeal cancers (Table 4), even when the analysis was limited
to healthy controls (Adjusted odds ratio [AdjOR]: 1.1, 95% CI:
0.8-1.4). A marginal statistically significant association was
observed for current smokers (AdjOR: 1.2,95% CI: 1.0-1.4) or
ever smokers (AdjOR: 1.1, 95% CI: 1.0-1.3), but not in never
smokers (AdjOR: 1.0, 95% CI: 0.8—1.2). The differences ob-
served between the stratum-specific ORs for smoking were not
statistically significant (P > 0.1) (data not shown). The data-
sets for never, ex, and current were homogeneous. (Q test, P
value > 0.05) but was not for ever smokers (Q test, P value =
0.018). The GSTMI deletion was statistically significantly as-
sociated with oral and pharyngeal cancer in African Americans
and Africans (OR: 1.9, 95% CI: 1.1-3.3), but was no longer
statistically significant after adjusting for confounding vari-
ables (AdjOR: 1.7, 95% CI: 0.9-3.3). There was no association
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Table 2
Description of the studies included in the meta analysis for CYP1AI
OR
(95% CI)
Control OR (95% CI) OR (95% CI) OR (95% CI)  Ile/Val + Val/
Author source Country Tumorsite Matching Cases Controls Ile/Tle Ile/Val Val/Val Val
CYPIAI (exon7)”
Park et al.83% Healthy + USA Oral cavity 108 108 1.0 (ref) 2.5 (1.0-6.0)
hospital
Matthias et al 4 Hospital Germany  Oral cavity 124 186 1.0 (ref) 1.1 (0.5-2.3) 1.0 (0.5-2.1)
and
Pharynx
Katoh et al.?? Hospital Japan Oral cavity 92 147 1.0 (ref) 1.3 (0.7-2.2) 1.3 (0.4-4.1) 1.3 (0.8-2.2)
Morita et al.87" Healthy Japan Pharynx 45 164 1.0 (ref) 0.7 (0.4-1.2) 2.4(0.9-6.4) 0.9 (0.5-1.5)
Sato et al.7#¢ Healthy Japan 4Oral Age and 142 142 1.0 (ref) 1.6 (1.0-2.6) 4.2 (1.6-11.1) 1.9(1.2-3.0)
cavity sex
Kao et al.58 Hospital Taiwan Oral cavity 106 146 1.0 (ref) 5.1(2.6-9.8) 18.9 (3.6-98.5) 5.4 (2.8-10.4)
Hahn et al.1o Healthy Germany Oral cavity ethnicity 94 92 1.0 (ref) 0.6 (0.2-2.3)
Sreelekha et al.% India Oral, NOS  Age and 98 60 1.0 (ref) 5.2 (2.4-11.4)
sex
Xie et al.7" Healthy Puerto Oral, NOS 132 143 1.0 (ref) 0.9 (0.6-1.6) 0.5 (0.2-1.8) 0.9 (0.5-1.4)
Rico
Marques et al.’>*  Hospital Brazil Oral, NOS  Age, sex 231 212 1.0 (ref) 1.1 (0.7-1.8) 2.9(0.6-14.3) 1.2 (0.7-1.9)
and
skin
color
Leichsenring Hospital Brazil Oral, NOS 72 60 1.0 (ref) 1.0 (0.4-2.3) 1.0 (0.5-2.5)
et al 85
P, Q test 1199 1296 0.001 0.014 <0.001
P, Eggers test 0.945 0.625 0.199
ml/m2 +
ml/ml ml/m2 m2/m2 m2/m2
CYPIAI MspI*
Matthias et al.#4*  Hospital Germany  Oral cavity 122 205 1.0 (ref) 1.6 (0.8-3.2) 0.9 (0.1-9.9) 1.5 (0.8-3.0)
and
pharynx
Sato et al.”>¢ Healthy Japan 9Oral Age and 142 142 1.0 (ref) 0.9 (0.6-1.6) 2.3 (1.1-4.7) 1.2 (0.7-1.9)
cavity sex
Tanimoto Hospital Japan Oral cavity Age and 100 100 1.0 (ref) 3.4 (1.8-6.4) 3.6 (1.4-9.5) 3.5(1.9-6.2)
et al.9? sex
Kao et al.88 Hospital Taiwan Oral cavity 106 146 1.0 (ref) 0.9 (0.5-1.5) 1.3 (0.6-3.1) 0.9 (0.6-1.6)
Gattas et al.%” Hospital Brazil Oral cavity Age and 81 102 1.0 (ref) 0.9 (0.5-1.6)
and sex
pharynx
Anantharaman  Healthy + India Oral, NOS  Age, sex, 446 727 1.0 (ref) 0.9 (0.7-1.2) 1.5 (0.9-2.3) 1.0 (0.8-1.3)
et al.8® dental tobacco
clinic habits
Cha et al.5¢ Healthy Korea Oral, NOS 72 163 1.0 (ref) 0.8 (0.4-1.6) 3.2(1.3-7.8) 1.1 (0.6-2.2)
META 1.0 (ref) 1.9 (1.4-2.7)
P, Q test 1069 1585 0.003 0.342 0.007
P, Eggers test 0.389 0.595 0.339

“Meta estimate was not reported because of the statistically significant test for heterogeneity.

“Studies included in the pooled analysis.
“Sato et al., 1999 and Sato et al., 2000 included the same subjects.
#Plus other unspecified oral subsites.
“Same subjects as Hatagima et al. in Table 1.
JFixed effects estimate.
NOS, not otherwise specified.
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Table 3
Description of studies included in the meta analysis for GSTM1-CYPIAI interaction
(+) Ile/Val (—) Ile/Val  All polymorphic
Control Tumor (+)1le/lle (—) Ile/lle or Val/Val or Val/Val isoforms
Author source  Country site Matching Cases Controls OR (95% CI) OR (95% CI) OR (95% CI) OR (95% CI)  OR (95% CI)
GSTM1/CYPIAI
exon?7
Sato etal.74*  Healthy Japan Oral Age and 142 142 1.0 (ref) 2.3(1.2-4.3) 1.9(0.9-3.9) 4.0 (2.0-7.9) 2.6 (1.5-4.6)
cavity” sex
(+)ml/m2or (—)ml/m2or All polymorphic
(+) m1/ml (=) ml/mil m2/m2 m2/m2 isoforms
GSTM1/CYP1A1
Mspl
Gattas et al.”  Hospital Brazil Oral cavity Age and 103 102 1.0 (ref) 2.4 (1.1-5.1)
and sex
pharynx
Sato etal.”?*  Healthy Japan Oral Age and 142 142 1.0 (ref) 2.7(1.3-5.6) 1.4 (0.7-2.8) 2.7 (1.4-5.3) 2.2(1.2-3.9)
cavity” sex
Tanimoto Hospital Japan Oral Age and 100 100 1.0 (ref) 0.4 (0.2-1.0) 2.0 (0.9-4.1) 3.5(1.6-8.0) 1.6 (0.9-3.0)
et al.”? cavity sex
META 345 344 1.0 (ref) 1.6 (1.0-2.7)¢ 3.0 (1.8-5.0)° 2.0 (0.4-2.9)°
P, Q test 0.002 0.485 0.597 0.704

“Sato et al., 1999 and Sato et al., 2000 included the same subjects.
"Plus other unspecified oral subsites.
“Fixed effects estimate.

between GSTM!1 deletion and oral and pharyngeal cancer risk
in white, Asian populations, or other ethnic groups.

The adjusted summary OR for the association of CYPIAI
Mspl polymorphism and oral and pharyngeal cancers (Table
5) was not significant for the m1m2 genotype but was for the
m2m2 genotype (AdjOR: 2.0, 95% CI: 1.3-3.1). Among oral
and pharyngeal cancers, there was a 2-fold likelihood of having
the m2m2 genotype compared with the controls in never
smokers (AdjOR: 1.8, 95% CI: 1.1-2.9) but not in current or
ever smokers. There was a statistically significant difference
when the stratum-specific ORs for never and current smokers
were compared (P value = 0.019). The association of the
m2m2 variant also differed when limited to healthy controls
(AdjOR- healthy controls: 1.2, 95% CI: 0.7-2.2) versus hospi-
tal controls: 1.7, 95% CI: 1.1-2.7). A statistically significant
association of the m2m2 genotype was observed for white (Ad-
jOR: 2.1, 95% CI: 1.4-3.3) but not for other ethnic groups,
although these were a mixed population.

In contrast, there was no association between the CYPIAI
(exon7) variant and oral and pharyngeal cancers regardless of
the type of controls used in the analysis (Table 6). However,
there was a statistically significant association of the Val/Val
genotype for ever smokers (AdjOR: 2.2, 95% CI: 1.1-4.5).
Asian cases seemed to have almost a 4-fold likelihood of having
the Val/Val genotype when compared with the controls; how-
ever, this was only marginally statistically significant (AdjOR:
3.5,95% CI: 1.0-12.6).

A marginal increased risk of cancer with the GSTM1 dele-
tion was observed when examining oral cavity (AdjOR: 1.1,
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95% CI: 1.0-1.2) and pharyngeal (AdjOR: 1.3, 95% CI: 1.1-
1.6) cases independently. Among subjects with oral cavity tu-
mors, no associations were observed for CYPIAI (exon7) but
for CYPIAI Mspl polymorphisms there was a marginal asso-
ciation; the m2m2 genotype was significantly associated with
oral cavity tumors (AdjOR: 2.0,95% CI: 1.3-3.1) (Table 7). We
were unable to determine the association of this variant geno-
type for subjects with pharyngeal tumors.

When evaluating alcohol use, a marginal increased risk of
cancer with GSTM1 deletion was observed for both never and
ever drinkers (never drinkers, AdjOR: 1.2, 95% CI: 1.0-1.5,
ever drinkers, AdjOR: 1.2, 95% CI: 1.0-1.3) (Table 4). There
was no association of the CYPIAI (exon7) polymorphisms
with oral and pharyngeal cancer according to alcohol con-
sumption (Table 5), but an increase risk associated with the
CYP1A1 m2m2 genotype in never drinkers only was observed
(AdjOR: 2.6, 95% CI: 1.5-4.3) (Table 6).

Complete GSTM1 and CYP1A1 genotype

The combination of the CYPIAI Mspl and CYPIAI (exon7)
polymorphisms was not associated with the risk of oral and
pharyngeal cancers (data not shown). The combination of the
GSTM1I null plus the CYPIAI (mIm2) variant genotypes in-
creased the risk of oral and pharyngeal cancers (AdjOR: 1.3,
95% CI: 1.0-1.7), similar observations were made when the
homozygous CYPIAI variant (m2m2) was considered (Ad-
jOR: 1.9, 95% CI: 1.0—-3.9—Table 8). This marginal associa-
tion was also observed in never smokers, but not in current or
ever smokers. Similarly, the GSTMI null plus the CYPIAI
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Table 4
Overall and stratified odds ratios of the association of GSTM1 deletion with
oral and pharyngeal cancers—pooled analysis

Controls  Cases Crude
GSTM1 (N) (N)

Adjusted
OR (95% CI)  OR“" (95% CI)

No. studies = 19”

N = 7046 4658 2388
Present 2436 1242 1.0 (ref) 1.0 (ref)
Null 2222 1146 1.0 (0.9-1.1)° 1.0 (0.9-1.1)
Healthy controls (N = 926)¢
556 370
Present 299 199 1.0 (ref) 1.0 (ref)
Null 257 171 1.0 (0.8-1.3) 1.1 (0.8-1.4)
Hospital controls (N = 2966)"
1922 1044
Present 943 542 1.0 (ref) 1.0 (ref)
Null 979 502 0.9 (0.8-1.0) 0.9 (0.8-1.1)
Never smokers (N = 2751)
1974 777
Present 1059 428 1.0 (ref) 1.0 (ref)
Null 915 349 0.9(0.8-1.1)  1.0(0.8-1.2)
Ex smokers (N = 864)
548 316
Present 265 157 1.0 (ref) 1.0 (ref)
Null 283 159 1.0 (0.7-1.3) 1.0 (0.7-1.3)
Current smokers (N = 1963)
1150 813
Present 645 423 1.0 (ref) 1.0 (ref)
Null 505 390 1.2(1.0-1.4) 1.2 (1.0-1.4)
Ever smokers (N = 3651)
2126 1525
Present 1122 776 1.0 (ref) 1.0 (ref)
Null 1004 749  1.1(1.0-1.2) 1.1 (1.0-1.3)
Never drinkers (N = 4822)
1280 579
Present 691 282 1.0 (ref) 1.0 (ref)
Null 589 297  1.2(1.0-1.5) 1.2 (1.0-1.5)
Ever drinkers (N = 2963)
1776 1187
(Continued)
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Table 4
(Continued)
Controls  Cases Crude Adjusted
GSTM1 (N) (N) OR (95% CI)  OR“(95% CI)
Present 938 587 1.0 (ref) 1.0 (ref)
Null 838 600 1.1 (1.0-1.3) 1.2 (1.0-1.3)
Whites (N = 5851)
3857 1994
Present 1987 1034 1.0 (ref) 1.0 (ref)
Null 1870 960 1.0 (0.9-1.1) 1.0 (0.9-1.1)
African Americans + Africans (N = 294)
195 99
Present 149 62 1.0 (ref) 1.0 (ref)
Null 46 37 1.9 (1.1-3.3) 1.7 (0.9-3.3)
Asians (N = 681)
491 190
Present 236 93 1.0 (ref) 1.0 (ref)
Null 255 97 1.0 (0.7-1.4) 1.2 (0.8-1.8)
Other (N = 220)
115 105
Present 64 53 1.0 (ref) 1.0 (ref)
Null 51 52 12(07-2.0)  1.2(0.7-2.1)

“Adjusted for study number, age (<54, 54-95), sex, race, and smoking (never/
ever) where appropriate.

