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Introducciéon 21

1.- Implicaciones genéticas en la dependencia nicotinica

La contribucion de aspectos genéticos a la conducta de las personas ante
el tabaco es objeto de investigacion desde hace décadas, existiendo algunas
evidencias consistentes. Diferentes estudios poblacionales realizados en
muestras poblacionales muy amplias, incluyendo series familiares con
subgrupos de hermanos gemelos o de adopcién, han demostrado que los
factores genéticos de la herencia pueden tener un importante papel en la
dependencia a la nicotina.

La incidencia del factor genético como determinante del consumo de
tabaco fue evaluada por primera vez por Fisher et al en 1959', quiénes
sefalaron la posibilidad de la existencia de una relacién entre genotipo,
consumo de tabaco y cancer de pulmon, sugiriendo la existencia de genes que
durante la juventud predispondrian a las personas a ser fumadoras y que mas
tarde, durante la edad adulta, podrian favorecer el desarrollo de cancer de
pulmén. Asi, aunque inicialmente mas ligado a la busqueda del factor genético
que relacionase tabaco y cancer de pulmon, Fisher puso en marcha también el
interés por descubrir la influencia del genotipo en el inicio, la consolidacién y el
mantenimiento del consumo de tabaco.

Durante la ultima década del siglo XX aumentdé espectacularmente el
interés por conocer las relaciones existentes entre genotipo, fenotipo, y
consumo de tabaco, y estas investigaciones han ido permitiendo esclarecer
algunos de los mecanismos implicados en el desarrollo y mantenimiento del
consumo de tabaco. En la actualidad, y tras corregir algunos de los argumentos
de Fisher, se conoce que las bases genéticas de la susceptibilidad a la
dependencia nicotinica y la predisposicion a padecer cancer de pulmén son
aspectos diferentes. Por otra parte, los avances cada vez mayores en el
estudio de los mecanismos implicados en la carcinogénesis®® y en las
enfermedades cardiovasculares®, y respiratorias® han permitido establecer una
asociacion entre éstas enfermedades y el consumo de tabaco, en la que la
susceptibilidad genética desempena también un papel relevante.

Aunque factores ambientales como la influencia de los comparieros y la
publicidad pueden contribuir al inicio al consumo de tabaco, un determinante
del uso continuo de tabaco es la dependencia nicotinica®. La investigacion
clinica ha puesto de relieve la existencia de diferencias individuales en la
capacidad de las personas de convertirse en dependientes de la nicotina y en
su capacidad para dejar de fumar posteriormente. Aunque las causas
hereditarias de tales variaciones fueron sugeridas hace mas de cuarenta afios’,
los avances en la genética del comportamiento y la biologia molecular han
renovado el atractivo existente en la investigacion de las bases genéticas de la
dependencia a la nicotina.

El interés por descubrir el papel de la herencia y de los comportamientos
sociales (estilos de vida, exposicién del medio familiar al humo del tabaco,
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actitud familiar ante el tabaco,...) en el desarrollo del tabaquismo ha dado lugar
a estudios de agrupacion familiar que tratan de investigar el peso que pueda
tener la genética y conducta adquirida, genotipo y fenotipo. Los estudios
iniciales se llevaron a cabo mediante estudios comparativos entre distintos
grupos y subgrupos de poblacion. La mayoria de estos estudios se realizaron
en cohortes de gemelos, buscando factores ambientales que pudieran influir
sobre una misma base genética. Asimismo, se investigd la influencia que el
sexo o0 la etnia pueden tener en la adquisicion y el mantenimiento de la
dependencia nicotinica. Estos estudios constituyen la base de partida de las
investigaciones sobre el papel de la herencia genética en los fumadores.

2.- Modelos genéticos

El consumo de tabaco es un comportamiento complejo, multifactorial, con
determinantes tanto genéticos como ambientales. Existen diferentes enfoques
para intentar comprender las contribuciones genéticas al hecho de fumar: (A) el
estudio de individuos que comparten genes; que incluye estudios familiares en
gemelos y en hermanos de adopcion; (B) estudios de asociacion, estudios de
casos Yy controles; (C) estudios con animales, analisis de animales
consanguineos, animales transgénicos y animales con genes Knock-out; éstos
ofrecen la ventaja de poder estudiar gran numero de animales genéticamente
idénticos en condiciones controladas; (D) el analisis de ligamiento, el estudio
del patrén de la herencia de los fenotipos y la genealogia. El desarrollo de
modelos matematicos sofisticados para el analisis de datos genéticos, ha
permitido la evaluacién de la importancia relativa de las contribuciones tanto
genéticas como ambientales y esta contribuyendo al desarrollo de este tipo de
estudios.

2.1.- Estudios poblacionales en gemelos

Los estudios en gemelos han sido utilizados durante muchos afos para
examinar la genética poblacional en la causa de enfermedades. Los estudios
en gemelos suelen examinar las tasas de concordancia para los rangos de
interés. Si la proporcion de gemelos monocigotos concordantes para un rasgo
dado es mayor que la proporcion de gemelos dicigotos, es probable que los
genes influyan en el caracter. Si no hay diferencia significativa en las tasas de
concordancia entre gemelos monocigotos y dicigotos, entonces el rasgo
probablemente se vea influenciado por factores ambientales. Fue Fisher, en
1958, quién informé por primera vez en un trabajo llevado a cabo con gemelos
varones monocigotos y dicigotos alemanes, que la concordancia de fumadores
era mayor entre los gemelos monocigotos que entre los dicigotos. Estos
hallazgos fueron confirmados posteriormente entre gemelos femeninos de
Alemania’ y replicado en los estudios de los Estados Unidos, los paises
escandinavos, Australia, Gran Bretafia y Japdn en las poblaciones de adultos,
de ancianos, y de fumadores adolescentes®?°. Aunque los estudios iniciales
sugirieron una modesta influencia de la herencia en el hecho de fumar,
estudios mas recientes han incluido muestras de mayor tamafo y modelos de
analisis de datos mas sofisticados. Estos estudios han encontrado importantes
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influencias genéticas sobre varios aspectos relacionados con la conducta de
fumar, tanto en el inicio'®'? como en la persistencia del consumo vy la intensidad
del mismo (ntimero de cigarrillos)'* en hombres y en mujeres®'”.

Las estimaciones del peso de la herencia para llegar a ser fumador en
distintos estudios varian desde un 46% hasta un 84%, margen comparable con
las estimaciones de heredabilidad para otras enfermedades como el asma, la
hipertensién o el alcoholismo'""*'>"° Estudios realizados por Carmelli et al®®
en 4.960 parejas de gemelos varones seguidos durante 16 afnos, permitieron
observar una mayor concordancia entre gemelos monocigotos que entre los
dicigotos en todos los grupos estudiados (no fumadores, fumadores activos y
exfumadores). Kendler y cols. estudiaron 1.898 gemelas en un esfuerzo por
identificar factores de riesgo para el inicio y la dependencia tabaquica,
encontrando una asociacion al inicio con el bajo nivel educativo, la religiosidad,
el aumento de neuroticismo y la extroversion, mientras que la dependencia
nicotinica se asocio a la baja autoestima, nivel educativo, extroversion, historia
de trastornos de animo y abuso de alcohol'. Un metanalisis posterior, donde
se analizaban mas de 17.500 gemelos provenientes de 14 estudios diferentes,
que habian sido educados juntos, permiti6 demostrar mas claramente la
influencia de factores genéticos, el comportamiento familiar y los factores
individuales en fumadores regulares, representando el 56%, 24% y el 20% de
la varianza respectivamente’’.

Los estudios en gemelos que habian sido educados por separado también
han encontrado que los factores genéticos contribuyen en aproximadamente un
60% a la conducta fumadora®'. En relacién con la iniciacién del consumo,
Eaves y Eysenck? sefialaron que el inicio al consumo se da a menudo mas
entre hermanos biolégicos que entre hermanos adoptivos, lo que sugiere un
mayor peso de la genética que de los factores ambientales®®'"'*. Ello ha
permitido pensar a numerosos investigadores que tanto el medio ambiental
como los factores hereditarios pueden coexistir, y que esta coexistencia es muy
dificil de separar, creando un factor de confusién o sesgo en los estudios
realizados en gemelos. Para evitar este problema Osler y sus colaboradores
realizaron un estudio con 850 familias con hijos adoptados encontrado una
asociaciéon mayor entre fumadores que habian sido adoptados y sus hermanos
biolégicos, y entre fumadoras adoptadas y sus madres biolégicas, aunque
hubieran sido educados por separado®. Esta asociacion apoya los resultados
de los estudios realizados previamente en gemelos y refuerza la idea de que
existe una influencia genética en la actitud personal frente al inicio al consumo
de tabaco?.

Existen genes que también contribuyen al mantenimiento a largo plazo del
consumo de tabaco?®. Parece que puede haber factores genéticos que influyen
tanto en la iniciacion como en el mantenimiento del tabaquismo y algunos que
son exclusivos de uno u otro aspecto de la conducta fumadora™'. Aunque se
ha sefalado que los genes que contribuyen al mantenimiento del consumo lo
hacen reduciendo las posibilidades de abandono del tabaco, este ultimo
aspecto y su relacion con la mayor o menor intensidad del sindrome de
abstinencia no es aun suficientemente conocido. Xian et al.?® sefialan que la
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influencia de los genes supone una contribucién significativa en el fallo de los
intentos de abandono y en la severidad del sindrome de abstinencia, lo que
parece relacionar ambos aspectos con la influencia genética en la dificultad
para abandonar el consumo de tabaco una vez iniciado. Para estimar la
heredabilidad, Xian y sus colaboradores estudiaron 1818 parejas de gemelos
fumadores que habian realizado al menos un intento fallido de abandono del
tabaquismo; encontraron que la influencia genética representaba un 54% de la
varianza del riesgo para fracasar en los intentos de abandono, y un 29,7% para
mantenerse abstinente?. Durante los Ultimos afios se ha establecido una
relacion entre los fallos en los intentos de abandono y la intensidad del
sindrome de abstinencia, por lo que la variabilidad individual en la intensidad
del sindrome de abstinencia y su relacion con los fracasos en los intentos de
abandono siguen siendo objeto de estudio. Algunos autores describen una
relacion lineal entre la severidad del sindrome de abstinencia y los intentos
fallidos de abandono del tabaco?’.

Para examinar el efecto de las influencias genéticas, en algunos estudios
se emplean las tasas de concordancia global (OCR), que estiman la diferencia
de concordancia entre monocigotos y dicigotos. Si dicha tasa es superior a 1,
se considera una posible influencia genética, obteniendo la mayoria de los
articulos tasas globales situadas entre 1,3 y 1,6, lo que indica un efecto
moderado de los factores genéticos en el comportamiento personal ante el
tabaco®* "™,

A pesar de que los estudios poblacionales realizados en gemelos parecen
indicar que factores genéticos contribuyen al consumo de tabaco, los
resultados de estos estudios estan limitados por el supuesto de que los
gemelos monocigotos y dicigotos estan por igual expuestos a las mismas
condiciones ambientales. Por ello algunos autores sefalan que los gemelos
monocigotos pueden compartir un entorno mas similar que los gemelos
dicigotos, lo que puede sobrevalorar el indice de heredabilidad®®?°, siendo por
ello necesario realizar otro tipo de estudios.