One dataset conducted in an Indian population was excluded from the anal-
ysis because of heterogeneity.

“Q test (P = 0.048); Eggers test (P = 0.825); Q test (P for all strata >0.05)
except for Ever smokers, P = 0.018).

“Healthy controls: includes 5 studies with healthy controls; Hospital controls:
includes 8 studies with hospital controls; 6 studies were excluded from this
subanalysis because they consisted of both hospital and healthy controls com-
bined. Other = Latinos and other ethnicities not specified.

mlIml or mIm2 genotypes were marginally associated with the
risk of oral and pharyngeal cancers in never smokers (AdjOR:
1.4, 95% CI: 0.9-2.0) but not in ever smokers (AdjOR: 1.3,
95% CI: 0.8—-2.2). When oral cavity and pharyngeal cancer case
subjects were examined independently, the interaction be-
tween the GSTM1I null and CYP1A1 Mspl polymorphism was
observed for oral cancer but not for cancer of the pharynx
(Table 8).

DISCUSSION

To our knowledge, this is the first meta-analysis and pooled
analysis carried out to assess the role of GSTM1 and CYPIAIin
oral and pharyngeal cancers and to evaluate potential gene-
gene and gene-environment joint effects. The results obtained
in this study support the hypothesis that GSTMI deletion and
certain CYPIAI polymorphisms may play a role in the carcino-
genesis process leading to oral and pharyngeal cancers. Both the
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Table 5

Opverall and stratified odds ratios of the association of CYPIAI Mspl
polymorphism with oral and pharyngeal cancers—pooled analysis

Table 5
(Continued)
Controls  Cases Crude Adjusted
CYPIAI Mspl (N) (N) OR (95% CI) OR* (95% CI)
Healthy controls (N = 1109)¢
161 948
mlml 137 438 1.0 (ref) 1.0 (ref)
mlm2 23 391 0.9 (0.7-1.1) 1.1 (0.8-1.6)"
m2m2 1 119 1.3 (0.8-1.9) 1.2 (0.7-2.2)"
mlm2 + m2m2 24 510 0.9 (0.7-1.2) 1.1 (0.8-1.6)"
Hospital controls (N = 1546)°
968 578
mlml 665 366 1.0 (ref) 1.0 (ref)
mlm2 256 168 1.2 (1.0-1.5) 1.3 (1.0-1.7)¢
m2m2 47 44 1.7 (1.1-2.6) 1.7 (1.1-2.7)¢
mlm2 + m2m2 303 212 1.3 (1.0-1.6) 1.4 (1.1-1.8)"
Whites (N = 2880)
1769 1111
mlml 1059 645 1.0 (ref) 1.0 (ref)
mlm2 612 375 1.0 (0.9-1.2) 1.2 (1.0-1.5)
m2m2 98 91 1.5 (1.1-2.1) 2.1 (1.4-3.3)
mlm2 + m2m2 710 466 1.1 (0.9-1.3) 1.3 (1.1-1.6)
Other (N = 1183)
812 371
mlml 356 151 1.0 (ref) 1.0 (ref)
mlm2 368 150 1.0 (0.7-1.3) 1.0 (0.7-1.4)
m2m2 88 70 1.9 (1.3-2.7) 1.6 (0.9-2.6)
mlm2 + m2m?2 456 220 1.1(0.9-1.5)  1.1(0.8-1.6)

Controls Cases Crude Adjusted
CYPIAI MspI (N) (N)  OR(95% CI) OR”(95% CI)
No. studies for CYPIAI
Mspl =8
N = 4063 2581 1482
mlml 1415 796 1.0 (ref) 1.0 (ref)
mlm2 980 525 1.0 (0.8-1.1)" 1.2 (1.0-1.5)
m2m2 186 161 1.5(1.2-1.9)" 2.0 (1.3-3.1)
mlm2 + m2m2 1166 686 1.1(0.9-1.2)" 1.3 (1.1-1.6)
Never smokers (N = 2119)
1318 801
mlml 652 365 1.0 (ref) 1.0 (ref)
mlm2 566 337 1.1(0.9-1.3) 1.2 (0.9-1.5)
m2m2 100 99 1.8(1.3-2.4)  18(1.1-2.9)
mlm2 + m2m2 666 436 12(1.0-14)  1.2(1.0-1.6)
Current (N = 822)
545 277
mlml 283 127 1.0 (ref) 1.0 (ref)
mlm2 219 114  1.2(0.9-1.6) 1.3 (0.8-2.3)
m2m2 43 36 1.9(1.1-3.0) 2.6 (0.9-7.5)
mlm2 + m2m2 262 150 1.3 (1.0-1.7) 1.5 (0.9-2.5)
Ever smokers (N = 1320)
772 548
mlml 468 355 1.0 (ref) 1.0 (ref)
mlm2 258 154 0.8 (0.6-1.0) 1.2 (0.8-1.8)
m2m2 46 39 1.1(0.7-1.8) 2.4 (0.9-5.8)
mlm2 + m2m2 304 193 0.8 (0.7-1.1) 1.3 (0.9-1.9)
Never drinker (N = 1045)
635 410
mlml 356 210 1.0 (ref) 1.0 (ref)
mlm2 248 162 1.1(0.9-1.4) 1.3 (1.0-1.7)
m2m2 31 38 2.1(1.3-3.4) 2.6 (1.5-4.3)
mlm2 + m2m2 279 200 1.2(1.0-1.6) 1.5 (1.1-1.9)
Ever drinker (N = 919)
546 373
mlml 346 281 1.0 (ref) 1.0 (ref)
mlm2 178 83 0.6 (0.4-0.8) 1.1 (0.8-1.5)
m2m2 22 9 0.5(0.2-1.1) 1.0 (0.4-2.5)
mlm2 + m2m2 200 92 0.6 (0.4-0.8) 1.1 (0.8-1.5)
(Continued)
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“Adjusted for study number, age (<54, 54-95), race, alcohol use (never/ever)
and smoking (never/ever) where appropriate.

“Q test (P): mIm2 = 0.973, m2m2 = 0.403, mlm1 + m12m2 = 0.980; Eggers
test (P): mIm2 = 0.666, m2m2 = 0.327, mIm1 + m2m2 = 0.515.

“Healthy controls: includes 2 studies with healthy controls; Hospital controls:
includes 4 studies with hospital controls; 2 studies were excluded from this
subanalysis because it consisted of both hospital and healthy controls com-
bined; Other = African Americans, Africans, Asians, Latinos, and other eth-
nicities not specified.

“Alcohol use (never/ever) was excluded from the adjustment due to collinearity.

meta-analysis and pooled analysis showed a significant associa-
tion between oral and pharyngeal cancer and the homozygous
variant genotype of the CYPIAI Mspl polymorphism. In addi-
tion, the data suggest that the combined effect of GSTM1 and
CYPIAI may be associated with oral and pharyngeal cancers. In
the meta-analysis, the GSTMI null genotype was not found to be
associated with oral and pharyngeal tumors in whites. Sensitivity
analysis of the Asian studies identified a data set that determined
the heterogeneity. This result suggests that differences in oral and
pharyngeal cancer risk factors may be present according to the
geographic origin of the subjects. Ethnic differences in the associ-
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Table 6
Overall and stratified odds ratios of the association of CYPIAI (exon7)
polymorphism with oral and pharyngeal cancers—
pooled analysis

Controls  Cases Crude
CYPIAI (exon 7) (N) (N)  OR(95% CI)

Adjusted
OR* (95% CI)

No. studies for CYPIAI (exon 7) = 10

N = 3814 2295 1519
Tle/Tle 1778 1183 1.0 (ref) 1.0 (ref)
Ile/Val 479 298 0.9 (0.8-1.1)" 1.0 (0.8-1.1)
Val/Val 38 38 1.5(1.0-2.4)"  1.5(0.9-2.4)
Ile/Val + Val/Val 517 336 1.0 (0.8-1.1)" 1.0 (0.8-1.2)
Never smokers (N = 1194)
741 453
Tle/lle 568 352 1.0 (ref) 1.0 (ref)
1le/Val 159 94 1.0(0.7-1.3) 1.0 (0.7-1.3)
Val/Val 14 7 0.8(0.3-2.0) 0.9 (0.3-2.2)
Ile/Val + Val/Val 173 101 0.9 (0.7-1.2) 1.0 (0.7-1.3)
Current (N = 10438)
533 515
1le/lle 403 392 1.0 (ref) 1.0 (ref)
1le/Val 123 104 0.9(0.7-1.2) 0.9 (0.6-1.2)
Val/Val 7 19 2.8(1.2-6.7) 2.3 (0.9-5.8)
Ile/Val + Val/Val 130 123 1.0(0.7-1.3)  1.0(0.7-1.3)
Ever smokers (N = 1751)
832 919
Tle/lle 641 712 1.0 (ref) 1.0 (ref)
Tle/Val 180 179 0.9 (0.7-1.1) 0.9 (0.7-1.1)
Val/Val 11 28 23(1.1-4.6) 2.2 (1.1-4.5)
Ile/Val + Val/Val 191 207 1.0 (0.8-1.2) 1.0 (0.8-1.2)
Never drinkers (N = 144)
81 63
1le/lle 66 56 1.0 (ref) 1.0 (ref)
Tle/Val 14 6 0.5(0.2-1.4) 0.3 (0.1-1.3)
Val/Val 1 1 1.2(0.1-19.3) 4.9 (0.3-92.3)
Ile/Val + Val/Val 15 7 0.6(0.2-1.4) 0.5 (0.1-1.7)
Ever drinkers (N = 1115)
534 581
Tle/lle 405 476 1.0 (ref) 1.0 (ref)
1le/Val 121 92 0.7 (0.5-0.9) 0.8 (0.5-1.0)
Val/Val 8 13 1.4(0.6-3.4) 2.0 (0.8-5.0)
Ile/Val + Val/Val 129 105 0.7 (0.5-0.9) 0.8 (0.6-1.1)
(Continued)
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Table 6
(Continued)
Controls  Cases Crude Adjusted
CYPIAI (exon 7) (N) (N) OR (95% CI)  OR“(95% CI)
Healthy controls (N = 1.876)°
1286 590
Tle/lle 952 442 1.0 (ref) 1.0 (ref)
Ile/Val 305 128 0.9 (0.7-1.1) 0.8 (0.6-1.0)
Val/Val 29 20 1.5 (0.8-2.7) 1.0 (0.5-1.9)
Ile/Val + Val/Val 334 148 1.0 (0.8-1.2) 0.8 (0.6-1.0)
Hospital controls (N = 1787)¢
949 838
Tle/lle 782 686 1.0 (ref) 1.0 (ref)
Ile/Val 158 143 1.0 (0.8-1.3) 1.0 (0.8-1.3)
Val/Val 9 9 1.1 (0.4-2.9) 1.1 (0.4-2.6)
Ile/Val + Val/Val 167 152 1.0 (0.8-1.3) 1.0 (0.8-1.3)
‘Whites (N = 2085)
1095 990
1le/lle 872 793 1.0 (ref) 1.0 (ref)
Ile/Val 207 180 1.0 (0.8-1.2) 0.9 (0.8-1.2)
Val/Val 16 17 1.2 (0.6-2.3) 1.1 (0.5-2.3)
Ile/Val + Val/Val 223 197 1.0 (0.8-1.2) 1.0 (0.8-1.2)
Asians (N = 261)
189 72
Tle/Tle 122 45 1.0 (ref) 1.0 (ref)
Ile/Val 61 18 0.8 (0.4-1.5) 0.7 (0.4-1.3)
Val/Val 6 8 3.5(1.2-10.8) 3.5 (1.0-12.6)
Ile/Val + Val/Val 67 26 1.0 (0.6-1.8) 0.9 (0.5-1.7)
Other (N = 1468)
1011 457
Tle/Tle 784 344 1.0 (ref) 1.0 (ref)
Ile/Val 211 100 1.1 (0.8-1.4) 1.0 (0.7-1.3)
Val/Val 16 13 1.9 (0.9-3.9) 1.4 (0.6-3.2)
Ile/Val + Val/Val 227 113 1.1 (0.9-1.5) 1.0 (0.8-1.4)

“Adjusted for study number, age (<54, 54-95), sex, race where appropriate.
bQ test (P): Ile/Val = 0.435, Val/Val = 0.425, Ile/Val + Val/Val = 0.282; Eggers
test (P): Ile/Val = 0.968, Val/Val = 0.766, Ille/Val + Val/Val = 0.967.
“Healthy controls: includes 4 studies with healthy controls; hospital controls: in-
cludes 5 studies with hospital controls; one study was excluded from this subanaly-
sis because it consisted of both hospital and healthy controls combined. Other =
African Americans, Africans, Latinos, and other ethnicities not specified.

ation between metabolic polymorphisms and tobacco related
cancers may be related to gene-gene interactions, different link-
ages to the polymorphisms determining oral and pharyngeal can-
cer risk, and different lifestyles. For example other forms of to-
bacco in addition to tobacco smoke, such as chewed tobacco with
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Table 7
The association of GSTM1, CYP1A1I polymorphisms with oral and
pharyngeal cancers according to tumor site—pooled analysis

Table 8
Overall and stratified odds ratios of the association of GSTM1/CYP1A1 MspIl
polymorphism with oral and pharyngeal cancers—pooled analysis

Crude Adjusted
Controls Cases OR (95% CI) OR (95% CI)

Controls  Cases Crude
GSTM1/CYP1A1 Mspl (N) (N)

Adjusted
OR (95% CI)  OR“" (95% CI)

GSTM]1° Oral cavity (N = 7306)

5329 1977
Present 3002 1070 1.0 (ref) 1.0 (ref)
Null 2327 907 1.1(1.0-1.2) 1.1(1.0-1.2)
Pharynx (N = 5807)
5329 478
Present 3002 232 1.0 (ref) 1.0 (ref)
Null 2327 246 1.4 (1.1-1.7) 1.3 (1.1-1.6)
CYPI1AI Mspl” Oral cavity (N = 3936)
2581 1355
mlml 1415 687 1.0 (ref) 1.0 (ref)
mlm2 980 507  1.1(0.9-1.2) 1.2(1.0-1.5)
m2m2 186 161 1.8 (1.4-2.2) 2.0(1.3-3.1)
mlm2 + m2m2 1166 668 1.2(1.0-1.4) 1.3(1.1-1.6)
Pharynx (N = 2708)
2581 127
mlml 1415 109 1.0 (ref) 1.0 (ref)
mlm2 980 18 0.2(0.1-0.4) 1.1(0.6-2.1)
m2m2 186 0 — —
mlm2 + m2m2 1166 18  0.2(0.1-0.3) 1.0 (0.5-1.9)
CYPIAI (exon7) Oral cavity (N = 3102)
2083 1019
1le/1le 1608 795 1.0 (ref) 1.0 (ref)
Ile/Val 439 201 0.9(0.8-1.1) 0.9 (0.7-1.1)
Val/Val 36 23 1.3(0.8-2.2) 1.1(0.6-1.9)
Ile/Val + Val/Val 475 224 1.0(0.8-1.1) 0.9 (0.8-1.1)
Pharynx (N = 2351)
2083 268
1le/1le 1608 208 1.0 (ref) 1.0 (ref)
Ile/Val 439 51 0.9(0.7-1.2) 1.0 (0.7-1.4)
Val/Val 36 9 19(0.9-4.1) 1.8(0.8-4.0)
1le/Val + Val/Val 475 60 1.0(0.7-1.3) 1.1(0.8-1.5)

“Adjusted for study number, age (<54, 54-95), sex, and smoking (never/ever)
where appropriate.

"Adjusted for study number, age (<54, 54-95), race, smoking (never/ever),
and alcohol use (never/ever) where appropriate.

“Adjusted for study number, age (<54, 54-95), sex, race where appropriate.

areca nut or wrapped in betel quid or pan'®! are used in certain
geographic areas. We were unable to evaluate the other ethnic
groups because of heterogeneity among the studies included in
this very mixed stratum.

380

No. studies: 8

N = 4004 2536 1468
+/mlml 809 419 1.0 (ref) 1.0 (ref)
+/mlm2 608 292 0.9(0.8-1.1) 1.4 (1.0-1.8)
+/m2m2 116 96 1.6 (1.2-2.2) 2.4 (1.4-4.2)
+/mlm2 + m2m2 724 388 1.0 (0.9-1.2) 1.5 (1.1-2.0)
—/mlml 571 368 1.2 (1.0-1.5) 1.3 (1.0-1.7)
—/mlm2 362 228 1.2 (1.0-1.5) 1.3 (1.0-1.7)
—/m2m2 70 65 1.8 (1.3-2.6) 1.9 (1.0-3.9)
—/mlm2 + m2m?2 432 293 1.3 (1.1-1.6) 1.3 (1.0-1.8)
Never smokers (N = 2098)
1304 794
+/mlml 407 196 1.0 (ref) 1.0 (ref)
+/mlm2 332 195 1.2 (1.0-1.6) 1.5 (1.0-2.1)
+/m2m?2 63 58 1.9 (1.3-2.8) 2.3 (1.2-4.3)
+/mIm2 + m2m2 395 253 1.3 (1.1-1.7) 1.6 (1.1-2.2)
—/mlml 239 166 1.4 (1.1-1.9) 1.6 (1.1-2.3)
—/mlm2 226 138 1.3 (1.0-1.7) 1.3 (0.9-1.9)
—/m2m2 37 41 2.3(1.4-3.7) 2.1 (0.9-4.6)
—/mlm2 + m2m2 263 179 1.4 (1.1-1.8) 1.4 (0.9-2.0)
Ever smokers (N = 1285)
743 542
+/mlml 245 182 1.0 (ref) 1.0 (ref)
+/mlm2 163 79 0.7 (0.5-0.9) 1.2 (0.7-2.0)
+/m2m?2 27 25 1.3 (0.7-2.2) 2.9 (1.0-8.8)
+/mlm2 + m2m2 190 104 0.7 (0.5-1.0) 1.3 (0.8-2.3)
—/mlml 196 168 1.2 (0.9-1.5) 1.0 (0.7-1.5)
—/mlm2 93 74 1.1 (0.8-1.5) 1.3 (0.7-2.2)
—/m2m?2 19 14 1.0 (0.5-2.0) 1.7 (0.3-8.4)
—/mIm2 + m2m2 112 88 1.1 (0.8-1.5) 1.3 (0.8-2.2)
Oral cavity (N = 3880)
2536 1344
+/mlml 809 369 1.0 (ref) 1.0 (ref)
+/mlm2 608 285 1.0 (0.9-1.2) 1.4 (1.0-1.8)
+/m2m?2 116 96 1.8 (1.4-2.4) 2.5 (1.4-4.2)
+/mIm2 + m2m2 724 381 1.2 (1.0-1.4) 1.5 (1.1-2.0)
—/mlml 571 312 1.2 (1.0-1.4) 1.3 (1.0-1.6)
(Continued)
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Table 8
(Continued)
Controls  Cases Crude Adjusted
GSTM1/CYPIAI Mspl (N) (N) OR (95% CI)  OR“ (95% CI)
—/mlm2 362 217 1.3 (1.1-1.6) 1.3 (0.9-1.8)
—/m2m?2 70 65 2.0 (1.4-2.9) 2.0 (1.0-4.0)
—/mIm2 + m2m2 432 282 1.4 (1.2-1.7) 1.3 (1.0-1.8)
Pharynx (N = 2660)
2536 124
+/mlml 809 50 1.0 (ref) 1.0 (ref)
+/mlm2 608 7 0.2 (0.1-0.4) 1.7 (0.6-5.1)
+/m2m2 116 0 — —
+/mIm2 + m2m2 724 7 0.2 (0.1-0.4) 1.7 (0.6-4.7)
—/mlml 571 56 1.6 (1.1-2.4) 1.5 (0.9-2.6)
—/mlm2 362 11 0.5 (0.3-1.0) 1.0 (0.4-2.4)
—/m2m2 70 0 — —
—/mIm2 + m2m2 432 11 0.4 (0.2-0.8) 0.9 (0.4-2.1)

“Adjusted for study number, race, smoking status (never/ever), and alcohol
use (never/ever) where appropriate.

Previous meta-analysis and pooled analysis have reported
an association between the GSTMI null genotype and head
and neck tumors,*-42 but did not analyze ethnic specific or
subsite specific differences. We were able to evaluate ethnic
specific and subsite specific differences in the pooled analysis.
We confirmed that there was no association of the GSTM1I null
genotype with oral and pharyngeal cancers in whites. In con-
trast to the meta-analysis, there was also no association ob-
served for Asians (OR: 1.2,95% CI: 0.8 -1.8). This difference in
result may be attributed to differences in the number of sub-
jects in the meta-analysis and pooled analysis (2313 Asian sub-
jects in the meta-analysis versus 681 in the pooled analysis).
Although not statistically significant, African American and
African populations seemed to be almost two times more likely
to have the GSTM1I null genotype. (Adj OR: 1.7, 95% CI: 0.9—
3.3). This lack of statistical significance might also be attrib-
uted to the small number of African American and African
subjects included in this pooled analysis.

Although the head and neck tumors have been historically
grouped together because of the similar risk factors involved in
their etiology, several authors suggest that the role of genetic
susceptibility might be different in the head and neck sub-
sites. 4839294 The oral cavity, pharynx, and larynx are unique
structures with different functions and possibly different sen-
sitivities to carcinogens, especially alcohol and tobacco. Stud-
ies suggest that HPV may be the etiologic agent involved in
most pharyngeal tumors (particularly those in the orophar-
ynx).102103 The presence of HPV along with the polymor-
phisms of the genes in question would certainly be relevant to
our analysis. However, these data were not available in the
studies included in this meta-analysis and pooled analysis. In
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the pooled analysis, a difference in risk for oral and pharyngeal
tumors was seen for the CYPIAI Mspl variant, with oral cavity
tumors statistically significantly associated with the m1m2and
m2m2 variant genotypes. We also observed that the combina-
tion of GSTM1 deletion and CYPIAI Mspl variant was signif-
icantly associated with oral cavity cancer but not with pharyn-
geal cancer.