2.2.- Estudios en animales

Debido a que los estudios en seres humanos no permiten la
manipulacion de genes individuales y de productos de los genes, los
experimentos en animales permiten examinar la influencia biolégica de genes
especificos para la adiccion a la nicotina. Se han realizado multiples estudios
en animales que han permitido comprender de forma mas amplia la
dependencia a la nicotina. Los estudios mas utiles han sido aquellos realizados
con cepas de animales consanguineos, transgénicos y en animales con genes
Knock-out.
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2.2.1.- Cepas consanguineas

Las cepas consanguineas se producen tras el apareamiento de los
miembros de una familia dentro de la misma familia, de tal manera que los
animales son homocigotos para todos los locus de un gen. Por lo tanto, los
miembros de una cepa consanguinea son genéticamente idénticos. En una
serie de experimentos Morrison Lee®, Hatchell y Collins®', y Robinson et al*?
demostraron que las diferentes cepas de animales consanguineos difieren en
su sensibilidad ante los comportamientos y efectos fisiolégicos de la nicotina,
incluyendo el desarrollo de tolerancia y sensibilidad a efectos adversos tales
como las convulsiones inducidas por la nicotina®®32.

Por otro lado, factores genéticos parecen determinar el numero de
receptores nicotinicos cerebrales que median los efectos de la nicotina®. Estas
diferencias observadas entre las cepas de animales consanguineos apoyan la
hipotesis de que determinados factores genéticos pueden contribuir a
determinar también las diferencias en la susceptibilidad a la dependencia
nicotinica entre los humanos.

2.2.2.- Animales transgénicos y Knock-out

El objetivo de llevar a cabo estudios en animales Knock-out es reemplazar
genes especificos de interés para un estudio determinado por otros inactivos o
alterados; el déficit bioquimico observado en estos animales puede revelar la
funcién de la proteina expresada por el gen objeto de estudio. Picciotto et al.®
en un trabajo llevado a cabo en ratones Knock-out, demostraron que la
subunidad 2 del receptor neuronal de la acetilcolina puede mediar las
propiedades reforzantes de la nicotina, mientras que la subunidad a7 puede ser
un importante mediador de las acciones nicotinicas en el hipocampo®.

Existen otros modelos de ingenieria genética donde un segmento de DNA
de un organismo de diferente especie, se introduce en una linea germinal
animal, permitiendo examinar los receptores especificos que puedan mediar las
propiedades adictivas de la nicotina. Por ejemplo, los ratones transgénicos que
sobreexpresan la tirosina-hidroxilasa (TH), un enzima limitante de la sintesis de
la dopamina, parecen ser menos sensibles a los efectos fisiologicos de la
nicotina®. Se ha demostrado que la nicotina aumenta la expresién de la
tirosina-hidroxilasa (TH) en los modelos de cultivos celulares, lo cual puede
indicar que los mecanismos dopaminérgicos pueden ser importantes
mediadores de los efectos centrales de la nicotina®’.

Estos estudios realizados en animales tienen también importantes
limitaciones ya que la manipulacion experimental de un gen puede producir
cambios fenotipicos insospechados que limitan la validez de los estudios en
animales y su posible aplicabilidad a humanos.
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3.- Genoma, polimorfismos del DNA y mutaciones genéticas

El gran avance en las técnicas de genética molecular han permitido
desvelar la secuencia del genoma humano®=° permitiendo caracterizar cada
vez mas rapidamente los genes que codifican las proteinas implicadas en los
mecanismos adictivos a las drogas en general, y a la nicotina en particular. El
mejor conocimiento de los mecanismos moleculares implicados en el
tabaquismo deberia conducir al desarrollo de terapias farmacolégicas mas
personalizadas®’, lo que constituye hoy dia un objetivo prioritario de la
investigacion.

La base estructural del genoma humano es el acido desoxirribonucléico
(DNA). La unica funcién del genoma es trasmitir informacion para la sintesis de
proteinas de una generacién a otra. La informacién para la sintesis de
proteinas esta contenida en unas unidades dentro del DNA, que denominamos
genes y que estan formados por nucleétidos. Al analizar el genoma humano se
ha comprobado que alrededor del 90% de los nucledtidos no contiene
informacion para la sintesis de proteinas, es decir, no forman parte de los
genes, o lo que es lo mismo, que los genes ocupan menos del 10% del
genoma humano.

Por otro lado, la secuencia de nucledtidos del DNA es dinamica y cambia
de generacién en generacion. Estos cambios se denominan mutaciones y se
producen por errores de la enzima encargada de duplicar el DNA cada vez que
la célula se divide (DNA polimerasa), o por la accidn de genes ambientales
como la luz ultravioleta del sol o determinados agentes ambientales
contaminantes. La mayoria de estas mutaciones no suelen modificar las
proteinas del individuo y, por tanto, no tienen repercusion, ya que los genes
constituyen menos del 10% del DNA. Si las mutaciones tienen lugar en genes
que codifican proteinas imprescindibles para el correcto funcionamiento de las
células, aparecen las enfermedades hereditarias y, cuando estas mutaciones
aparecen en las células de un individuo adulto, pueden ser las responsables de
la aparicion de cancer.

Una misma region del genoma puede presentar en individuos diferentes,
distintos nucledtidos en una misma posicion, denominandose este hecho como
polimorfismo. Los polimorfismos pueden encontrarse en los genes o en
regiones intergénicas. Durante la meiosis tiene lugar un entrecruzamiento entre
los cromosomas que permite el intercambio de material genético entre los dos
cromosomas homologos. Este intercambio de material genético supone que las
regiones del genoma mas préximas entre si tienen mas posibilidades de
mantenerse juntas (no se asocian al azar), lo que se denomina desequilibrio de
ligamentos. Asi, algunos polimorfismos localizados fuera de los genes se
heredan ligados a los mismos, de manera que, al estudiar los polimorfismos se
estudian indirectamente los genes proximos. Por otra parte, algunos de los
polimorfismos localizados fuera de los genes se asocian con cambios muy
sutiles de la funcion de la proteina, de manera que su repercusion en el
individuo es muy pequefia y sélo cuando se asocian varios cambios (varios
polimorfismos) podemos detectar alteraciones en el fenotipo.
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4.- Genes y polimorfismos relacionados con el consumo de
tabaco

Los progresos en el campo de la genética, el conocimiento completo del
genoma humano y los avances en tecnologia genética, han permitido la
localizacion e identificacion de los genes que predisponen a comenzar a fumar
y a la dependencia nicotinica.

Con el estudio de pares de hermanos, y analizando sus caracteristicas de
fumador o no fumador y el nimero de paquetes-afio que consumian los
fumadores, se han llegado a relacionar algunos genes con el establecimiento y
mantenimiento del tabaquismo. Asi, se considera que algunas regiones de los
cromosomas 6, 9, y 14 estan relacionadas con la mayor vulnerabilidad
(predisposicion) al tabaco y al alcohol*’. Otros estudios refieren que la herencia
relacionada con el tabaco se localiza en el cromosoma 5q, que ademas, no
esta lejos del locus del receptor de la dopamina D1*?, y con menor evidencia
con los cromosomas 4, 15, y 17, aunque estos datos no son concluyentes.

La caracterizacion de los nuevos polimorfismos del genoma (SNP, VNTR,
STR, etc.) esta permitiendo asociar determinadas regiones cromosémicas con
determinados caracteres fenotipicos. Asi, diferentes estudios llevados a cabo
hasta el momento han permitido localizar varias regiones del genoma, en los
cromosomas 2, 5, 9, 11, 17, 19, 22 y X que podrian estar implicadas en el
metabolismo de la nicotina y la adiccion al tabaco®.

Las investigaciones realizadas hasta la fecha se han centrado tanto en
aspectos relacionados con el metabolismo de la nicotina como en aspectos
relacionados con la actuacion de la misma a nivel del sistema nervioso central
y su papel en relacion con los neurotransmisores y los receptores cerebrales.

4.1.- Genes relacionados con el metabolismo de la nicotina

La nicotina es metabolizada en su mayor parte por C-oxidacién a cotinina
y, en menor medida, por N-oxidacion, N-demetilacion y N-glucuronidacion. El
metabolito principal o cotinina es también metabolizado por hidroxilacion, N-
oxidacion y N-glucuronidacion.

Se han observado diferencias en el aclaramiento de nicotina, que es
menor en fumadores que en no fumadores y en determinados grupos étnicos;
por el contrario, en mujeres embarazadas el aclaramiento es mayor. No se han
observado diferencias en funcién de la edad o el sexo.

Los procesos de metabolizacion tiene lugar sobre todo en el higado por
medio de un grupo de enzimas de la familia de los citocromos P-450 (CYP) que
actlian catalizando la conversién de nicotina a cotinina®. Dentro del grupo de
enzimas CYP, los mas relacionados con el metabolismo de la nicotina son el
CYP2A6 y el CYP2D6 y posiblemente el CYP2B6*. Variaciones en los genes
que codifican estos enzimas pueden determinar diferencias en el
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comportamiento ante el tabaco de las personas portadoras de dichos
polimorfismos.

& <
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Figura 1.- Metabolismo de la nicotina. La nicotina se metaboliza en el higado por el grupo de
enzimas del CYP. Estudios genéticos han investigado la asociacion entre el tabaquismo y los
polimorfismos de los genes que codifican para estas enzimas, en particular CYP2A6 y
CYP2D6™.

El gen CYP2A6 esta localizado en el cromosoma 19q12-13.2%8 del que se
han identificado tres variantes: una variante normal, el CYP2A61, y otras dos
variantes asociadas con una actividad reducida, el CYP2A62 y CYP2A63.
Pianezza et al.*® informaron de que la frecuencia de individuos con variantes
anormales del enzima CYP2A6 (es decir, el CYP2A62 y CYP2A63) fue
significativamente menor entre las personas dependientes de la nicotina que en
sujetos control. Los individuos fumadores que portan dichas variantes
anormales, fumaban menos cigarrillos al dia y tenian mayores probabilidades
de éxito en el abandono del tabaco, lo que confiere un caracter protector al
CYP2A62 y CYP2AG3 frente a la dependencia de la nicotina**. También se ha
descubierto que el CYP2A6 activa sustancias procarcindbgenas del tabaco, lo
que puede suponer un aumento del riesgo para padecer cancer’®®! y mantiene
abierta la hipétesis de que puedan existir determinadas relaciones con los
mismos genes que estarian implicados tanto en el consumo de tabaco como el
desarrollo el cancer de pulmon.