There is great discrepancy in the literature as to the associa-
tion of CYPIAI genotypes with various smoking related can-
cers.1220:41:43,104 The pooled analysis results confirm the asso-
ciation found in the meta-analysis for the variant allele of the
CYPIAI Mspl polymorphism (m2/m2) and oral and pharyn-
geal cancers. Regarding the CYPIA1 exon 7 polymorphism, the
pooled analysis revealed that the association of the Val/Val
genotype with oral and pharyngeal cancers was limited only to
ever smokers. One caveat is the possibility that individuals
could have been misclassified because most of the earlier stud-
ies used a laboratory method that may not accurately distin-
guish between the exon 7 variant alleles having a C2455 base
change and another recently described allele having a C2453
base change.2

The pooled analysis showed a role of tobacco consumption
on the association between GSTM1 deletion and oral and pha-
ryngeal cancer, that could be explained by the involvement of
this enzyme in the metabolism of PAHs. However, there is no
consistent evidence supporting this association. Some studies
have found a higher level of DNA adducts and chromosome
damage in lymphocytes of coke oven workers, bus drivers and
tobacco smokers who lack the GSTM1 gene,>*105-108 whereas
others failed to find a significant relationship.!°®11° The same
can be said for CYPIAI polymorphisms.2+10%111.112 When we
stratified the pooled analysis by smoking status we also ob-
served that combined effects of GSTMI null and CYPIAI Mspl
were only present among nonsmokers. This might seem con-
troversial because it has been demonstrated that smokers with
high activating CYP1A1/low deactivating GSTM1 genotypes
tend to have higher benzo[a] pyrene diolepoxide-DNA ad-
ducts.24113114 Tt has been suggested that the role of CYPIAI
and GSTM1 on lung cancer risk might be more important at
low levels of exposure, but these findings need further investi-
gation.*> Other risk factors such as alcohol must be into ac-
count. Alcohol might act as a solvent for other carcinogens, or
perhaps generate and exacerbate coincident inflammation and
modify the effect of susceptibility for tobacco.®115 It might also
be recommendable to assess the combined effects among other
polymorphisms of the GST and CYP genes (GSTM3, GSTT1I,
GSTP1, CYPIA2), and of other genes involved in the detoxifi-
cation of tobacco and alcohol such as N-acetyltransferases
(NATI, NAT2), microsomal epoxide hydrolase, UDP-glucu-
ronosyltransferases, and alcohol dehydrogenase.20:41,100,116-120

The presence of heterogeneity and/or publication bias may
compromise the interpretation of the meta-analyses and result
in an erroneous and potentially misleading conclusion. We
performed sensitivity and stratified analyses to identify the
sources of heterogeneity. Potential sources of heterogeneity
include ethnic group, sample size, tumor location, case-con-
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trol recruitment and tobacco and alcohol consumption, most
of which were easily evaluated in the pooled analysis. A general
limitation to the results obtained with both the meta-analysis
and the pooled analysis is the potential selection bias that may
have been introduced by a poorly defined study base. Some of
the publications do not provide sufficient details on the char-
acteristics of the cases and controls, the way controls have been
recruited or even the period where this occurred.6677:79.858892.94 Iy
some hospital-based studies information on the causes for hospi-
tal admission were not provided. Nevertheless, we were able to
evaluate the influence of control group source in this analysis.

There were 18 published studies that were excluded from the
meta-analysis because they included laryngeal cases and did
not provide site-specific data.5>-¢° This unavoidable exclusion
was a major loss of the literature. Efforts were made to obtain
these datasets for inclusion in the pooled analysis; we were
successful in obtaining 6 of the 18 datasets.>7:5%65:66.69.87 How-
ever, the potential for publication bias in the pooled analysis
cannot be dismissed because the datasets did not entirely rep-
resent all of the published studies. Nonetheless, we did not
observe any evidence of publication bias for the overall associ-
ations of GSTM1 or CYPIAI with oral and pharyngeal cancers.

An important shortcoming to the investigation of the gene-
environment effects is the possibility of misclassification of
exposure. The categorization of individuals as never/ex/cur-
rent/ever smokers could be inaccurate and not sufficiently
standardized across studies.””:79-81:8892.94 Misclassification of
exposure could lead to biased results so this must be taken into
account when interpreting the findings. It would be preferable
to further characterize tobacco consumption as lifetime expo-
sure (pack-years), but in the present meta-analysis and pooled
analysis this was not possible because of the heterogeneous
categorization of the smoking habits. In the majority of studies
there was no information of alcohol intake, thus making it
impossible to stratify for this factor.

Laboratory methods

The methods for determining the gene polymorphisms dis-
cussed in this review are described in each article. The majority
of the studies used genomic DNA extracted from lymphocytes
with PCR as the method for genotyping.

CONCLUSIONS

Overall, the association of GSTM1I deletion and oral and
pharyngeal cancers may be dependent upon ethnicity. A pos-
sible association observed for Asians and African American/
African groups and not for whites cannot be ruled out. The
CYPIAI exon 7 polymorphism was associated with oral and
pharyngeal cancer only for ever smokers, when studied inde-
pendently in the pooled analysis, although the CYPIAI Mspl
variant homozygote allele (m2/m2) was significantly associ-
ated with this cancer in both the meta-analysis and pooled
analysis. When analyzing the complete genotype of GSTM1
deletion and CYP1A1 Mspl polymorphism, the risk of oral and
pharyngeal cancers seems to be higher for never smokers than
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for ever smokers. It should be highlighted that the results of the
pooled analysis varied according to the type of controls con-
sidered, indicating that a selection bias might be present in
some studies and therefore the results should be considered
with caution. There is no indication at this point for popula-
tion testing of these genes as risk factors for oral and pharyn-
geal cancer.
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Tobacco consumption and oral and pharyngeal cancer in a Spanish
male population.

ABSTRACT

The incidence of oral and pharyngeal cancer in Spain is among the highest in
Europe. A hospital-based case-control study was carried out in NW Spain to
investigate the role of tobacco in this population. The study included 92
incident male cases and 230 male hospital controls. Tobacco smoking was
strongly associated with oral and pharyngeal cancer (ORever smokers= 27.7). The
risk for black tobacco (OR=33.1) was approximately double that of blond
tobacco (OR=15.4). A very strong interaction was found with alcohol
consumption. Leaving the habit reduced the risk immediately and risks were

significantly lower when smoking started at later ages.

Key words

“mouth neoplasms”, “pharyngeal neoplasms”, “case-control study”, “smoking”, “risk

factors”.



INTRODUCTION.

Cancer of the oral cavity and pharynx account for approximately 6% of all
cancer cases in men and 3% of all cancers in women in the world [1]. Spain is
the third European Community Country with the highest incidence rates of oral
cavity cancer in males and trends are rising since 1983 [2]. The mortality rates in
Galicia and other regions of Northern Spain are among the highest in our

country.

Tobacco and alcohol have been recognized as the main risk factors for oral and
pharyngeal cancers. Approximately 75-80% of these tumors are attributed to
both factors [3, 4]. Epidemiologic studies performed in all continents have
found an increased risk in smokers, but risk estimates exhibit important
differences, finding that risks are excessively high in some countries of Latin
America, Spain and Italy [4-9]. Results are inconsistent as to when carcinogenic
effect begins (cigarette dose and duration of habit), how accumulative tobacco
consumption and age at starting smoking influences risk and the time that must
elapse before the risk of an ex-smoker equals that of a non-smoker. It is known
that there is an interaction between tobacco and alcohol consumption, although

the risk posed by different studies varies.

The objective of this study is to investigate the role of tobacco in the risk of oral
and pharyngeal cancer in a Spanish population and assess the possible

synergism with alcohol.



MATERIALS AND METHODS.

Design, subjects and settings.

Between 1996 and 2000 a hospital-based case-control study was carried out in
the Santiago de Compostela Public Health Care Area (Galicia, NW Spain). A
total of 93 consecutive-incident male cases with histopathologically confirmed
diagnosis of primary oral or pharyngeal cancers (International Classification of
Diseases-10" revision (ICD-10) locations C00-C14) were considered for study
entry. The study was restricted to newly diagnosed patients over 20 years

without a prior history of cancer. Tumors of the lip were excluded.

After consecutive sampling, a total of 236 male controls were selected from
patients attending the Hospital Complex Preoperative Unit in the same period
for non-smoking and non-alcohol related trivial surgery. Control patients
should not have suffered from cancer and should not have had any oral disease.
Subjects under 20 years were excluded. The type of surgery for controls
comprised inguinal hernias, cataracts and orthopedic surgery. Informed
consent was obtained from all study subjects prior to the interview. Only one
case and 6 controls refused to participate in the study. The study protocol was

approved by the Galician Ethical Research Committee.
Data collection and information retrieval

All study subjects were interviewed using a structured questionnaire. All
interviews of case subjects were carried out prior to any major medical
procedure that could potentially affect patient’s habits or their ability to
communicate or to recall information. The subjects were questioned about
demographic and socioeconomic aspects and risk factors for oral and
pharyngeal cancer, with a special emphasis on tobacco and alcohol use. For

cases, the interview was before 15 days from diagnosis.

Smoking status was recorded as ever-smokers, current and ex-smokers. Ever-
smokers were defined as those that smoked at least one cigarette per day for a
minimum period of 6 months. Current smokers were defined as those having

the habit at the time of the interview or within the six months before the



recruitment date. Ex smokers were defined as those who had quit more than six

months earlier. Lifetime tobacco consumption was expressed as pack-years.

The frequency of alcohol consumption was recorded as never, occasional, one
to six times per weeks and daily. For regular drinkers, the number of drinks
consumed per day or per week was ascertained. Alcohol consumption was
measured in “standard drink units” (SDUs), being one Spanish SDUs (1 glass
of wine/1 beer/1 appetiser) equivalent to 10 g of alcohol and accounting
distilled spirits for 2 SDUs [10]. Individuals were classified as non/light
drinkers when they consumed less than 2 SDUs per day, moderate/heavy
drinkers when they consumed 3-8 SDUs per day, very heavy drinkers when
they drunk 8-12 SDUs per day and excessive drinkers when they consumed
more than 12 SDUs per day. A category of non drinkers was not established

because there were only 2 alcohol abstainers in the case group.

Occupations were classified as high or low risk taking into account the results
of previous investigations on the association between occupation and oral and

pharyngeal cancers [11-15].
Statistical analysis.

Data was analyzed using multivariate unconditional logistic regression models
to obtain odds ratio (OR) with their 95% confidence intervals (CI). The
regression models were adjusted for age, alcohol consumption in gr/week, high
risk occupations and education level. The dependent variable was subject’s case
or control status. As independent variables, the following were analyzed in
successive models: a) smoking status, b) type of tobacco, c¢) smoking amount
(cig/day), d) duration of habit, e) lifetime tobacco consumption (pack-yrs), f)
years since quitting smoking, g) age at starting smoking and h) interaction with

alcohol in a stratified fashion.

In order to explore the risk of oral and pharyngeal cancer among ex-smokers,
these subjects were grouped into two categories (1-10 years and > 10 years of
abstinence). The age of initiation was also categorized to study the effect of this

variable, with the reference category being those that started to smoke after the



age of 15. In addition to age, alcohol consumption, occupation and education
level, these regression models were also adjusted for lifetime tobacco

consumption.

To examine the extent to which oral and pharyngeal cancer is associated with
cigarette smoking among never/light drinkers and moderate/heavy drinkers
we carried out a stratified analyses of these groups, calculating the odds ratios
per lifetime tobacco consumption for different alcohol consumption categories.

All the analyses were performed with SPSS 11.5 statistical package.



RESULTS.

The study population comprised a total of 322 male subjects, 92 cases and 230
controls. Table 1 summarizes the demographic and lifestyle sample
characteristics. Smoking and alcohol consumption were more frequent among

cases than controls.

The multivariate analysis showed that tobacco smoking was strongly associated
with oral and pharyngeal cancer (ORever smokers= 27.7 CI95% 6.07-126.3). Current
smokers showed about a 2 fold increased risk in comparison to ex-smokers. The
risk for smokers of black tobacco (OR=33.1 CI95% 6.03-168.8) approximately
doubled that of blond tobacco smokers (OR=15.4 CI95% 2.8-84.9) (table 2).

When we analyzed the intensity of smoking we found that the overall risk was
approximately twofold in subjects that smoked more than 20 cigarettes per day
in comparison to those that smoked between 1-20 cigarettes per day (table 3).
The risk for current smokers was very high with independence of the amount
smoked per day (OR1-20 cig/day=42.8 CI95% 0.41-148.3; OR>20 cig/day=46.9 CI95%
3.4-871.5). For ex-smokers the ORs estimates appeared to be only statistically
significant for those subjects that smoked more than 20 cigarettes per day

(OR=30.8 CI95% 2.5-384.6).

Analysis of smoking duration showed that the risk of oral and pharyngeal
cancer remained fairly constant in the first 30 years of smoking, but doubled
after that time (table 3). The relationship between lifetime tobacco consumption
(pack-years) and oral and pharyngeal cancer risk followed a strong, dose-
response like relationship overall (OR 140 pack-years=15.6 CI95% 2.8-87.1; OR>40 pack-
years= 46.5 CI95% 8.2-264.2). For ex-smokers the risk was only relevant in the
category of subjects that consumed more than 40 pack-years, reaching in this

group a similar value to that found in current smokers.

When we explored the association with years since quitting smoking we found
that the risk in ex-smokers experienced important reductions within the first 10
years of leaving the habit, even though these reductions were only significant

after 10 years since quitting (table 4). Analyzing the relationship with age at



starting smoking we found that risk estimates were slightly higher for those
that started smoking before the age of 15 than those that started this habit at

later ages.

Table 5 shows the risk of oral and pharyngeal cancer according to tobacco
smoking related characteristics among non/light drinkers and moderate/heavy
drinkers. Non drinkers were grouped together with light drinkers because there
were only 5 cases that consumed less than 2 drinks per day. In comparison to
non-smokers, smokers that were non/light drinkers showed non-significant
risk estimates. The magnitude of the risk in this group seemed to increase with
frequency and pack-years of cigarette smoking but did not reach significant
levels. In moderate to heavy drinkers strong associations were found for all
smoking categories analyzed and risks increased considerably with cigarette

consumption, duration and cumulative exposure.



DISCUSSION.

Cigarette smoking is a very strong risk factor for oral and pharyngeal cancer in
the Galician population (NW Spain). The magnitude of the risk is very high in
comparison to those reported in previous case-control studies [4, 6, 7, 16-22]. A
strong synergistic effect with alcohol consumption is shown. Significantly lower
risks of oral and pharyngeal cancer were found for those that started smoking

at later ages in comparison to those starting younger.

Similar excessive risks associated with tobacco have been reported in our area
for other smoking related cancers such as oesophageal [23] and lung cancer [24].
Even though we do not have incidence data for oral and pharyngeal cancer in
Galicia, mortality rates suggest that it is among the highest in Spain and thus in
Europe, suggesting that this region might have different tobacco consumption

or smoking patterns modifying risk factors for these cancers [21, 25].

The widespread use of black tobacco in this region might be partly responsible
for the high risk observed. 88% of the cases and 79% of the controls smoked
black tobacco. Many studies are consistent with the fact that the risk of
developing tobacco-related cancers is higher among black tobacco smokers than
blond tobacco smokers [26-30]. In agreement with this, it can be seen that
studies that have been carried out in countries where black tobacco is common
(South Europe and Latin America) [5, 7-9, 22, 31-34] show higher risks for oral
and pharyngeal cancer than those carried out in countries where the main type
of tobacco consumed is blond (North America and Western Europe) [35, 36].
Furthermore, in the present study we found that blond tobacco smokers seemed
to experience significant risks only after high lifetime consumptions but this
association could not be properly analyzed due to the fact that only 11 cases
were blond-tobacco smokers (data not shown). The results published by
Castellsagué et al [4] in the largest case-control study carried out in Spain seem
to support this theory as do other studies carried out in countries where blond

tobacco is predominant [36, 37] .



The higher concentrations of carcinogenic substances such as N-nitrosamine
and 2-naphtylamine in black tobacco smoke in comparison to blond tobacco
[38] could clearly explain the pattern observed with tobacco type. Since in the
present study nearly 100% of black tobacco smoked is of traditional Spanish
brands it can not be dismissed that other variables such as paper composition,
types of additives, type of filter, and inhalation patterns might also be

implicated in the high risk observed [39].

When we investigated the risk in current smokers we observed that the risk was
very high with independence of smoking amount or habit duration. This
pattern of risk is not shared by some of the previous studies where they found a
clear dose-response relationship with smoking amount and habit duration [5, 6,
8, 18]. Even though these findings are unclear we hold the hypothesis that they
could be partly attributed to the very high alcohol consumption in our
population, in comparison to other regions [40]. In fact, in the present study
around 70% of cancer cases were heavy to excessive drinkers. It is recognised
that chronic alcohol consumption can interfere with nutritional intake or
bioavailability, enhance the penetration of carcinogens within the oral mucosa,
reduce immune function, cause genotoxicity or enhance activation of
carcinogenic agents, diminish folate intake or interfere with DNA repair or

inhibit carcinogenic detoxification [41-45].

Regarding ex-smokers, they presented significant risks only after long lifetime
accumulative exposures and risk decreased soon after leaving the habit, even
though reductions were only significant after 10 years of ceasing smoking.
Previous studies are inconsistent as to the time that must elapse before risk in
ex-smokers returns to baseline levels, ranging values from immediately after
[32, 36] to over 20 years of ceasing smoking [4, 20]. These differences suggest
that the association between oral and pharyngeal cancer is very complex and
that there might be different factors involved in accumulation and reparation of

genetic events that lead to cancer.
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One interesting result found was the significantly higher risk observed for
smokers that started the habit before the age of 15 in comparison to those that
started the habit at later ages. Support for the observation of a decline in risk
with an increase in the age of initiation is found in some early studies [5, 22, 46]
and can be partly explained by the fact that smoking may be responsible for
physiological changes among young smokers, entailing an increase in the

persistence of DNA adducts [24].

We observed that the risk was not significant for any of the categories evaluated
in the non/low drinking subgroup. Such findings are consistent with other
available evidence [47, 48] but the very low number of non/light drinkers (n=4)

in our study greatly decreases the precision of the estimates for this subgroup.

The present study has some other limitations. Case-control studies can be easily
influenced by information or selection bias. To avoid selection bias we have
tried to identify all incident cases of oral and pharyngeal cancer by reviewing
anatomopathology results in collaboration with clinicians. The bias in the
selection of control subjects was also minimized by excluding patients with
other oral and pharyngeal conditions, other cancers or other conditions
potentially related to alcohol and smoking consumption. The participation in
our study was very high (99% of cases, 97,3% of controls) and this is also a
guarantee that selection bias was minimal. It must be mentioned that a small
percentage of control interviews had to be carried out at home. It cannot be
dismissed that patients with less serious diseases (whether interviewed at home
or in hospital) underreport their alcohol and cigarette uptake and this would
overestimate the risk. Cases were interviewed before any treatment was
administered to avoid the interference of this on smoking and drinking habits.
Finally, the power of our study was hampered by the fact that we only had 2
cases that were non smokers. The fact that we included only male patients
might be a reason for this finding.

In conclusion, tobacco is a strong risk factor for oral and pharyngeal cancer in
the Galician Region. Black tobacco presents a higher risk than blond tobacco.

Our study displayed that leaving the habit reduces the risk immediately and

11



that risks are significantly lower when smoking starts at later ages, having this
important implications in terms of prevention. A very strong increase of the risk
of smoking was found with alcohol consumption indicating that smokers that
are high alcohol drinkers have many more chances of developing oral and

pharyngeal cancer.
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Table 1. Distribution of subjects according to demographic variables

Characteristics of patients Controls Cases
(n=230) (n=92)
Age
Range 23-86 34-83
Mean (CI95%) 60.5 (58.83-62.11) 55.02 (52.73-57.31)

Education level

No studies accounted for
Primary school
Secondary school
University

Smoking status
Never smoker

Former smoker
Current smoker

Smoking amount* (cigs/day)
1-20

21-40

> 40

Duration of smoking habit in years*
Mean (CI95%)

1-20

21-30

31-40

> 40

Age of starting smoking*

Range

Mean (CI95%)

Drinking habit

Non/light drinker (< 2 SDUs per day) (0-140
gr/week)

Moderate/heavy drinker (2-8 SDUs per day)
(141-560 g/ week)

Very heavy drinkers (8-12 SDUs per day)
(561-840 g/ week)

Excessive drinkers (>12 SDUs per day) (> 841
g/ week)

High risk occupations
No
Yes

70 (30.4%)
135 (58.7%)
19 (8.3%)

6 (2.6%)

82 (35.7%)
81 (35.2%)
67 (29.1%)

98 (66.2%)
41 (27.7%)
9 (6.1%)

33.7 (31.2-36.2)
28 (18.9%)

34 (23%)
38 (25.7%)
48 (32.4%)

(8-51)
16.3 (14.8-17.8)

76 (33%)
102 (44.3%)
30 (13%)
22 (9.6%)

100 (43.5%)
130 (56.5%)

25 (27.5%)
63 (69.2%)
2 (2.2%)
1(1.1%)

2 (2.2%)
17 (18.5%)
73 (79.3%)

44 (48.9%)
38 (42.2%)
8 (8.9%)

35.3 (32.7-38)
6 (6.7%)

23 (25.6%)
31 (34.4%)
30 (33.3%)

(8-55)
11.4 (10.2-12.7)

5 (5.4%)
22 (23.9%)
22 (23.9%)

43 (46.7%)

15 (16.3%)
77 (83.7%)

SDSs=standard drink units (1 glass of wine/1 beer/1 appetizer drink)

*Percentages calculated for ever smokers.
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Table 2. Risk of oral and pharyngeal cancer according to smoking status and type of tobacco

smoked.

No of subjects (%)  OR crude! (95% CI)  OR adjusted? (95%CI)

Cases Controls

(n=92) (n=230)
Smoking status
Never smoker 2 82 1.00 (reference) 1.00 (reference)
Ever smokers 90 148 25.5 (6.1-107.7) 27.7 (6.1-126.3)
Current smokers 73 67 41.4 (9.8-175.4) 34.5 (7.5-157.8)
Ex-smokers 17 81 9.2 (2.1-41.6) 14.8 (2.9-73.5)
Type of tobacco
Blond 11 31 11.5 (2.4-55.7) 15.4 (2.8-84.9)
Black 79 105 36.2 (8.4-155.8) 33.1 (7.2-152.8)
Indistinctive 0 13 - -

1 Adjusted for age; 2 Adjusted for age, alcohol consumption in gr/week (4 categories),
occupations at risk (2 categories), education level (4 categories) and lifetime tobacco

consumption (3 categories).
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Table 3. Risk of oral and pharyngeal cancer according to smoking amount, duration of habit
and lifetime cigarette consumption (pack-years).

No of subjects (%)

Cases Controls OR crude? (95% CI) OR adjusted? (95%CI)
(n=92) (n=230)

Smoking amount
(cigs/day)?
Never smokers 2 82 1.00 (reference) 1.00 (reference)
Ever smokers
1-20 44 98 19.1 (4.4-82.1) 7.5 (1.02-54.7)
21-40 38 41 37.8 (8.6-166.4) 13.5 (1.7-104.9)
>40 8 9 35.4 (6.4-195.1) 15.8 (1.56-160.8)
Current smokers
1-20 39 38 39.1 (8.9-171.1) 42.8 (3.9-755.2)
>20 34 29 44.6 (10.0-198.0) 46.9 (3.4-871.5)
Ex-smokers
1-20 5 60 3.6 (0.67-19.5) 3.5 (0.3-36.7)
>20 12 21 23.8 (4.9-115.4) 30,8 (2.5-384.6)
Duration of
smoking habit (yrs)3
Never smokers 2 82 1,00 (reference) 1,00 (reference)
Ever smokers
1-20
21-30 6 28 7.6 (1.3-42.7) 7.8 (1.1-56.3)
31-40 23 36 20.8 (4.4-98.4) 8.3 (1.3-52.6)
>40 31 37 46.5 (9.5-227 4) 18.4 (2.9-117.3)
Current smokers 30 47 88.9 (15.8-501.2) 20.7 (2.9-143.5)
1-30
>30 25 22 32.5 (6.9-153.9) 24,5 (3.3-183.2)
Ex-smokers 48 45 46.6 (10.6-204.2) 24.2 (3.6-126.6)
1-30
>30 4 40 3.8 (0.65-22.6) 0.8 (0.07-8.5)

13 41 26.1 (4.4-155.6) 2.7 (0.23-31.8)
Lifetime tobacco
consumption (pack-
yrs)*
Never smokers 2 82 1.00 (reference) 1.00 (reference)
Ever smokers
1-40 36 88 15.5 (3.5-68.2) 15.6 (2.8-87.06)
> 40 54 60 51.65 (11.5-232.5) 46.5 (8.2-264.2)
Current smokers
1-40 31 34 30.0 (6.7-13.9) 27.5 (4.6-165.4)
> 40 42 33 54.8 (12.3-242.7) 40.0 (6.8-234.4)
Ex-smokers
1-40 5 54 4.05 (0.7-22.2) 4.4 (0.71-27.3)
>40 12 27 26.9 (4.99-145.2) 42.7 (6.6-278.05)

1 Adjusted for age; 2 Adjusted for age, alcohol consumption in gr/week (4 categories), habit
duration (3 categories), high risk occupation (yes/no) and education level; 3 Adjusted for age,
alcohol consumption in gr/week (4 categories), smoking amount (3 categories), high risk
occupation (yes/no) and education level; ¢ Adjusted for age, alcohol consumption in gr/week
(3 categories), high risk occupation (yes/no) and education level
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Table 4. Risk of oral and pharyngeal cancer according to years since quit smoking and age at
starting smoking.