Otros enzimas que intervienen en el metabolismo de la nicotina incluyen
los enzimas CYP2B6 y CYP2D6, aunque sus contribuciones son de menor
importancia®®2.
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La enzima derivada del Citocromo P-450, CYP2D6, también esta

involucrada en la oxidacion de la nicotina a cotinina. Los individuos que
heredan alelos defectuosos del gen CYP2D6, que corresponden a las variantes
*3, "4, *5 y *16, tienen una menor capacidad para metabolizar drogas y se les
denomina metabolizadores lentos®>™*, lo que ocurre en un 3-10% de la
poblacién caucasiana. Si tiene uno o dos de los alelos normales, *1y *2, se les
denomina metabolizadores rapidos, y los que tienen mas de dos copias de los
alelos normales se les denomina metabolizadores ultrarrapidos, lo que ocurre
entre el 1y el 2% de los caucasianos®.
Turgeon et al.”® sefialaron que los metabolizadores lentos estaban poco
representados entre los fumadores en comparacién con los no fumadores,
apoyando la hipdtesis de que los individuos que metabolizan la nicotina
lentamente tienen menos posibilidades de volverse adictos. Sin embargo,
Cholerton et al.>” no encontraron una diferencia en el genotipo CYP2D6 entre
fumadores y no fumadores. Por otro lado, recientemente el mismo grupo de
trabajo ha llegado a la conclusion de que, aunque el estado de CYP2D6 no
influye en si una persona se convierte en un fumador, una vez que un individuo
comienza a fumar, la dependencia a la nicotina si puede verse influida por su
genotipo CYP2D6. En un estudio llevado a cabo por Saarikoski®®, se observo
que la prevalencia de metabolizadores ultrarrapidos en los fumadores
importantes era de cuatro veces mayor que en los no fumadores. Aunque se
intenté asociar el genotipo de los metabolizadores lentos con un menor riesgo
de padecer cancer de pulmon, trabajos mas recientes no han demostrado
diferencias significativas en la probabilidad de padecer cancer de pulmén entre
las distintas variantes del gen CYP2D6°®'. Existen estudios con resultados
contradictorios entre el riesgo asociado para el desarrollo de enfermedades
relacionadas con el tabaco y las distintas variantes del gen CYP2D6°"*, por lo
que no se ha podido llegar a conclusiones importantes.

También se ha sefalado que el gen CYP2B6 se asocia con mayor
vulnerabilidad a los sintomas de abstinencia y a las recaidas, presentando
incluso diferencias en los resultados respecto al sexo®. Un aumento de la
actividad del enzima CYP2B6, en fumadores y alcohdlicos puede alterar la
sensibilidad central de las drogas y contribuir a desarrollar tolerancia a la
nicotina®®.

Las investigaciones sobre el papel del metabolismo de la nicotina en la
adiccion al tabaco y la importancia que determinados polimorfismos de genes
relacionados con dicho metabolismo puedan tener siguen abiertas.

4.2.- Genes relacionados con las vias cerebrales de la adiccion a la
nicotina

La nicotina actua en el Sistema Nervioso Central sobre receptores
neuronales interfiriendo y modificando diferentes sistemas de neurotransmision.
Estos receptores, presentes en distintas areas cerebrales forman parte de
distintos sistemas neuronales. En la actualidad se dispone de abundante
informacion sobre algunas de las vias neuronales implicadas en la adiccion a la
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nicotina. Se conoce que los efectos placenteros derivados del consumo estan
estrechamente ligados a la estimulacion de las vias dopaminérgicas cerebrales
y, aunque estas vias y sus funciones no se conocen del todo, se considera que
son comunes total o parcialmente a otras drogas, como la cocaina, los
opiaceos, el cannabis y el alcohol®’.

La via dopaminérgica mas implicada en los mecanismos de adiccion a la
nicotina es la mesolimbica, que se origina en el area tegmental ventral y se
prolonga hasta el nucleo accumbens y la corteza frontal. Las proyecciones
desde el area tegmental ventral se dirigen hacia estructuras limbicas, como el
nucleo accumbens, la amigdala y el hipocampo y se asocian al reforzamiento
de los efectos de la droga sobre la memoria y al deseo de consumir la droga,
junto a los cambios animicos asociados al sindrome de abstinencia que se
produce por carencia de la misma. Ademas, las proyecciones que se dirigen
hacia la corteza cerebral prefrontal, orbitofrontal y del cingulo anterior se
asociarian a las vivencias generadas por su consumo Y la necesidad de seguir
consumiéndola. También se conoce que hay conexiones entre las neuronas
gabaérgicas del nucleo accumbens y el area tegmental ventral y que las
proyecciones glutamaérgicas del cértex frontal se asocian asimismo con el
nuicleo accumbens y el rea tegmental ventral®.

Otro circuito relacionado con la adiccion a las drogas es la via opioide,
sobre la que también ejerce su efecto la nicotina. En modelos experimentales
con animales se ha podido demostrar que este sistema interviene en la
inhibicion de la autoadministracion de nicotina en modelos animales. Ademas
de la dopamina, otros mediadores neuronales como la serotonina, la
noradrenalina, el acido gamma-amino-butirico (GABA) y el glutamato también
han sido implicados en el mecanismo de la adiccion a la nicotina®, aunque su
conocimiento es mas incompleto.

El papel que juegan las interleucinas en los mecanismos de la adiccion
es también objeto de investigacion. Un estudio reciente de Alonso Diaz"®
informa del papel que cumplen las interleucinas IL-1RN, IL-1B, IL-6 e IL-10
en la adiccion a la nicotina.

4.2.1.- Sistema catecolaminérgico

Como hemos sefalado anteriormente, los genes que regulan los flujos de
dopamina en el sistema nervioso central son los mas estudiados en relacién
con la adiccidn a la nicotina. Los mecanismos fisiopatolégicos de la adiccidon se
producen por activacion de la via mesolimbica y, en concreto, por un aumento
de la secreccién de dopamina en el nucleo accumbens, al igual que ocurre con
otras drogas como la cocaina o la morfina® ", y produce efectos placenteros,
que constituyen el denominado sistema de recompensa, facilitando la
repeticion de dicha conducta y por tanto una nueva administracion de la
nicotina’’. Se ha observado también un incremento de los valores de la L-
DOPA en el nucleo caudado y en el putamen de los fumadores en relacion con
los no fumadores’.



Introducciéon = 31

4.2.1.1.- Genes relacionados con los receptores dopaminérgicos

Se conocen cinco receptores diferentes de dopamina —DRD1, DRD2,
DRD3, DRD4 y DRD5-"® y se han clonado los genes que los codifican, pero
hasta el momento solo se ha analizado una posible relacién de la nicotina con
los genes DRD1 y DRD2. Esto se debe principalmente a la falta de evidencia
de que los polimorfismos de genes no estudiados no tengan un s'?nificado
funcional o no estén asociados con trastornos psiquiatricos complejos™.

En el gen DRD1 se han encontrado cuatro sitios polimorfos’, y el analisis
del polimorfismo que supone un cambio de adenina por guanina en la posicion
-48 (region promotora del gen) ha mostrado mayor frecuencia del alelo A entre
fumadores que entre no fumadores, relacionandose con la intensidad del
consumo de tabaco’®. El papel del gen del receptor de dopamina D1 ha sido
investigado por Comings y colaboradores como parte de un estudio que
examino los genes de receptores dopaminérgicos entre fumadores, sujetos con
el Sindrome de la Tourette y jugadores patolégicos. En los tres grupos se
observo un aumento significativo en la frecuencia de individuos con genotipo
1/1 o 2/2 en comparacién con los sujetos control, lo que sugiere que puede
existir una superposicion en la susceptibilidad genética a conductas adictivas,
posiblemente mediada por variantes alélicas del gen DRD17%. Huang et al.”’
encontraron una asociacion significativa entre la dependencia a la nicotina y un
SNP (Nucleétido de polimorfismo unico) en la region rs686 del gen DRD1 entre
afroamericanos. En una muestra conjunta de afroamericanos vy
norteamericanos de origen europeo los SNPs en las regiones rs686 y rs4532
fueron asociados significativamente con la dependencia a la nicotina.

Blum et al.”® describieron un polimorfismo a lo largo de un fragmento de
restriccion (Taql) en la regién no traducida "3 del receptor de dopamina D2 en
el gen 11q.23, con cuatro alelos; DRD2 alelo A (*A1y *A2) y DRD2 alelo B
(*B1 y *B2). Otros estudios sugieren que existe un desequilibrio de ligamientos
entre las variantes alélicas menos frecuentes A1 y B17°®'. Existe una
considerable variacién de la frecuencia de estos alelos en diferentes grupos
raciales y étnicos, incluso dentro de muestras europeo-africanas®®. El estudio
de un polimorfismo en la regién "3 no codificante del gen DRD2% ha mostrado
que el alelo DRD2-A1, aunque no modifica la proteina, se asocia con una
menor disponibilidad de los receptores de dopamina en el cuerpo estriado,
mientras que el alelo DRD2-A2 se asocia con mayores valores de dopamina®.
Noble et al.®® informaron por primera vez de la existencia de una mayor
prevalencia del alelo DRD2-A1 entre fumadores activos y exfumadores en
comparacién con no fumadores. Estos resultados fueron replicados en un
estudio de blancos no hispanos, donde se encontr6 que el 49% de los
fumadores portaban el alelo A1, en comparacion con el 26% en los sujetos
control no fumadores®®. Se ha publicado también la existencia de una
asociacion inversa entre el alelo DRD2-A1 y la edad de comienzo al consumo
de tabaco’®®®. Estas mismas relaciones también han sido observadas entre
los fumadores mexicanos-americanos®’. Por ello se ha sugerido que los
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individuos con el alelo *A1 pueden tener menor numero de receptores de
dopamina y menores sitios de unién al receptor®®, y pueden ser necesarias
grandes cantidades de nicotina para aumentar la dopamina sinaptica, y por
tanto, desarrollar tolerancia a la nicotina rapidamente. Sin embargo, la validez
de los primeros estudios de asociacidon ha sido cuestionados debido al
potencial factor de confusién de “poblacidn heterogénea”, que sugiere la
existencia de un factor étnico que modificaria los resultados de estos estudios.
Asi, los estudios de ligamento de Bierut y cols. no han podido demostrar una
asociacion entre el alelo *A1 y el consumo de tabaco®’.

Yoshida y cols.® encontraron en poblacién japonesa una relacién entre el
alelo DRD2 *A2 y una mayor predisposicion a fumar, al contrario de lo
observado en la poblacién caucasica, donde no se ha encontrado ninguna
relacién existente entre este polimorfismo y el tabaquismo®".

Shields et al.?? evaluaron la asociacion entre el tabaquismo y las variantes
alélicas L (Long) y S (Short) del gen del receptor DRD4, situado en el
cromosoma 11p15.5. El estudié encontré que los individuos americanos-
africanos que portaban al menos un alelo L, tenian un riesgo mas alto de fumar
y de inicio al consumo a una edad mas temprana que los individuos
homocigotos para el alelo S. Esta asociacion no se observo en blancos. Dado
que el alelo L se ha asociado con el rasgo de la personalidad de “busqueda de
novedad”®, los autores sugirieron que las diferencias étnicas de su estudio
podrian haber sido relacionadas con las diferencias mediadas genéticamente
por el rasgo que busca novedad entre los dos grupos étnicos. Se ha
encontrado que los receptores D4 en el nucleo accumbens (el sistema de
recompensa) pueden modular la transmisién excitatoria® y la sensibilizacién de
estas vias®.

En resumen, si bien se han observado asociaciones significativas entre el
consumo de tabaco y determinados polimorfismos de los genes relacionados
con los receptores dopaminérgicos, estos resultados son muy variables,
implican a distintos genes, y raramente se han conseguido replicar los
resultados publicados previamente por otros autores. Por ello es aun dificil
precisar el papel de los genes reguladores de los receptores dopaminérgicos,
aunque si parece claro que cumplen un papel en la dependencia de la nicotina.