No of subjects (%)

Cases Controls OR crude! (95% CI) OR adjusted? (95%CI)

(m=92)  (n=230)

Years since
quitting smoking

Current smokers 73 67 1.00 (reference) 1.00 (reference)
1-10 10 31 0.3 (0.14-0.7) 0.6 (0.2-1.5)
>10 7 50 0.1 (0.1-0.4) 0.3 (0.1-0.9)
Never smokers 2 82 1.00 (reference) 1.00 (reference)
1-10 10 31 13.7 (2.8-66.8) 3.5(0.4-28.7)
>10 7 50 6.2 (1.2-31.6) 2.9(0.4-20.7)
Age at starting

smoking

<15 years 49 55 1.00 1.00

> 15 years 58 93 0.4 (0.2-0.8) 0.5 (0.2-0.9)

1 Adjusted for age; 2 Adjusted for age, lifetime tobacco consumption (3 categories), alcohol
consumption in gr/week (4 categories), high risk occupation (yes/no) and education level (4
categories).
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Table 5. Risk of oral and pharyngeal cancer

Nony/light drinkers Moderate/heavy drinkers
(£2SDUs* a day) (> 2SDUs a day)
Cases Controls OR (95%CI)! Cases  Controls OR (95%CI)!
Smoking status
Never smokers 1 32 1.00 (reference) 1 50 1.00 (reference)
Ever smokers 4 44 3.7 (0.38-35.8) 86 104 449 (4.9-411.8)
Type of tobacco
Blond 1 10 3.5 (0.3-371) 10 21 18.5 (1.8-191.6)
Black 3 29 6.4 (0.3-142.9) 76 75 59.1 (6.4-546.3)
Smoking amount
(cigs/day)
1-20 2 30 2.4 (0.2-28.9) 42 68 324 (3.6-293.2)
>20 2 14 8.2 (0.6-11.2) 44 36 62.7 (6.9-569.7)
Duration of habit
(yrs) 2 20 4.3 (0.31-57.9) 27 42 20.3 (2.05-201.9)
1-30 2 24 3.2(0.2-43.7) 59 62 77.2 (7.8-757.5)
>30
Lifetime tobacco
consumption (pack-
yrs) 2 29 2.4 (0.2-29.3) 34 59 24.5 (2.6-228.8)
1-40 pack-years 2 15 8.4 (0.6-121.2) 52 45 74.4 (8.02-390.6)
> 40

* SDU= standard daily unit

1 Adjusted for age, high risk occupation (yes/no) and education level.
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ANEXO V. ARTICULO SOBRE LOS POLIMORFISMOS GENETICOS
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1. Introduction

Oral and pharyngeal cancers represent an important prob-
lem worldwide. The incidence and prevalence rates for these
tumors are double in men than in women. Cancers of the
oral cavity rank as the eighth most common cancer among
men, being responsible for 3% of the cancers diagnosed in
this gender [1]. Mortality rates are substantially lower than
incidence rates. According to the World Health Organization
(WHO) data, the standardized mortality rate for 2002 was
2.2 deaths per 100 000 population.

Tobacco and alcohol are the main risk factors for oral and
pharyngeal cancers. In USA and Europe, they are responsible
for 75-80% of these tumors [2, 3]. Epidemiologic studies
performed in all continents have found an increased risk
in smokers, which seems to rise with daily consumption

and duration [4-7]. There is also sufficient evidence to
conclude that excessive consumption of alcoholic beverages
is associated with oral and pharyngeal cancers, causing in
some cases risks higher than those found for smokers [8-10].

The reason why some individuals develop cancer and
others do not can be attributed, at least partly, to variations
in genetic polymorphisms responsible for metabolizing car-
cinogenic substances found in tobacco and alcohol. Although
many genes have been associated with metabolism of these
compounds, some with the highest rational of those being
involved are CYP1A1, mEH, and GSTM1.

The CYPIAI gene belongs to the CYP1 subfamily and
encodes for the enzyme aryl hydrocarbon hydrolase, which
is involved in the activation of many polycyclic aromatic
hydrocarbons and aromatic amines [11] and is present in
oral tissue [12]. This enzyme is implicated in the metabolism



of benzo[a]pyrene, a potent tobacco carcinogen. Various
studies have shown that CYPIA1 catalyzes the initial con-
version of benzo[a]pyrene to 7,8 dihydrodiol-9,10-oxide
[13, 14]. Two CYP1A1 polymorphisms have been related to
different tumors, including head and neck cancers. One of
these is a single-base substitution of adenine to guanine at
position 2455 in the heme-binding region of exon 7, which
induces an amino acid change in isoleucine to valine at codon
462, known as the Ile/ Val or exon 7 polymorphism (Ile 462
Val) or CYP1A1*2C. This mutation has also been referred
to as mutation m2. The Ile/Ile genotype corresponds to the
wild type, and Ile-Val and Val-Val to the heterozygous and
homozygous genotypes for the mutant allele, respectively
[15]. This mutation is rare in Caucasians, and is in complete
linkage disequilibrium with the CYP1A1 Mspl mutation
(CYP1A1#2B) [16].

The microsomal form of epoxide hydrolase is primarily
associated with the metabolism of exogenous xenobiotic
compounds. Its interest in oral and pharyngeal cancers
comes from the fact that it has been detected in all
tissues including the aerodigestive tract and catalyzes the
hydrolosis of arene, alkene, and aliphatic epoxides from
polycyclic aromatic hydrocarbons and aromatic amines [17].
Enzymatically, mEH catalyzes the hydrolysis of epoxides to
trans-dihydrodiols [18, 19]. Two polymorphisms in the mEH
gene have been reported [20, 21]. The first polymorphism
is produced as a consequence of a substitution of C — T
within exon 3 of the gene and results in a substitution of
His to Tyr in amino acid position 113. This polymorphism
is known as the “slow allele” since in vitro studies show a
40-60% decrease in enzyme activity in comparison to the
wild type. This allele is also known as HYL*2. In the second
polymorphism, G substitutes A in exon 4, leading to an
emplacement of histidine for arginine in the amino acid
position 139 (139 Arg — His). This polymorphism is known
as the fast allele HYL*3 since it produces a 25% increase in
enzyme activity in vitro. Tyr is the predominant amino acid
at the 113 position in Caucasian populations, and His is the
most predominant at position 139.

The glutathione S transferase (GST) comprises a family
of phase II detoxifying enzymes that catalyze a great number
of detoxification reactions that take place between the
cytosolic glutathione and compounds containing an electro-
filic centre [22]. The GST substrates include acetaldehyde
and several polycyclic aromatic hydrocarbons found in
tobacco smoke. The GSTMI is involved in the detoxification
of benzola]pyrene-7,8-diol-9,10-oxide [23]. Metabolism of
this carcinogen involves a balance between the activation
steps mediated by the epoxide hydrolase and the cytochrome
system and the detoxification steps, involving GSTM1, that
inhibit the activity of the DNA binding intermediates and
catalyze the conversion of the reactive electrophiles to
inactive, water-soluble conjugates that can be easily removed
[13]. Even though frequencies of GSTM1 null genotypes vary
among different ethnic groups, in white Caucasians, it is
deleted in approximately 50% of the population [24-33].

In the present case-control study, we aimed to examine
the relationship between the CYP1Al Ile/ Val, exon 4 mEH
(139 Arg — His), and GSTMI1 null genetic polymorphism
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and the risk of oral and pharyngeal cancers, investigating also
the association with smoking, drinking, and the gene-gene
interactions.

2. Patients and Methods

2.1. Design, Subjects, and Settings. The present hospital-
based case-control study was conducted at the Santiago
de Compostela University Hospital Complex (Galicia, NW
Spain) between January 1996 and January 2000. Data was
collected on a total of 92 incident Caucasian male cases
with histopathologically confirmed diagnosis of primary oral
or pharyngeal cancers. The study was restricted to newly
diagnosed patients over 20 years of age without a prior
history of cancer. For study purposes, tumors of the lip were
excluded.

A total of 130 consecutive controls were included from
patients attending the Hospital Complex Preoperative Unit
for nonsmoking- and nonalcohol-related trivial surgery. The
inclusion criterion for controls was absence of prior history
of cancer. Subjects under 20 years of age were excluded.
The types of surgical procedures controls were scheduled to
undergo mainly comprised inguinal hernias, cataracts, and
orthopedic surgery. Informed consent was obtained from all
study subjects prior to the interview and the extraction of
total blood. Only 1 case and 6 controls refused to participate
in the study. The study protocol was approved by the Galician
Ethical Research Committee.

2.2. Information Retrieval. All study subjects were inter-
viewed by a person purpose-trained to administer a struc-
tured questionnaire addressing various aspects of lifestyle,
with special emphasis on smoking habit, alcohol con-
sumption, occupation, and other activities related to the
development of oral and pharyngeal cancers. For cases, the
interview was done as soon as possible after cancer was
detected and always within 15 days from diagnosis. The
questionnaire used was previously applied to a group of
individuals fulfilling the characteristics of the subjects going
to be included and all questions with difficult interpretation
were duly amended.

2.3. Laboratory Methods. After cases and controls were
identified, whole blood samples of 6 mL were collected from
each subject in heparin-containing tubes. The samples were
stored at 4°C and centrifuged at 2800 rpm for at least 10
minutes within the next 24 hours. The three independent
fractions were isolated and stored at —84°C until analysis.
DNA was extracted from the buffy coat of middle layer
containing monocytes. The cells were washed with TE (10x)
and centrifuged at 3000 rpm during 10 minutes several times
until they were cleaned. The pellet was then treated with lysis
buffer and proteinase K in 1% SDS previous to the extraction
of DNA with phenol-chloroform and ethanol precipitation
similarly as previously described [34]. The DNA was precip-
itated in the presence of high concentrations of ammonium
acetate (to further purify the DNA) and resuspended in TE
to approximately 300 ug/mL. The genotyping assays were



Journal of Oncology

performed at the Molecular Medicine Unit of the Santiago
de Compostela University Hospital Complex.

Genotyping for GSTMI1 was carried out in the whole
sample using a modified PCR method described previously
[35]. Reactions were carried out in a final volume of 12.5 yL
containing 20 mM Tris-HCI (PH 8.4), 50 mM KCl, 3 mM
MgCl,, 0.25 uM of each GSTM1 primer, 0.25 uM of each f3-
globin primer (internal control), 1 U Taqg DNA polymerase
(Promega), 2 uM each dNTPs, and 600-900 ng of DNA. The
GSTMI1 primers were 5'-GAACTCCCTGAAAAGCTAAGC
and 5'-GTTGGGCTCAAATATACGGTGG. A negative con-
trol was included in all batches. The PCR conditions were
94° for 3 minutes, followed by 35 cycles of 94°C for 30
seconds, 58°C for 30 seconds, 72°C for 45 seconds, and a final
extension of 72°C for 7 minutes.