4.2.1.2.- Gen transportador de la dopamina

La dopamina liberada en la sinapsis es recaptada en la misma mediante
una proteina denominada DAT, que es el principal mecanismo para el
aclaramiento de la dopamina en la sinapsis cerebral®, codificada por el gen
SLC6A3 en el cromosoma 5p15.3, que presenta polimorfismos relacionados
con una mayor o menor disponibilidad de dopamina en la sinapsis. Se han
descrito varios polimorfismos de este gen con un numero variable de
repeticiones en tdndem (VNTR), desde 3 hasta 1, en el extremo "3 de la regién
no traducida®’. La repeticion del alelo 10 (A10) es la mas comtin (cerca del 25%
de la poblacién europea, caucasiana o afroamericana es portadora). Sin
embargo, existen algunas variaciones regionales; A10 llega al 90% en
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poblaciones asiaticas o de America del Sur, mientras que en determinados
Estados de Africa predomina el alelo A7.

Aunque el polimorfismo no afecta al producto real de la proteina, puede
afectar la localizacién del RNAm, la estabilidad de la transcripcion, la regulacion
de la sintesis de proteinas, y su expresion®. De hecho, el polimorfismo parece
alterar la traduccién de la proteina DAT y disminuir su disponibilidad®® "', El
polimorfismo SLC6A3*9 (una repeticion de 40 pb que aparece entre una y
nueve veces) localizado en la region ‘3 del gen se ha asociado con valores
endogenos elevados de dopamina, una menor predisposicion a ser fumador, un
inicio en el consumo mas tardio (después de los 16 afios de edad), y una
mayor facilidad para su abandono y para permanecer abstinente mas
tiempo'®2. Esta asociacion no se ha podido confirmar en otro estudio posterior,
lo que indica que se necesita una evidencia mas solida para entender la
relacién entre el gen trasportador de la dopamina y el tabaquismo'®.

La asociacion del gen SLC6A3 con el tabaquismo se ha observado en
personas con genotipos DRD2*A2, sefialandose que los individuos portadores
de los alelos SLC6A3*9 y DRD2*A2 tendrian un 50% menos de posibilidades
de ser fumadores al presentar un numero normal de receptores
dopaminérgicos y un valor mas elevado de dopamina. Lerman y cols.'®
sefalaron que los individuos portadores del polimorfismo SLC6A3*9 que
presentan una elevada produccion enddégena de dopamina no precisarian de
estimulos externos —como la nicotina- para conseguir aumentar los niveles de
dopamina y, por ello, tienen menos posibilidades de ser fumadores. Los
investigadores sugirieron que el incremento de dopamina sinaptica en los
portadores del polimorfismo SLC6A3*9 puede actuar como factor protector
frente al tabaquismo, lo cual es mas probable que se produzca en personas
con cantidades de DRD2 normales. Sabol y cols. no encontraron asociacion
entre el gen SLC6A3 y el inicio al consumo, pero si una asociacion significativa
entre dicho gen y la deshabituacion tabaquica'®.

Cook y cols. relacionaron otro polimorfismo, el SLC6A3*10, con niveles
inferiores de dopamina'®, lo que podria facilitar el consumo de tabaco en estos
sujetos con el objetivo de aumentar (“normalizar”) sus niveles de dopamina. Se
ha postulado que los individuos que son portadores de algunos de los alelos
del gen SLC6AS relacionados con niveles inferiores de dopamina responderian
mucho mejor al tratamiento con Bupropion o Terapia Sustitutiva con Nicotina
que los fumadores que poseen el alelo *9 de este gen, posiblemente debido al
efecto que ejercen estos farmacos en la reposicion de la dopamina a valores

normales en la sinapsis'%.

4.2.1.3.- Genes relacionados con el metabolismo de la dopamina

Diferentes enzimas, tales como la tirosina hidroxilasa (TH), la dopamina B-
hidroxilasa, -O- metiltransferasa catecol (COMT), y la monoaminooxidasa
(MAO) MAO-A y MAO-B, estan implicadas en la sintesis y en el metabolismo
de la dopamina.
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Se han realizado estudios sobre el papel de estos enzimas en relacién con
la dependencia a la nicotina con resultados contradictorios'®. A pesar de que
los genes codificadores de estos enzimas han sido investigados en estudios de
trastornos, como el alcoholismo, la depresion o la esquizofrenia'® % los
estudios en fumadores son limitados. La exposicion al humo del tabaco parece
reducir los niveles de MAO-A y MAO-B en el cerebro''®'"". Un estudio britanico
mostré una asociacion mayor entre el tabaquismo y las variaciones de los
genes de la MAO-A y la B-hidroxilasa de la dopamina, pero no en la COMT"'"2.
Costa-Mallen y cols. demostraron una asociacion modesta entre un
polimorfismo del gen del enzima MAO-B y el consumo de tabaco''®. La MAO-B
parece que puede desempenar un papel en el tabaquismo y que pueden tener
cierta eficacia los inhibidores de esta enzima en el tratamiento coadyuvante de

deshabituacion tabaquica'"".

Se ha comprobado que los ratones transgénicos que sobreexpresan el
gen tirosina hidroxilasa (TH) son menos sensible a la nicotina®®. Hasta el
momento actual, el unico estudio que ha investigado los polimorfismos del gen
TH en fumadores no ha encontrado ninguna asociacion clinica'™. En el estudio
de la dopamina betahidroxilasa (DBH) la enzima relacionada con el
metabolismo de la dopamina y la noradrenalina, se ha observado una
asociacion con el sindrome de abstinencia''?.

Efectos de la nicotina en la neurotransmision dopaminérgica
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Figura 2.- Efectos de la nicotina sobre la neurotransmision dopaminérgica. La nicotina aumenta
la liberacion de la dopamina (DA). TH media la conversion de tirosina a L-dopa, el precursor de
la dopamina, lo que es el paso limitante en la sintesis de dopamina. El transportador de
dopamina (DAT) es el sitio de la recaptacion de la dopamina y regula la cantidad de dopamina
sinaptica. COMT y MAO estan involucradas en el metabolismo de la dopamina. La dopamina
se une a los receptores que median la neurotransmisidn postsinaptica. Los genes que codifican
las enzimas y los recegtores dopaminérgicos se han estudiado en el tabaquismo. DR =
receptor de la dopamina®.
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4.2.2.- Sistema serotoninérgico

La administracion de nicotina incrementa la liberacion de serotonina en el
cerebro y puede estimular el sistema serotoninérgico a nivel del hipocampo y
de la corteza prefrontal. Asi, los sintomas de abstinencia nicotinica pueden ser
modulados por una disminucién serotoninérgica en la neurotransmision. La
ausencia de nicotina disminuye la secreccion de serotonina lo cual puede estar
relacionado con los cambios de humor que acompafian el abandono del
tabaco'™""®. Por ello se piensa que el sistema serotoninégico puede estar
implicado también en la dependencia nicotinica.

4.2.2.1.- Gen de la enzima triptofano hidroxilasa (TPH)

La triptofano hidroxilasa (TPH) participa en la biosintesis de la serotonina.
Aunque los polimorfismos conocidos del gen de la TPH se encuentran en
regiones no codificantes y se cree que no tienen consecuencias funcionales'"’,
dos polimorfismos de dicho gen, el C218A y el C779A, se han vinculado a los
rasgos de la personalidad'’®, y se ha estudiado su asociacién con el
tabaquismo''®'?. Estos autores no han encontrado asociaciones entre estos
polimorfismos y la dependencia de la nicotina. Sin embargo, si han encontrado
asociaciones significativas en las variables de inicio al consumo (como la edad

de inicio)'® o no haber fumado nunca un cigarrillo entero™™®.

Considerando la falta de funcionalidad de los polimorfismos de la TPH y la
posibilidad de falsos positivos, es probable que los marcadores TPH tengan un
desequilibrio de ligamientos para un polimorfismo funcional desconocido, que la
acciéon de la TPH sobre el hecho de fumar sea indirecta (p.ej. por un rasgo de
la personalidad), o que la TPH cumpla un papel menor en la %ran red de
factores causales relacionados con el inicio al consumo de tabaco' ™.

4.2.2.2.- Gen de la proteina transportadora de la serotonina

La proteina transportadora de la serotonina (5-HTT), ha atraido la atencion
de diversos investigadores, ya que regula la magnitud y duracién de la
transmision serotoninérgica. Se ha descrito un polimorfismo del gen que regula
la proteina de transporte de la serotonina SLC6A4, con una variante corta (S) y
una larga (L). La variante corta se relaciona con una reduccion en la expresion
y recaptacion de serotonina, pero los resultados publicados hasta la fecha son
contradictorios. Mientras Lerman y cols. no han encontrado diferencias
significativas en la distribucion de los alelos del polimorfismo entre fumadores y
no fumadores'?', Ishikawa en algunos grupos de poblacién japonesa ha
encontrado una mayor prevalencia de la variante larga (L) entre fumadores que

en no fumadores o exfumadores'??.

Estudios mas recientes han informado de la asociaciéon entre el
polimorfismo del gen 5-HTT y rasgos de la personalidad de tipo ansioso,
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neurotico, y que enlaza, a su vez, con una mayor predisposicion de tener
dependencia nicotinica'®'?*. Para los individuos con la variante corta (S), el
neuroticismo esta vinculado a una mayor ingesta de nicotina, a una mayor
dependencia, al hecho de fumar para estimularse y para reducir los
sentimientos negativos. Por el contrario, el neuroticismo no es un impedimento
para dejar de fumar en los fumadores con el genotipo L/L. Asi, mas que influir
en el inicio del consumo, estos genotipos afectan a las motivaciones para fumar
(disminucion de sentimientos negativos con el tabaco), a la dependencia, y a la
capacidad para dejar de fumar'®*.

Gerra et al."”®® sugieren que la disminucién de la expresién del gen
SLC6A4 causado por el alelo S puede estar asociada con el consumo de
tabaco entre los adolescentes y con un mayor riesgo de desarrollar
dependencia a la nicotina, posiblemente en relacion con los rasgos de
personalidad, las caracteristicas temperamentales, y el bajo rendimiento
escolar. Kremer et al."®® estudiaron personas que nunca habian fumado y
sujetos que habian fumado alguna vez (ex fumadores y fumadores actuales),
junto con diversas medidas de la personalidad y en relacion con polimorfismos
del gen promotor del transportador de serotonina. En contraste con los
resultados de Guerra et al.'® Kremer et al.'® encontraron un exceso
significativo de la variante larga (L) en fumadores actuales y exfumadores, en
comparacion con los participantes que nunca habian fumado.

Al igual que sucede con otros sistemas neuroldgicos se necesitan mas
estudios para aclarar el papel de los polimorfismos de los genes de la
serotonina. Cabe pensar que si se estableciese esta relaciéon de forma mas
consistente podria explorarse la utilizacion de medicamentos como la
Fluoxetina (inhibidor de la recaptacion de serotonina) en el tratamiento del
tabaquismo.

4.2.2.3.- Gen del receptor de serotonina

Aunque actualmente no existen estudios de asociacion entre los
polimorfismos del gen del receptor de la serotonina y el tabaquismo, diversos
estudios han proporcionado datos para despertar el interés por explorar dicha

relacion'®.

Las variaciones en el gen 5-HTT, también pueden afectar a la agregacion
plaquetaria siendo un factor de riesgo para las patologias cardiacas, ya que un
solo gen es responsable de la expresion del 5-HTT en las plaquetas y en el
cerebro'?’. Puede ser interesante investigar si el riesgo de padecer patologia
cardiaca y la adiccion a la nicotina comparten susceptibilidad genética mediada
por el gen 5-HTT.

4.2.3.- Sistema noradrenérgico

La via noradrenérgica esta constituida por las prolongaciones axonales
existentes entre los cuerpos neuronales del Area Tegmental Ventral (ATV) y el
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Locus Coeruleus (LC). La estimulacion de los receptores nicotinicos produce
un incremento de la liberacién de noradrenalina en el LC'?®. La noradrenalina
liberada en el LC es capaz de estimular receptores a y B localizados en el
mismo. La estimulacion de los receptores a contribuye a que no aparezcan
sintomas del sindrome de abstinencia tan importantes como la ansiedad, la
irritabilidad y el nerviosismo. La falta pues, de liberacién de noradrenalina en el
LC en los adictos a la nicotina, cuando no consumen tabaco, es uno de los
principales mecanismos de produccién del sindrome de abstinencia y, como tal,
uno de los responsables del fracaso en el intento de abandono del tabaco
derivado del sindrome de abstinencia. No obstante, se ha de considerar que la
noradrenalina del LC también estimula receptores B. La estimulacion de estos
receptores contribuye a que el fumador memorice los factores externos que se
asocian al consumo de la nicotina.

La utilizacion de inhibidores de la recaptacién neuronal de noradrenalina y
de bloqueantes de los receptores [-noradrenérgicos podria ayudar a aliviar los
sintomas del sindrome de abstinencia consiguiendo un mejor control de las

recaidas'?.

4.2.4.- Sistema glutamaérgico

Los efectos ansioliticos desencadenados por la nicotina estan mediados
por su accién sobre receptores gabaérgicos y opioides del organismo™'3*3",

Cuando un fumador, después de un corto periodo de abstinencia, da una
calada a un cigarrillo, inhala una cantidad de nicotina que ocupa el 50% de los
receptores nicotinicos presentes en sus neuronas. Esto supone que los
fumadores tienen muchos de sus receptores nicotinicos cubiertos, después del
consumo de los primeros cigarrillos del dia. No obstante, a pesar de esto,
continuan fumando. La presencia de nicotina, aun y cuando muchos receptores
nicotinicos estan ocupados por la misma, conduce al incremento de estos
receptores en las neuronas del fumador, multiplicandose los receptores para
ofrecer la diana a la nicotina libre, fendmeno conocido con el nombre de up-
regulation.

Se ha observado que la administracién crénica de nicotina incrementa la
cantidad de receptores gabaérgicos en modelos animales'?. La administracién
de agonistas de receptor GABA-B disminuye la autoadministracién de nicotina,
posiblemente debido a la reduccion del efecto de recompensa originado por la
nicotina, lo cual podria significar que los agonistas gabaérgicos serian utiles en
el tratamiento del tabaquismo'®. Ademas, la administracién crénica de nicotina
en ratas da lugar a una disminucién de la sintesis del receptor GABA-BR1 en el
hipocampo, en un efecto que es independiente de la dosis'*; no obstante, su

papel en la dependencia nicotinica aun no esta establecido.

Beuten et al. llegaron a la conclusion de que los hallazgos en estudios de
asociacion de las variantes en el gen GABA-BR2, que codifica la subunidad 2
del receptor del tipo acido gamma-aminobutirico B, pueden jugar un papel

importante en la dependencia nicotinica’>.
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Recientemente, en un estudio realizado en un grupo de 23 personas,
donde se incluian cinco sujetos no fumadores ni bebedores, cinco alcohdlicos
no fumadores, siete fumadores no bebedores, y seis fumadores alcohdlicos,
Flatsher-Bader et al.'™® observaron que los niveles de expresion de los
transportadores de glutamato SLC1A, SLC17A6, y el SLC17A7 fueron
inducidos fuertemente por el hecho de fumar, un efecto que se redujo si existia
la exposicion a alcohol. Flatsher-Bader et al. concluyeron que la plasticidad del
Area Tegmentaria Ventral (ATV) puede ser un importante mecanismo
molecular para el mantenimiento de la adiccion a la nicotina y al alcohol y que
el abuso de ambas sustancias tiene efectos diferentes en la plasticidad

neuronal y en la transmisién glutamaérgica'®.

4.2.5.- Sistema opioide

Existen evidencias que relacionan los receptores opioides con el
tabaquismo'. La mayor parte de las drogas de abuso, incluida la nicotina,
inducen sus efectos placenteros gracias a la activacidén de este sistema opioide
endégeno. Mediante el empleo de técnicas genéticas y moleculares se han
podido identificar los componentes precisos de este sistema opioide que
resultan activados tras la administracién de nicotina y como dicha activacion es
necesaria para que la nicotina induzca sus efectos adictivos. Los genes
responsables de la codificacion de estos componentes del sistema opioide
endogeno presentan cierta variabilidad en humanos. Esta variabilidad genética
podria explicar la diferente vulnerabilidad individual a padecer la adiccion a la
nicotina y explicar también la distinta respuesta que presentan fumadores
frente a determinados tratamientos de cesacion tabaquica.

Los receptores pu-opioide juegan un papel muy importante en la
mediacion de los efectos de diversas sustancias, como los opiaceos'’ 1%
cannabinoides™® y el alcohol'. Recientemente se demostré que los ratones
que carecian del receptor pu-opioide no obtenian efectos de recompensa por la
administracion de nicotina, y el sindrome de abstinencia era menor, lo que
sugiere una interaccion entre la nicotina, el sistema opioide y la actividad
mesolimbica dopaminérgica™'. El polimorfismo +118 del gen OPRM1 del
receptor pu-opioide parece estar asociado a un mayor riesgo de dependencia a
varias drogas, incluida la nicotina, pero no a una en concreto. La contribucién
de este gen a padecer una dependencia parece ser pequefia y se detecta mas
facilmente en estudios que usan controles de muestras que investigan todas
las formas de drogadiccion'*.

La naltreoxona (antagonista opioide) ha sido empleada en la clinica como
tratamiento coadyuvante de los programas de deshabituacién tabaquica. In
vitro se ha observado que altera tanto la expresion como la funcién de algunas
subunidades del receptor nicotinico entre las que destacan la subunidad a4 y la
subunidad B2'*. Sin embargo, su eficacia terapéutica todavia no ha sido
probada y no se conoce muy bien su papel en la dependencia nicotinica’*.
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4.2.6.- Sistema cannabinoide

Recientemente se ha implicado al sistema endocannabinoide enddgeno
en la adiccion a la nicotina. Es conocido que los receptores de membrana a los
que se unen el tetrahidrocannabinol y otros cannabinoides lo son para una
serie de ligandos enddgenos denominados cannabinoides enddégenos o
endocannabinoides. Desde hace poco tiempo se conoce cdémo los
endocannabinoides son sintetizados, liberados, recaptados y degradados a
nivel de las células nerviosas, lo que confirma su funcibn como
neuromoduladores’®. El consumo de cannabis frecuentemente se asocia al
consumo de tabaco, ademas de estar implicados ambos en las zonas vy
mecanismos de recompensa del cerebro®4’.

El sistema endocannabinoide formaria parte de la red de recompensa
cerebral que activan diversos tipos de reforzadores, entre ellos la nicotina. Se
ha verificado recientemente la induccién, por parte del sistema cannabinoide a
través de receptores cannabinoides CB1, de mecanismos de dependencia y
tolerancia, asi como la facultad de producir refuerzo positivo identificandose su
sindrome de abstinencia. El sistema actuaria de forma aguda y crénica sobre
las neuronas del sistema dopaminérgico, modulando la transmisiéon de los
circuitos de recompensa GABA y glutamato (receptores CB1 presinapticos
regulan la liberacion de glutamato y GABA) ademas de interactuar con
neuropéptidos relevantes en la motivacion (péptidos opiodes y factor de
liberacion corticotropo).

La nicotina y los cannabinoides afectan a determinadas funciones del
sistema nervioso central aunque habitualmente lo hacen en sentido opuesto.
Ademas, algunas areas cerebrales con elevada densidad de receptor CB1
contienen también receptores nicotinicos de forma que se podrian producir
interacciones funcionales entre ambos sistemas. Se han evaluado las
consecuencias de la administracion de nicotina sobre las respuestas
bioquimicas y comportamentales del tratamiento con A9-THC ((-)-A9-6a,10a-
trans-tetrahidrocannabinol) y sobre la tolerancia y la abstinencia'®. En lo
referido a los efectos agudos, la nicotina potencia la hipotermia, antinocicepcion
e hipolocomocién inducida por la administracion aguda de canabinoides. Por
otro lado, animales tratados con nicotina y A9-THC simultaneamente presentan
una atenuacién de la tolerancia a A9-THC y un incremento en las
manifestaciones somaticas de la abstinencia. Ademas, el A9-THC vy la nicotina
incrementan la expresion del proto-oncogén celular c-fos en diferentes
estructuras cerebrales. En ratones knock-out para el receptor CB1 también se
ha estudiado la respuesta a la nicotina y se ha observado que su
administracién crénica a ratas provoca un aumento de densidad del receptor
cannabinoide CB1 en el hipotalamo, estructura relacionada con la via de
recompensa 614,

Existe, por lo tanto, un sustrato comun neurobiologico para los procesos a
las drogas adictivas con una interaccion bidireccional a nivel cerebral, estando
el sistema endocannabinoide implicado en esta via comun'% ",
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4.2.7.- Oxido nitrico

Existen estudios que han analizado la relacion entre la nicotina y el 6xido
nitrico (NO) producido por el sistema nervioso central. Stevens et al.’
demostraron que la nicotina puede modular las aferencias inhibitorias del
hipocampo de la rata a través del NO, donde se han demostrado la existencia
de receptores colinérgicos del tipo de la bungarotoxina™®. Mas
recientemente’* se ha llegado a concluir que la puerta de entrada auditiva al
hipocampo esta efectivamente mediada por la liberacion de NO, a través de la
activacion de los receptores colinérgicos del tipo a7.

La nicotina ejerce parte de sus acciones en el cerebro mediante el NO,
principalmente al aumentar su produccién. De esta manera, ademas de los
tratamientos existentes, la inhibiciéon farmacoldgica de la 6xido nitrico-sintetasa
(NOS) o la administracién de compuestos que liberan NO pudieran servir como
posibles estrategias terapéuticas contra el tabaquismo. Se sospecha que la
base de esta relacion radica en la modificacion del paso de los iones a través
del receptor colinérgico nicotinico, lo que influiria en la regulacion de la sintesis
de NO al permitir la entrada masiva de calcio'®. En experimentos con ratas se
ha observado que la sintesis del NO contribuye a la dependencia y a la
tolerancia a opiaceos y también a la nicotina'®. El empleo de los inhibidores de
la sintesis de NO en ratas ha conseguido atenuar los sintomas del SAN'"1%8,
Este efecto podria tener valor en la practica clinica como tratamiento
coadyuvante de la deshabituacion tabaquica.