To analyse the exon 4 mEH polymorphism (EH'* %), a
357-bp fragment containing the polymorphic site was ampli-
fied [36]. The PCR was performed in all subjects using the
sense primer 5'-GGGGTGCCAGAGCCTGACCGT-3" and
the antisense primer 5'-AACACCGGGCCCACCCTTGGC-
3" (Sigma-Genosys). The PCR cycling conditions were 95°C
for 2 minutes, followed by 35 cycles at 95°C for 30
seconds, 60°C for 30 seconds, 72°C for 30 seconds, with a
final step at 72°C for 7 minutes. After PCR amplification,
10 uL of the PCR product was digested overnight at 37°C
with 10U of Rsal (Invitrogen). The wild-type genotype
(AA) produced 295-bp and 62-bp bands, the heterozygous
genotype (AG) vyielded 295-bp, 174-bp, 121-bp, 62-bp;
and the rare allele (GG) gave 174-bp, 121-bp, and 62-bp
bands.

The Ile-Val polymorphism was analysed in only 158
of the 222 individuals included using an allele-specific
oligonucleotide-PCR procedure previously described by
Hayashi et al. [16]. In the same reaction mix, two primers
with different terminal bases (1A1A or 1A1G), which con-
tained the polymorphic site at the 3’end, were added (1A1G:
5'-GAACTGCCACTTCAGCTGTCT-3" and 1A1A : 5'-AAG-
ACCTCCCAGCGGGCAAT-3") in conjunction with another
strand of primer (1A1.1 : 5'-GAACTGCCACTTCAGCTG-
TCT-3"). Two amplification reactions were necessary for
each one of the subjects analysed, one with the primers
1A1.1/1A1A which recognize the Ile462 allele and another
with the primers 1A1.1/1A1G which recognize the Val462
allele. PCR was carried out at 30 cycles under the following
conditions: 30 seconds at 95° for denaturing, 1 minute at
60°C for primer annealing, and 1 minute at 72°C for primer
extension.

All the products were electrophoresed on a 2% agarose
gel stained with ethidium bromide and visualized under UV
light. To test for eventual contamination, negative controls
were introduced in each run.

2.4. Statistical Analysis. Logistic regression was employed
to analyse the effect of each of the genes studied. The
wild type gene was considered as the reference category
for each gene in each analysis. All the regressions were
adjusted for age, tobacco consumption in pack-years, and
alcohol consumption in grams/week. For analyzing the effect
of the different polymorphisms across different categories

of tobacco and alcohol consumption, the cutpoint was
established on the median creating two categories, low and
high consumption in order to achieve a higher statistical
power. In all analyses, the dependent variable was the status
of case or control and the risks were expressed as ORs with
CI 95%. All the analyses were performed with SPSS 11.5
statistical package.

3. Results

The study population covered a total of 222 subjects,
comprising 92 cases and 130 controls. A description of the
sample characteristics is presented in Table 1. The mean age
of the controls (59.4 years; CI 95% 57-61.8) was slightly
higher than that of cases (55 years; CI 95% 52.7-57.3).
The 57.6% of the tumors were located in the oral cavity
(tongue 27, oral floor 7, palate 6, and other parts 12) and
96.7% were squamous cell carcinomas. Smoking and alcohol
consumption were more frequent among cancer cases than
controls. A percentage of 98% of the cases were smokers and
46.7% of these (n = 43) were considered as heavy drinkers
(more than six glasses of wine/beers or two liquors a day),
whilst in the control group 62% of the individuals smoked
and 10.8% (n = 14) were heavy drinkers.

The frequency of GSTM1 null genotype was 51.1%
among oral and pharyngeal cancer patients and 47.7%
among controls. The exon 4mEH (139 Arg — His) het-
erozygous polymorphism (His/Arg) was present in 31.5% of
the control group and in 27.2% of the case group. Only 4
subjects (4.3%) in the case group and 1 subject in the control
group (0.8%) presented homozygous mutations. There were
no differences in the frequency of mutations for the CYP1A1
exon 7 polymorphism. The mutant alleles (Ile/ Val, Val/ Val)
were observed in only 2 cases (3%) and 2 controls (2.2%).

Table 2 shows the odds ratio estimates for combined
oral and pharyngeal cancers associated with the GSTMI,
CYP1ALl, and exon 4 mEH polymorphisms. To determine
the effect of these polymorphisms on different cancer sites,
oral cavity and pharyngeal tumors were evaluated separately.
No statistically significant effect was observed for any of the
polymorphisms studied for any of the anatomic subtypes.
The limited number of subjects with mutant CYP1A1 alleles
did not allow for a calculation of the OR for oral cavity
tumors.

To assess dose-response relationship, we have calcu-
lated pack-years of smoking (1 pack (20 cigarettes/day) x

years of smoking). Smokers were classified as non-to-
light/moderate smokers (<35 pack-years) and heavy smokers
(>35 pack-years). Non smokers were analysed together
with light/moderate smokers because there were only 2
nonsmokers among the cases and this did not allow for a
separate analysis. The odds ratios associated with tobacco
consumption by the different genotypes analysed are shown
in Table 3. This analysis was not performed for CYP1A1 due
to the limited number of patients with mutated alleles and
the same happened for alcohol consumption. For the His/Arg
genotype of exon 4 mEH, it could be observed that the risk
was slightly lower for heavy smokers (OR 0.68; 95% CI 0.25—
1.86) than for light smokers (OR 1.08; 95% CI 0.37-3.13) but
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TasLE 1: Description of the study individuals.

Variable considered

Cases Controls

Age (mean, 1C95%)

55.0 (52.7-57.3) 59.4 (57.0-61.8)

Cancer location

Oral
Pharyngeal

53 (57.6%)
39 (42.4%)

Cigarette smoking

Never smoker 2 (2.2%) 49 (37.7%)
Former smoker 17 (18.5%) 42 (32.3%)
Current smoker 73 (79.3%) 39 (30%)
Tobacco consumption (pack-years)

Percentil 25 33.0 0
Percentil 50 46.5 9.9
Percentil 75 67.5 43.8
Drinking habit

No alcohol drinking 2 (2.2%) 20 (15.4%)
Light drinker (<2 glasses of wine/beers or 2 licors a day) (0-280 gm/week) 6 (6.5%) 50 (38.5%)

Moderate drinkers (3—6 drinks/day) (281-840 g/week)
Heavy drinkers (>6 drinks/day) (>840 gm/week)

46 (35.4%)
14 (10.8%)

41 (44.6%)
43 (46.7%)

Alcohol consumption gm/week

Percentil 25 290 70
Percentil 50 560 145
Percentil 75 840 300
CYPIA1

Wild type (Ile/Ile) 64 (97%) 90 (97.8%)

Mutation (Ile/Val, Val/Val)

2 (3%) 2 (2.2%)

mEH (139 Arg — His)

Arg/Arg 63 (68.5%) 88 (67.7%)
Arg/His 25 (27.2%) 41 (31.5%)
His/His 4 (4.3%) 1(0.8%)
GSTM1

Present (GSTM1 +)
Absent (GSTM1 —)

45 (48.9%) 68 (52.3%)
47 (51.1%) 62 (47.7%)

Total

92 130

the associations were not significant for any of the categories
of tobacco consumption. The GSTM1 null genotype revealed
an inverse pattern, showing an OR of 0.88 (95% CI 0.34—
2.34) for light smokers and an OR of 1.40 (95% CI 0.57-3.43)
for heavy smokers.

To examine the interaction between these genotypes and
the drinking status, we carried out a second stratification
analysis. Two categories of alcohol consumption were estab-
lished. Those that consumed 280 gm/week of alcohol or less
(=2 glasses of wine/beers or 2 liquors a day) were considered
as light drinkers, and those that exceeded those values as
heavy drinkers. Once again, due to the low number of
nondrinkers among the cases (n = 2), these subjects were
analysed in combination with light drinkers. The risks for
the two different categories of alcohol consumption, light
and heavy drinkers, are displayed in Table 4. There seems
to be a very slight nonsignificant negative association for
the His/Arg genotype of exon 4mEH for both categories

of alcohol consumption. The GSTM1 gene has a different
effect, with its absence posing a slightly higher association
for light drinkers (OR 1.97; 95% CI 0.73-5.35) than for
moderate/heavy drinkers (OR 0.69; 95% CI 0.28-1.72).

The interaction between mEH and GSTM1 genes is
shown in Table 5. No significant effect was detected for the
interaction although the estimated risk was higher for those
subjects with the wild-type mEH gene and the null GSTM1
genotype (OR 1.45; 95% CI 0.66-3.17). There was no any
apparent effect when both genes were mutated or absent (OR
1.07;95% CI 0.39-2.92).

4. Discussion

Even though previous studies have been undertaken to
examine the association between CYP1A1 Ile/ Val, mEH,
and GSTM1 null polymorphisms, as well as oral and
pharyngeal cancers, few investigated the modification of
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TaBLE 2: Risks for oral and pharyngeal cancers associated with polymorphisms in genes CYP1A1, mEH, and GSTMI.

Gene Cases Controls OR crude (CI 95%)* OR adjusted (CI 95%)*
All cancers

CYPIA1

No mutated 1.00 1.00
Mutated 0.72 (0.10-5.28) 1.68 (0.18-15.70)
mEH (139His — Arg)

His/His 1.00 1.00
His/Arg 0.95 (0.52—-1.75) 0.81 (0.38-1.71)
Arg/arg 4.30 (0.46-40.07) 4.45 (0.39-50.45)
GSTM1

Present 1.00 1.00
Absent 1.16 (0.73-1.99) 1.25 (0.65-2.40)
Oral cancer

CYPIA1

No mutated 53 64 (97%) 1.00 1.00
Mutated 0 2 (3%) — —

mEH (139His — Arg)

His/His 39 (73,6%) 88 (67,7%) 1.00 1.00

His/Arg 12 (22,6%) 41 (31,5%) 0.74 (0.34-1.58) 0.54 (0.21-1.41)
Arg/arg 2(3,8%) 1(0,8%) 3.4 (0.29-40.16) 4.32 (0.32-58.63)
GSTM1

Present 26 (49,1%) 68 (52,3%) 1.00 1.00
Absent 27 (50,9%) 62 (47,7%) 1.14 (0.60-2.19) 1.20 (0.56-2.18)

Pharyngeal cancer

CYP1A1

No mutated
Mutated

37 (94,9%)
2 (5,1%)

64 (97%)
2 (3%)

1.00
1.74 (0.23-12.92)

1.00
4.06 (0.43-38.24)

mEH (139His — Arg)

His/His

24 (61,5%)

88 (67,7%)

1.00

1.00

His/Arg 13 (33,3%) 41 (31,5%) 1.27 (0.58-2.80) 1.07 (0.42-2.71)
Arg/arg 2(5,2%) 1(0,8%) 5.58 (0.47-66.10) 5.74 (0.34-97.71)
GSTM1

Present 19 (48,7%) 68 (52,3%) 1.00 1.00
Absent 20 (51,3%) 62 (47,7%) 1.20 (0.58-2.48) 1.44 (0.61-3.37)
* Adjusted for age.

*Adjusted for age, smoking, and alcohol intake.

risk associated with tobacco and alcohol consumption, and
to our knowledge, this is the first to analyse the gene-
gene interactions between these polymorphisms. Our results
support the view that there is no significant association for
any of these polymorphisms in Caucasians but our data
suggest that exon 4 mEH (139 Arg — His) and GSTM1 null
polymorphism might modify the risk related to tobacco and
alcohol consumption.

We observed that the exon mEH polymorphism
139 Arg — His was mutated in a very similar proportion
in cases and controls and the frequencies found (32,3%
in controls versus 31,5% in cases) were consistent with
the results of the previous investigations that assessed the
association between this polymorphism in head and neck
tumors in both sexes [32, 37—41]. In these studies, mutated
alleles were present in 29.7-39.8% of the control population

and in 28.9-39% of the cancer patients. In the present
analysis, the estimated risks were not significant for any of the
tobacco or alcohol consumption levels but the results were in
agreement with those of Wenghoefer et al. [37] that showed
that the heterozygous allele (His/Arg) of exon 4 mEH could
modulate the risk of head and neck cancer in smokers (OR
0.57; CI 95% 0.34-0.95). In our study, the risk was lower in
heavy smokers (OR 0.68; 95% CI 0.25-1.86) than in light
smokers (OR 1.08; 95% CI 0.37-3.13) but not significant,
maybe influenced by the small sample size.