4.2.8.- Receptores del gusto

Mangold et al.™ sugieren que los 3 SNPs en el gen TAS2R38

identificados por Kim et al.'® pueden jugar un papel en el desarrollo de
dependencia a la nicotina entre los afroamericanos. El haplotipo catador -PAV-
se asocidé inversamente con el grado de tabaquismo en un estudio de
fumadores afroamericanos, mientras que el haplotipo no catador -AVI- se
asocid positivamente. No se observaron asociaciones significativas en una
muestra de fumadores europeos. Mangold et al.’® postulan que la mayor
sensibilidad oral confiere proteccion contra la dependencia a la nicotina. Estos
resultados son muy preliminares y aun no pueden valorarse cémo influyen en la
adiccion a la nicotina.

4.2.9.- Sistema colinérgico

Como ya hemos sefalado, la dependencia de la nicotina es un predictor
importante del mantenimiento del consumo de tabaco'''®?, Por lo tanto, una
mejor comprension de las bases bioldgicas de la dependencia a la nicotina es
clave para el éxito de nuevos esfuerzos destinados a ayudar a los fumadores a
dejar de fumar. Los estudios realizados en gemelos han encontrado
importantes evidencias de las influencias genéticas sobre la dependencia a la
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nicotina'®*'%°, motivando la busqueda continua de variantes genéticas que

puedan influir en la dependencia de la nicotina y por eso, ademas de continuar
el estudio de diversos sistemas neuronales, se investiga el papel que pueden
desempenfiar nuevos sistemas y la interaccion entre ellos.

La nicotina es un alcaloide de origen natural, presente en el tabaco,
altamente adictiva'®, mediando una parte muy importante de sus efectos en el
cuerpo humano a través de los receptores de acetilcolina o colinérgicos, de los
cuales tanto la nicotina como la acetilcolina son sustancias agonistas y
competitivas entre si'®""'®®. Estos receptores se subdividen en dos tipos:

— Receptores nicotinicos, situados en las neuronas del sistema
nervioso central, los ganglios del sistema nervioso auténomo y las
glandulas suprarrenales. Se distinguen a su vez 4 subtipos:
musculares, neuronales sensibles a la a-bungarotoxina, neuronales
resistentes a la a-bungarotoxina y epiteliales. Estos receptores
juegan un papel importante en la modulacién del riesgo de multiples
tipos de adiccion 170,

— Receptores muscarinicos, que estan presentes en algunas
neuronas del sistema nervioso central, en la placa neuromuscular y
en organos efectores.

El aumento del numero de receptores de nicotina se cree que se debe a
un proceso de desensibilizacién de los mismos ante una exposicién prolongada
a la nicotina. Los receptores que tienen mas importancia en la adiccion a la
nicotina son los receptores neuronales resistentes a la a-bungarotoxina.

Las 12 subunidades que componen los receptores nicotinicos se dividen
en los familias; la familia de nueve subunidades a (a2 - a9) y la familia de tres
subunidades B (B2 - p4)'""172,

Los receptores nicotinicos son proteinas integrales de membrana
formados por cinco subunidades dispuestas simétricamente alrededor de un
poro central'’®. Cada subunidad del receptor nicotinico se compone de un gran
dominio extracelular amino-terminal, cuatro dominios transmembrana, un
citoplasma lazo de longitud variable entre el tercer y cuarto dominio
transmembrana y un dominio corto extracelular carboxi-terminal'™.

El dominio extracelular de subunidades a contiene cisteinas adyacentes
que son importantes para la unién del ligando, mientras que las subunidades 3
carecen de estos residuos'’®. A diferencia de otras subunidades a, la
subunidad a5 no contribuye a la unién del ligando ya que le falta un residuo
clave de tirosina'’®. La combinacién de diferentes subunidades de los nAChRs
(receptores nicotinicos de acetilcolina) puede conducir a la formacién de una
amplia gama de subtipos de nAChRs.
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Las subunidades a2-a6 pueden formar receptores heteroméricos con las
subunidades p2-p4, mientras que las subunidades a7-a9 pueden formar
receptores homomeéricos que estan bloqueados por una bungarotoxina®’"®,
Por otro lado, la subunidad a9 puede formar un receptor heteromérico con
a10'8%18" y 47 puede formar un receptor heteromérico con B2'®2. Cada uno de
estos subtipos de receptores tiene propiedades electrofisioldgicas y
propiedades farmacoldgicas diferentes’’183.184,

Los receptores nicotinicos ensamblados a partir de las subunidades, se
dividen en dos clases, neuronales y musculares En los humanos las
subunidades neuronales consisten en subunidades 02 enlazados con
subunidades a7, a9, a10 y B2 enlazada con B4, y las subunidades musculares
son a1, 1, d, e y y. La subunidad a8 se ha detectado en el tejido de aves, pero
no en los receptores nicotinicos musculares de mamiferos. El receptor
nicotinico muscular se compone de dos subunidades alfa, una beta, una delta y
una gamma o bien una subunidad épsilon’®®. Los nAChRs heteropentaméricos
predominantes en el cerebro son 0432 y en el sistema nervioso periférico son
los formados por las subunidades a3B4'®'®”. En algunos casos, a5 también
contribuyen a estos dos subtipos principales de receptores heteropentaméricos.
La subunidad a7 es la unica subunidad conocida que forma nAChRs en el
cerebro de los mamiferos'®. El circuito de recompensa de dopamina, que
juega un papel fundamental en la adiccion, es modulada por varios subtipos de
nAChR, incluyendo a4f2, a4B2a5, a6B283, a4abB2p3 y a7'891%,

Los genes que codifican la subunidad a6 y la subunidad 3 se encuentran
situados de forma contigua en configuracién cola a cola en el cromosoma 8.
Sus productos proteicos estan co-localizados en los receptores nicotinicos de
la sustancia negra, el area tegmental ventral, el cuerpo estriado, y el locus
coeruleus'®. Se ha observado que tanto los receptores que contienen la
subunidad a6, como los que contienen la subunidad B3 tienen un papel
importante en la neurotransmision dopaminérgica, contribuyendo asi a la
recompensa y al refuerzo de la conducta'®. Los receptores que contienen
a6B2B3, asi como los receptores que contienen a6a4B32B3 en el cuerpo
estriado median la liberacion de dopamina. En contraste, los receptores a632
situados en el coliculo superior parecen estar involucrados en la liberacion de
GABA'31% | 3 subunidad B3 se cree que es importante para el ensamblaje y
la estabilidad de los NnAChRs que contengan la subunidad a6'®.

La diversidad funcional de la familia de los nAChRs ofrece abundantes
perspectivas para el disefio de nuevas terapias. Actualmente, los nAChRs
estan siendo activamente investigados como farmacos objetivos para los
trastornos del sistema nervioso, incluyendo la enfermedad de Alzheimer, la
ansiedad, el trastorno por déficit de atencidn e hiperactividad, la depresion, la
epilepsia, el dolor, la enfermedad de Parkinson, la esquizofrenia, el sindrome
de Tourette y la adiccién a la nicotina'®"%.
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Figura 3.- Estructura del nAChR. (A) Representacion esquematica que ilustra la disposicion
pentamérica de subunidades de un nAChR ensamblado. (B) Conservacion de los dominios de
una subunidad del nAChR incluido los segmentos amino (N) y carboxilo (C) terminales,
segmentos transmembrana (M1-M4) y el bucle intracelular. (C) Ensamblado de los subtipos de
los nAChRs heteroméricos y homoméricos. Las subunidades de los nAChRs son
representadas individualmente como circulos de colores, con los diamantes que representan
los sitios de unién al ligando. Los pentagonos blancos en el centro de cada pentamero
representan la regién del poro®”.

Debido a la escasez de ligandos selectivos para los subtipos de
receptores nicotinicos, la composicion exacta de las subunidades de los
receptores que regulan los efectos gratificantes del tabaco y el desarrollo de la
dependencia de la nicotina no se conocen con exactitud. Aunque la llegada de
estudios con ratones modificados genéticamente ha proporcionado un enfoque
experimental util para evaluar la contribucién de las diferentes subunidades in
vivo'®. Por lo tanto, la identificacion de los receptores nicotinicos cerebrales y
sus polimorfismos en los que actua la nicotina para provocar su refuerzo
positivo, y también aquellos receptores responsables de desarrollar
dependencia y sindrome de abstinencia, pueden proporcionar informacion
valiosa sobre la neurobiologia de la nicotina en los fumadores y facilitar el
desarrollo de nuevas estrategias terapeuticas para el tratamiento de la adiccion

al tabaco?°.

En general, el papel de la genética para determinar el consumo de tabaco
parece ser un trabajo importante y complejo. Gran parte de la dificultad en la
identificacion de los genes clave, es el hecho de que es probable que sean
numerosos, cada uno con efectos pequefios, que en conjunto forman varios
fenotipos asociados con el tabaquismo. A pesar de sus pequefios efectos, los



44 | Valor de los polimorfismos de los genes CHRNA3A5B4 en la adiccion al tabaco

polimorfismos genéticos son de gran importancia para la Salud Publica ya que
el riesgo atribuible a ellos es probable que sea importante por su frecuencia en
la poblacion®®?, Desafortunadamente, los estudios de genes individuales a
menudo no tienen la fuerza necesaria para encontrar tales pequefios efectos.
Ademas, hay limitaciones de estudios anteriores que hacen que los intentos de
unificar los resultados sean dificiles, cuestiones que en el futuro son necesarias
a tener en consideracion. La variable de exposicion utilizada en los estudios, es
decir, un gen en particular, puede ser insuficiente por si sélo para determinar la
asociacion. Es decir, es necesario examinar las interacciones gen-gen y
genética-medio ambiente. En estudios futuros, el valor que ofrece el estudio de
un solo lugar, puede ser superado en parte mediante el estudio de haplotipos o
la asociacién de multiples polimorfismos. Las subunidades de los receptores
nicotinicos y las interacciones entre genes y entre genes-ambiente que mayor
interés han suscitado se enumeran a continuacion:

e Subunidad B1
La subunidad B1 ha sido estudiada por Lou et al. quienes ha demostrado
la asociacion existente entre la presencia del polimorfismo del receptor
CHRNB1 en la region rs2302763 y la dependencia nicotinica en una muestra
de poblacidon europea-americana, encontrando mayor proporcion de esta
variante en fumadores con respecto a los no fumadores?®.

e Subunidad B2
La subunidad 2 también ha sido relacionada con el consumo de tabaco.
L. Greenbaum y cols.?®® han asociado la regién rs2072660 del receptor
CHRNB2 y el consumo diario de tabaco en mujeres israelies.

e Subunidad a2
La subunidad a2 se ha postulado como necesaria para el refuerzo de las
propiedades adictivas de la nicotina. Se han descrito varios polimorfismos en el
gen de la subunidad a2 del receptor nicotinico, pero sin que se hayan
encontrado datos solidos que apoyen la relacion entre dichos polimorfismos y

el inicio o el mantenimiento del consumo de tabaco®®.

e Subunidad 3

En estudios de Bierut?® y Saccone®’ que utilizaron como criterio de
inclusion a fumadores con un numero de cigarrillos consumidos a lo largo de su
vida mayor o igual a cien, se han encontrado asociaciones altamente
significativas entre la subunidad B3 y la dependencia a la nicotina, con
evidencia para desarrollar el doble de riesgo de ser dependientes una vez
expuestos al consumo de cigarrillos, en forma de herencia recesiva. Esta
asociacion ha sido reforzada por Hoft et al.?°® demostrando la existencia de tres
SNPs, rs7004381, rs4950 y rs2304297 del gen CHRNB3 y su asociacion con la
adiccion nicotinica. Sin embargo, otros estudios que utilizan criterios de
inclusibn menos estrictos no han encontrado resultados que demuestren
niveles de asociacién importantes entre esta subunidad y la dependencia
nicotinica®®*.

t206
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e Subunidad a4
La subunidad a4 del receptor nicotinico esta altamente expresada en el
sistema nervioso central (SNC) y juega un papel importante en la tolerancia, la
recompensa, y en la modulacion de la funcion dopaminérgica en el sistema
mesolimbico, puntos criticos para el desarrollo de la dependencia nicotinica®®.
Debido a esto, el gen CHRNA4 es un objetivo prioritario de investigaciéon sobre

los factores genéticos que influyen en la dependencia del tabaco.

Los estudios iniciales que implicaban al receptor CHRNA4 en la adiccion
a la nicotina fueron realizados con animales'®®?°*#'° pPosteriormente, diversos
estudios en poblaciéon humana, han mostrado asociaciones significativas entre
las medidas del consumo de cigarrillos o de la dependencia a la nicotina y el
receptor CHRNA4. La adiccion a la nicotina se ha asociado a dos SNPs del
receptor CHRNA4, rs1044396 y rs1044397, en un estudio basado en
fumadores varones chinos®''. Otro trabajo sobre seis SNPs del receptor
CHRNA4 en poblacion europeo-americana (EA) y afro-americana (AA) ha
encontrado hallazgos importantes y significativos para fenotipos especificos
relacionados con la dependencia nicotinica, destacando la regién rs2236196 en
las mujeres AAs®'?. Saccone et al.?"® han proporcionado cierto apoyo a la
relacion entre la regién rs2236196 y la dependencia nicotinica, aunque en su
estudio observan una asociacion aun mas fuerte entre la region rs2273504 y el
consumo de tabaco.

Kent et al.?'* adoptaron un enfoque que abarcaba varios niveles de
analisis, incluida la bioinformatica, en modelos de cultivos celulares y modelos
humanos de laboratorio, observando que la expresion de dos polimorfismos de
un solo nucleodtido del receptor CHRNA4 en el tejido cerebral post mortem
humano (rs6122429 y rs2236196) se asociaban con las respuestas subjetivas
de la conducta fumadora. Los analisis revelaron que la region rs2236196, sobre
todo en el genotipo TG, se relacionaba con efectos fisiolégicos derivados del
consumo de tabaco (palpitaciones, mareos,...) y el aumento de |la
concentracion de nicotina en forma de pico, con efectos placenteros subjetivos
desde el primer cigarrillo, cada vez mas intensos segun el numero de cigarrillos
consumidos. Mientras que los individuos con el genotipo GG en la rs6122429
afirmaron tener mayor recompensa después de haber fumado tres cigarrillos,
pero no después del primero o el segundo, es decir, necesitaban la
concentracion de nicotina pico proporcionada por lo menos por tres cigarrillos
para obtener placer.

Diversos estudios inmunoldgicos indican que esta subunidad junto con la
las subunidad a2, son las que tienen mayor afinidad por la nicotina en el
cerebro'’?, siendo su formacion regulada tras exposicion crénica a la
nicotina'®®2'®. Son importantes subunidades reguladoras de los procesos de

refuerzo de la nicotina.

e Subunidad ab
La subunidad a5 participa en la composicién de multiples receptores
nicotinicos?'®?'” que contribuyen a la estimulacién de la liberaciéon de DOPA en
el nucleo estriado, una region implicada en vias de recompensa y que es
crucial para el desarrollo de la dependencia nicotinica'®%'®. Los individuos con
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variaciones especificas en el gen del CHRNAS parecen tener el doble de
posibilidades de ser dependientes de la nicotina?®®, jugando dicho gen un papel
importante en los efectos psicoactivos de la nicotina a corto y largo plazo?'®.

Las pruebas biolégicas mas convincentes de un factor de riesgo para la
dependencia de la nicotina se encuentran en el SNP, rs16969968 region no
sinénima, del gen CHRNAJS. Los individuos que son homocigéticos para el alelo
A, el alelo de riesgo, poseen el doble de riesgo de desarrollar dependencia a la
nicotina. A pesar de que la subunidad a5 no se ha estudiado ampliamente y no
hay informes de efectos funcionales conocidos de este polimorfismo, llama la
atencion que un polimorfismo de carga no sinénima altere el bucle intracelular
de la subunidad a4 de los receptores nicotinicos, la cual si se ha demostrado
que altera la funcidén de los receptores NAChRs en los ratones en respuesta a
la exposicion de nicotina??®??%2?! Esta asociacion entre la region rs16969968
de CHRNADS5 y la dependencia nicotinica ha sido replicada en varios conjuntos
de datos independientes®???%, también para rasgos relacionados con los
fumadores, incluyendo cantidad de cigarrilos fumados e intensidad del
consumo de cigarrillos (grado grave >20cig/dia frente a grado leve
<10cig/dia)®®"?** y se ha descrito como la asociacion mas significativa de todo
el genoma en varios meta-andlisis recientes?°>2%’.

El alelo menor de la secuencia rs169668 del gen CHRNAS, parece ser

un factor de riesgo para el tabaco y un factor protector para la dependencia a la
cocaina®®, un hallazgo que sugiere que el refuerzo de la nicotina y el de la
cocaina pueden estar disociados a nivel del receptor CHRNAS5. Es
sorprendente que la asociacion con la dependencia a la cocaina sea en
direccidon opuesta a la dependencia nicotinica. Los autores especulan que los
resultados pueden explicarse por la funcidén reducida de la variante D398N del
CHRNAG5 recogida en estudios in vitro?*® y que explican la direccién opuesta de
la asociacion considerando el papel dual de los receptores colinérgicos en vias
excitatorias dopaminérgicas e inhibitorias gammaaminobutiricas.
Saccone et al.?’” identificaron una nueva variaciéon del gen CHRNA5, en
la region 514743 como uno de los marcadores mas importantes asociados con
la dependencia nicotinica. De nuevo, en el afio 2010, Saccone y cols.?*®
vuelven a demonstrar en un meta-analisis que la asociacion entre rs16969968
y la conducta de fumar es consistente. Estos investigadores exponen una
asociacion significativa y robusta del gen CHRNAS5 no sélo con la region
rs16969968, sino también con rs1051730 y rs55853698, con fumadores con un
alto grado de tabaquismo a través de conjuntos de datos muy diversos, ya que
los datos que aportan para el analisis de las muestras del rango de fumadores
y dependencia de la nicotina provienen de pacientes con multiples
enfermedades como la esquizofrenia, el cancer de mama, la diabetes tipo 2,
cardiopatias, el consumo alcohol o la dependencia de otras sustancias®®.

e Subunidad a6
Un gran interés se ha centrado en el papel potencial de la subunidad a6
en la regulacién de los procesos de refuerzo de la nicotina®'. Esta subunidad
es conocida como un subtipo de unidad que modula las vias de recompensa de
la dopamina en ratones'®. Greenbaum et al.?®* han descubierto una asociacion



Introduccion 47

entre el receptor CHRNAG (intrén 2) y la dependencia a la nicotina en una
muestra de mujeres estudiantes israelies.

e Subunidad a7
Existen datos contradictorios sobre el papel de la subunidad a7 en la
regulacién del refuerzo positivo de la nicotina. Para Markou y colaboradores?*?
la subunidad a7 modula el efecto positivo de la nicotina, sin embargo, para
Grottick et al.>*® dicha subunidad no juega ningtin papel en la regulacién del

refuerzo de la nicotina.

e CHRNB3-CHRNAG6

Recientes estudios de asociacion genética han proporcionado pruebas
de que los genes CHRNB3 y CHRNAG estan asociados con la dependencia de
la nicotina y con la respuestas subjetivas a la misma®*. Bierut et al.’® y
Saccone et al.?’” encontraron una asociacién significativa entre el receptor
CHRNB3 y el ex6n 6 (UTR 3 ') del CHRNAG con el hecho de fumar.
En un estudio reciente’® se ha demostrado la asociacién entre el bucle
CHRNAGB3 y la dependencia nicotinica, definida esta ultima por los sintomas
recogidos en el DSM-IV. Esto sugiere que la asociacion de la dependencia del
tabaco con estos genes esta presente con criterios de diagndstico para la
dependencia estrictos y validados, lo cual fortalece la evidencia de que
variaciones en estos genes contribuyen a la dependencia nicotinica

Para Saccone et al.?**, en los genes CHRNB3 y CHRNAGB, la evidencia
sugiere que puede haber al menos 2 locus distintos asociados con la
dependencia nicotinica. EI| SNP mas fuertemente asociado con el tabaquismo
se encontraba en la regidn rs13277254.

e CHRNA3-CHRNA5-CHRNB4

Berrettini et al.?*> han correlacionado haplotipos de los genes CHRNA3 y
CHRNAS con el tabaco. Estos genes parcialmente se superponen cola a cola
en su configuracion y comparten los extremos 3 en direcciones opuestas en el
cromosoma 1525 junto con el gen CHRNB4?*2*"  Esta solapaciéon de sus
extremos finales es objeto de multiples estudios en desarrollo. El estudio de
Berreneti et al.?®® analiza la asociacién entre las variaciones genéticas de los
receptores CHRNA3 y CHRNAS y el numero de cigarrillos diarios consumidos y
seflala la susceptibilidad a la dependencia nicotinica cuando existen
variaciones genéticas. Estos genes de los receptores CHRNA3 y CHRNAS han
emergido como fuertes candidatos para el analisis de la dependencia nicotinica
en numerosos trabajos?%°2%"

El grupo liderado por Robert Weiss, en el afio 2008, localizé una region
del cromosoma 15, rs 1696968, donde estan codificadas tres de las
subunidades que forman el receptor nicotinico colinérgico: a3, a5 y B4. En el
cromosoma 15, los 3 genes forman un bucle, para el cual se buscaron
haplotipos mediante secuenciacion y busqueda de polimorfismos (SNPs). Los
resultados demostraron que existen haplotipos de susceptibilidad y haplotipos
protectores en el locus CHRNA3A5B4 asociados con la severidad de la
dependencia nicotinica cuando los fumadores empezaron a fumar antes de los
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16 afnos de edad, y no se aprecio esta asociacion en fumadores que habian
empezado a fumar después de los 16 afios de edad, por lo que se considera
que la adolescencia es un periodo clave en la susceptibilidad a la nicotina,
siendo un factor de riesgo muy importante en esta franja de edad el tener un
determinado haplotipo para la region génica CHRNA3A5B4%3%,

Hay 2 asociaciones genéticas distintas independientes en el bucle
genético CHRNA3A5B4 en el cromosoma 15; por un lado en la regién
rs1696968, y por otro lado una variacion en la region rs578776 que se ha
implicado en el comportamiento de los fumadores®®<4°,

Una segunda region en el grupo CHRNA3A5B4, rs578776, parece
también estar implicada en el consumo de tabaco. El analisis conjunto de los
SNPs rs16969968 y rs578776 indica que estas dos variantes pueden ejercer
independientemente su influencia sobre la vulnerabilidad a la dependencia
nicotinica. El coeficiente de correlacién es muy bajo entre ellos, lo que significa
que la asociacion de la enfermedad en uno no explica estadisticamente la
asociacion con la enfermedad con el otro.