Enzymaticaly, mEH catalyzes the hydrolysis of arene,
alkene, and aliphatic epoxides from polycyclic aromatic
hydrocarbons and aromatic amines to trans-dihydrodiols
[19]. This reaction is usually regarded as a detoxifying path-
way because the majority of metabolites produced are less
reactive and can be easily excreted, but, in some instances,



TABLE 3: Risks for the different polymorphisms broken down by smoking categories.
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Genetic polymorphism Cases Controls OR crude OR adjusted
Light/moderate smokers (<35 pack-years)

CYP1A1

No mutated 28 41 1.00 1.00

Mutated 1 2 0.76 (0.06-8.90) 1.12 (0.09-13.94)

mEH (139His — Arg)

His/His 20 58 1.00 1,00

His/Arg 8 24 1.06 (0.40-2.78) 1.08 (0.37-3.13)

Arglarg 1 1 1.91 (0.11-33.10) 2.82 (0.15-52.41)

GSTM1

Present 17 43 1.00 1.00

Absent 12 40 0.74 (0.31-1.76) 0.88 (0.34-2.34)

Heavy smokers (>35 pack-years)

CYP1A1

No mutated 23 62 1.00 1.00

Mutated 0 1 — —

mEH (139His — Arg)

His/His 43 30 1.00 1.00

His/Arg 17 17 0.94 (0.39-2.26) 0.68 (0.25-1.86)

Arg/arg 3 0 — —

GSTM1

Present 28 25 1.00 1.00

Absent 35 22 1.50 (0.67-1.33) 1.40 (0.57-3.43)

TABLE 4: Risks for the different polymorphisms broken down by alcohol intake.

Genetic polymorphism Cases Controls OR crude OR adjusted
Light drinkers (<280 gm alcohol/week)

CYP1A1

No mutated 23 43 1.00 1.00

Mutated 0 2 — —

mEH (139His — Arg)

His/His 18 64 1.00 1.00

His/Arg 5 31 0.57 (0.19-1.72) 0.71 (0.22-2.24)

Arg/arg 0 1 — —

GSTM1

Present 10 52 1.00 1.00

Absent 13 44 1.55 (0.62-3.88) 1.97 (0.73-5.35)
Moderate/heavy drinkers (>280 gm alcohol/week)

CYP1A1

No mutated 67 21 1.00 1.00

Mutated 2 0 — —

mEH (139His — Arg)

His/His 45 24 1.00 1.00

His/Arg 20 10 1.28 (0.50-3.31) 0.83 (0.30-2.30)

Arg/arg 4 0 — —

GSTM1

Present 35 16 1.00 1.00

Absent 34 18 0.79 (0.34-1.86) 0.69 (0.28-1.72)
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TasLE 5: Combination of polymorphisms mEH and GSTM1 and risk of oropharyngeal cancer.

Combination of genetic polymorphisms Cases Controls OR crude OR adjusted

mEH (Arg/Arg)/GSTMI present 31 48 1.00 1.00

mEH (Arg/Arg)/GSTMI1 absent 32 40 1.22 (0.63-2.36) 1.45 (0.66-3.17)

mEH mutated/GSTM1 present 14 20 1.15 (0.50-2.65) 1,19 (0.43-3.27)

mEH mutated/GSTM1 absent 15 22 1.18 (0.52-2.66) 1.07 (0.39-2.92).

these initial trans-dihydrodiol metabolites can be further
activated by subsequent P450 catalysis to form highly car-
cinogenic electrofilic intermediates that can bind covalently
to DNA. Such is the case of the 7,8-diol-9,10-epoxide, which
is more carcinogenic than the other benzola]pyrene diol
epoxide formed [42]. Whilst the results of some studies,
including the present one, are compatible with the fact that
a high or intermediate activity might exert a protective effect
in subjects exposed to tobacco products [39, 43, 44], others
carried out in various aerodigestive tract cancers find no
association or a significantly higher risk for smokers with
the exon 4 mEH variant allele [32, 36, 38, 39]; reasons for
these inconsistencies are unclear. It could be argued that
high activity should be assessed taking into account both
the exon 3 and exon 4 mEH polymorphisms. Some authors
predicted mEH activity as low, intermediate, or high based
on the presence or absence of the two polymorphisms but
the results are also contradictory [37, 38, 40, 41, 45, 46].
The study undertaken by Wenghoefer et al. [37] found an
association for the single genotypes in head and neck cancers
but not the combination genotypes, raising uncertainties
in categorizing enzymes. Given the dual role of mEH on
the bioactivation/detoxification of carcinogens, it is highly
probable that other polymorphisms might influence the
formation of carcinogenic metabolites and that gene-gene
interactions might exist. In this investigation, we did not
find a significant interaction between the GSTM1 and exon
4 mEH polymorphism.

The frequency of the GSTM1 null allele polymorphisms
in oral and pharyngeal cancers has been reported to vary
greatly depending on the geographical regions [47, 48].
Whilst in Europe and USA the frequencies reported in
control populations range from around 49-55.6% [24-32] in
Asian and South American countries, this allele is frequently
present in less than 49% of the control subjects [49-60]. In
the present study, 47.7% of the control population presented
the GSTM1 null polymorphism. This is slightly lower than
the values found in other Caucasian studies and could
be partly due to the fact that only males were included.
Our study, like other previous reports on Caucasians [24—
26, 28-32], failed to find a significant association between
the GSTM1 null polymorphism and oral and pharyngeal
cancers. Several studies undertaken in Asian populations
showed contradictory results [49, 56—60]. In a very recent
meta- and pooled analysis, it was observed that the GSTM1
null polymorphism was significantly associated with risk
in Asian and African-American populations in the meta-
(OR 1.5; 95% CI 1.3-1.8) and pooled (adjusted OR 2.4,
95% CI 1.1-5.5) analysis, respectively, but not in Caucasians
[48]. This discrepancy might be attributed to differences in

lifestyle, environmental risk factors, and variations in the
activity of other metabolizing enzymes, which often displays
genetic polymorphisms that might differ in Caucasians and
in other ethnic groups [11, 41, 59, 61].

We did not find a significant interaction between the
GSTMI null polymorphism and tobacco smoking, but we
did observe that the risk was slightly higher in heavy
smokers than in light/moderate smokers. To verify that these
differences were not due to the fact that nonsmokers were
analysed together with light/moderate smokers, we carried
out a separate analysis leaving out these subjects and found
that the variations in the odds ratios were minimum (data
not shown). It has been hypothesised that lack of GSTM1
enzyme activity increases cancer susceptibility as a result of a
decreased ability to detoxify reactive intermediates of tobacco
carcinogens such as benzo[a]pyrene-7,8-diol epoxide, the
activated form of benzo[a]pyrene [22] but the results of
previous studies undertaken in oral and pharyngeal cancers
are inconsistent [26, 54, 56, 57]. Some authors find a lower
difference in risk among the genotypes at high dose levels
and suggest a dose-response relationship of the enzymatic
reaction [48, 57]. In the present study, the relationship
between tobacco exposure and these polymorphisms is
difficult to assess because there were only 2 nonsmokers
among the cases and 6 subjects that smoked for less than 20
years, forcing us to create a category that was light/moderate
smokers. Studies with larger number of patients are needed
to properly assess this dose response relationship taking
into account that ethnic and geographical differences might
exist due to the different forms of tobacco consumption
and diet intake. In Asian and South American countries,
tobacco is usually smoked as “bidis” and the carcinogenic
substances found in this form of preparation are different to
that in cigarettes, implying that other enzymes different than
GSTM1 and CYP1A1 might be involved in the detoxification
[28].

Our study suggests that the effect of the GSTM1 null
polymorphism is more noticeable among light drinkers,
although this association was nonsignificant. This relation-
ship was maintained when we took out the nondrinkers
from the analysis (data not shown). This differential effect
could be explained by the fact that the GSTMI isoenzyme,
together with the alcohol dehydrogenase, is involved in the
oxidation of ethanol to acetaldehyde [30]. Even though the
exact mechanisms by which ethanol may exert an influence
in oral cancer is still unknown, it has been suggested that
acetaldehyde, a known carcinogenic agent, [62] could be
responsible for some DNA changes that could lead to cancer
[63]. Individuals with a null GSTM1 and high drinkers
would not convert ethanol in acetaldehyde and then the



absence of the gene would confer them a protective effect
for oropharyngeal cancer. Another explanation for these
finding could be that ethanol increases the permeability of
tobacco carcinogens, such as nitrosonornicotine, across the
oral membrane when it is present at low concentrations. At
concentrations higher than 50%, no further permeabiliza-
tion is noted, probably due to the fixative effect of ethanol
on the mucosa [64]. It should be highlighted that the alcohol
consumption in the Galician population is very high, as other
studies have reported [65], and this is a limitation that does
not allow for a proper analysis of the interaction.

Even though the CYP1AI mutation has been shown to
increase microsomal activity for converting procarcinogens,
including PAH aromatic amines, the results of various
reports on smoking-related cancers are inconsistent [11, 32,
47, 66-70]. It has been suggested that the DNA damage
may depend on the link of CYP1A1 to other polymorphisms
that can affect the CYPIA1 transcription levels, such as
polymorphisms for promoter genes, AHR (Ah receptor)
genes, or metabolic genes such as GSTM1 [69, 70]. In our
study, only 4 of the analysed subjects showed an Ile/ Val
mutation. Although these frequencies are in accordance with
those found by Hahn et al. in a Caucasian population
[25], it made it impossible to draw any conclusion for
this polymorphism. Confidence intervals obtained were very
wide and the distribution of this polymorphism was very
similar between cases and controls. In any case, neither the
previous meta- and pooled analysis on CYP1Al and risk
of head and neck cancer [47] nor the recently published
meta and pooled analysis on oral and pharyngeal cancer
found a significant association between CYP1A1 (Ile/ Val)
polymorphism and oral and pharyngeal cancer [48].

This paper has several limitations. The main one is the
small sample size included. This is especially important when
analyzing polymorphisms that have a very low frequency in
the population, such as CYP1A1 Ile/ Val, but also limits the
power to identify gene-environmental and gene-gene inter-
actions in any polymorphisms investigated. Nevertheless, it
has to be taken into account that for cancers with a low
incidence such as oral and pharyngeal ones, 92 cases can
be a relatively good number. Another limitation could be
the fact that our study was hospital-based and this could
result in selection bias. Even though it has been suggested
that studies with hospital controls can provide lower risk
estimates, since diseases of controls could be associated with
the polymorphisms under study, previous meta- and pooled
analysis that assessed these polymorphisms on head and neck
cancers found no differences for hospital-based studies in
relation to population-based studies [47, 66]. The fact that
not all the sample was analysed for CYP1A1 polymorphisms
limited the power to detect a significant risk.

The present study has also some advantages. One of
them is that the participation of cases and controls was very
high. All the cases belonged to the same catchment area,
which has a unique reference hospital, and were collected
consecutively, making them representative of the cases in that
area. The controls also belonged to the same area and did not
have any symptom or disease related to alcohol or tobacco
consumption. Another advantage is the fact that the genes
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analysed here were of phase I and phase II, which adds value
to the results obtained. When studying susceptibility genes
in many occasions, both types of genes are not studied and
individuals can have susceptibility in type I compensated
with the activity of the other type such as it was shown in
Park et al. investigation [29].

As a conclusion, it seems that even though none of the
three genotypes analysed have a significant association with
the risk of oral and pharyngeal cancer in this population,
the risks of tobacco and alcohol consumption might be
modified by GSTM1 null and exon 4 mEH polymorphisms.
The small number of nonsmoking and nondrinking subjects
in our population limited our analysis, so we propose that
further studies are carried out to clarify this question.
Even though we found no significant interaction between
the GSTM1null genotype and the exon 4 mEH genotype,
the GSTMI1 absence did show a slight rise in risk so
this should also be investigated taking into account other
polymorphisms including the CYP1ALI.
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