Como hemos comentado anteriormente, en el cromosoma 15g25.1, la
region que contiene las subunidades a3, a5 y B4, ha sido asociada con la
dependencia nicotinica en multiples estudios demostrando una asociacion muy
fuerte®®'. Las evidencias indican que hay multiples locus en esta region que
tienen baja correlacion entre ellos y pueden tener un efecto biologico distinto.
En la poblaciéon europea estos distintos locus son representados por la region
rs16969968 (region no sinénima de CHRNAS), rs578776 y rs588765%",
Recientemente en un estudio de poblacién afro-americana (AAs), Saccone et
al. han vuelto ha demostrar la asociacion entre rs16969968 y la dependencia
nicotinica®®. Ninguno de estos nuevos genes estudiados muestra una
asociacion tan consistente en la poblacion como la de la rs16969968 del bucle
CHRNA3A5B4 y la dependencia nicotinica. Esto sugiere que las nuevas
regiones necesitan mas investigacion.
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CHRNA3 _ CHRNB4

— 2kb

AY

Figura 4.- Representacion esquematica de la estructura gendmica del bucle formado por los
genes CHRNAS3/A5/B4 que muestra el solapamiento cola a cola entre el gen CHRNAS y
CHRNAS3. Las flechas indican la direccién de la transcripcion. CEN; centromero, TEL;
telomero®®.
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e CHRNAS5-CHRNA3-CHRNB4 /| CHRNB3-CHRNA6 / CHRND-CHRNG /
CHRNA4-CHRNB1
Saccone et al.?'*, en el afio 2009, han realizado el estudio mas completo
hasta el momento sobre los genes de las subunidades del receptor nicotinico y
su asociacion con la dependencia nicotinica: han estudiado la relacion entre la
dependencia a la nicotina y 226 SNPs de 16 genes nicotinicos en una muestra
del NICSNP (Collaborative Study of the Genetics of Nicotine Dependence
Consortium) de 1050 fumadores y 879 controles de descendencia europea. Se
han obtenido varios resultados significativos de asociacién con la dependencia
nicotinica: dos en el grupo de genes CHRNAS-CHRNA3-CHRNB4, uno en el
grupo CHRNB3-CHRNAG, y uno en CHRND-CHRNG. Dos genes adicionales
CHRNA4 y CHRNB1 presentan SNPs con resultados potencialmente
significativos para la adiccion nicotinica. En este estudio, se sigue apoyando el
importante papel para el desarrollo de depedencia nicotinica de la regiéon no-
sinénima rs16969968 del CHRNAS5, ya informado previamente®®’. Debido a que
el desequilibrio de ligamentos incluye no sélo el grupo CHRNA5-CHRNAS3-
CHRNB4 sino también los genes vecinos LOC123688, PSMA4 e IREB2, seria
necesario realizar un trabajo adicional para identificar definitivamente una
variante de causalidad entre todos los SNPs que se correlacionaran con
rs16969968.

En otro trabajo de Saccone et al.?*®, 2010, se han investigado si las
variantes en otros genes de las subunidades del receptor nicotinico colinérgico
(CHRN) afectan el riesgo de dependencia a la nicotina en una muestra de
fumadores afro-americanos (AAs) y americanos europeos (AEs), lo que permite
apreciar diferentes efectos en las dos poblaciones. Mientras que las variantes
dentro o cerca de los receptores CHRND-CHRNG, CHRNA7 y CHRNA10 sdlo
mostraron asociacion moderada con el riesgo de dependencia a la nicotina en
la muestra de AAs, los receptores CHRNA4, CHRNB3-CHRNAG6 y CHRNB1
mostraron asociaciéon en las dos poblaciones (AAs y EAs). CHRNG y CHRNA4
muestran polimorfismos de nucledtido unico que tienen efectos opuestos entre
las poblaciones. Previamente, la region rs2231532, en CHRNA10 habia sido
también asociada al consumo de tabaco en poblacién EAs por Ehringer®? y la
region rs 2236196 del receptor CHRNA4 se habia asociado en muestras
independientes de fumadores descendientes europeos®®?** y en mujeres®'?.
También habia sido vinculado persistentemente con la dependencia de la
nicotina el grupo CHRND-CHRNG encontrando asociacion en el extremo del
cromosoma 2q con la dependencia nicotinica®*® y con otros fenotipos de
adiccion¢2%8,

Multiples genes de las subunidades del receptor nicotinico fuera del
cromosoma 15925 probablemente sean importantes en el desarrollo de
dependencia a la nicotina, y algunos de estos riesgos sean compartidos a
través de las diversas poblaciones. Es importante estudiar la dependencia
genética a la nicotina en diversas poblaciones. Diferencias en la frecuencia de
alelos y en la arquitectura genética entre poblaciones pueden ayudar a
estrechar la asociacion con las variantes biolégicamente causales. También
son importantes las diferencias fenotipicas entre las poblaciones. La
prevalencia de fumadores actuales es similar en EAs y AAs (Centers for
Disease and Prevention 2008). Existe evidencia de que los AAs tienen un
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riesgo mas alto de dependencia con niveles bajos de cigarrillos por dia
comparados con los EAs?*.

Thorgeirsson et al. han demostrado una asociacion en fumadores de un
polimorfismo de nucleétido unico (SNP rs1051730) en el cromosoma 15924
con la cantidad de tabaco consumido y con la dependencia a la nicotina
evaluada mediante el test de Fagerstrom??2*°, E| polimorfismo es igualmente
frecuente en fumadores y no fumadores, lo que puede interpretarse como que
dicho polimorfismo no predispone para el inicio del consumo, pero si guarda
relacion con la dependencia entre los fumadores.

4.2.9.1.- Patologias relacionadas con los receptores nicotinicos

En los ultimos afios, una serie de analisis de ligamiento, estudios de
asociacion de genes y de asociacion de genoma completo han sefialado un
posible papel de las subunidades de los receptores colinérgicos a3, a5 y (4,
tanto en el nimero de cigarrillos consumidos diariamente?*%?%3, como en la
dependencia nicotinica?®’???, en la génesis del cancer de pulmén???' y de la

enfermedad arterial periférica®®?.

» Cancer de pulmoén

El estudio de los receptores CHRNA3-CHRNA5-CHRNB4 ha cobrado un
interés creciente debido a los recientes informes que muestran una asociacion
significativa entre éstos y el cancer de pulmon???2°"2°2 yna enfermedad en la
que el tabaquismo es uno de los factores de riesgo mas importante. Las
asociaciones con el cancer de pulmén ya se correlacionaron con la region no
sinénima rs16969968 del CHRNA5%', con la regién rs1051730% y con la
region rs80341912°2, En algunos trabajos se ha estudiado el riesgo de padecer
un tipo de determinado de cancer, asi, se ha demostrado que la regién no
sinénima, rs16969968 de CHRNAS5 aumenta el riesgo de Adenocarcinoma

pulmonar en una poblacién italiana®®.

Las variaciones genéticas de las subunidades CHRNA3A5B4 pueden
contribuir a incrementar el riesgo de dependencia nicotinica y de padecer

cancer pulmoén independientemente y a dos niveles®'®:

-Por incremento del numero de cigarrillos fumados en base a la
mayor dependencia nicotinica.

-Por insertarse ellas directamente dentro de la cascada formadora
del cancer de pulmon.

Los informes difieren en su interpretacion de esta asociaciéon con el
cancer de pulmoén: es decir, si se trata de un efecto directo sobre la
vulnerabilidad para padecer cancer de pulmén, o si puede ser explicada
totalmente por el efecto indirecto del aumento del riesgo por consumir
cigarrillos. Thorgeirsson ha demostrado que el SNP en la region rs1051730 se
asociaba tanto con dependencia a la nicotina como con el cancer de pulmédn,
sin existir mayor riesgo de cancer de pulmén en los no fumadores, lo que
sugiere que la asociacion con el cancer de pulmén era un efecto de la
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dependencia nicotinica®??. Marchand®** a través de biomarcadores urinarios ha
demostrado que dos variantes vinculadas con el riesgo de cancer de pulmén en
CHRNAS (rs1051730) y CHRNADS5 (rs16969968), se asociaban con la intensidad
del habito de fumar y la exposicidon a un carcinégeno nitrosamina especifico del
tabaco, comprobando que los portadores de estas variantes extraen una mayor
cantidad de nicotina y estan expuestos a una dosis mas alta por cada cigarrillo
de 4-(methylnitrosamino)-I-(3-piridilo)-1-butanona que los no portadores de
dichas variantes genéticas. Para Amos et al.?*? |a region rs1051730 del bucle
CHRNA3A5B4 se encuentra fuertemente asociada con el cancer de pulmén y
débilmente asociada con la dependencia a la nicotina. Ademas, dicha region

rs1051730 parece estar asociada con el cancer de pulmon familiar®®.

Se ha estudiado la relacion entre el cancer de pulmén y la dependencia
nicotinica en distintos grupos de poblacién, no solo en poblacion europea.
Recientemente, algunos trabajos muestran variaciones en el cromosoma 15925
que también afectan al riesgo de cancer de pulmoén y al riesgo de ser
dependientes de la nicotina en la poblacién afro-americana®'>?°%%" y en la
poblacidn asiatica®®%>°.

Existen datos contradictorios sobre la fuerza y efecto de los distintos
polimorfismos en la génesis del cancer. Asi, para para Saccone et al.?'® en el
estudio de la dependencia de la nicotina y cancer, las regiones rs16969968 y
rs578776 del bucle CHRNA3ASB4, tienen datos comparables y tamafo del
efecto similar para la asociacién. Por el contrario, para Hung®' es mayor la
asociaciéon entre el cancer y la region rs16969968 frente a la regidn rs578776.
Trabajos futuros podran aclarar esto.

Como se ha mencionado anteriormente, las razones de que en algunos
trabajos existan datos contradictorios pueden incluir diferencias en las
poblaciones, tamafio de las muestras, los fenotipos utilizados para evaluar la
dependencia nicotinica y los instrumentos utilizados para medir los fenotipos®*'.
Por ejemplo, la mayoria de los estudios se realizaron en poblaciones de
origenes europeas, en los que la frecuencia del alelo para la rs16969968 es del
37%, mientras que en las poblaciones africanas la frecuencia de este alelo es

significativamente menor??*2%°,

Debido a que los alelos de riesgo para la dependencia nicotinica
coinciden con los alelos de riesgo para el cancer de pulmén, éstos se
convierten en blanco de quimioterapia.

» Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica

Existe una considerable variacion en la susceptibilidad de los fumadores
para desarrollar enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC); no todos los
fumadores sufren EPOC ni desarrollan el mismo grado de obstrucciéon de la via
aérea. Pese a que varios estudios de agregacion familiar han sugerido un
fuerte componente genético en su génesis®'?%?, el Unico factor de riesgo
genético que ha sido estudiado en profundidad es la deficiencia de alfa-1
antitripsina (A1AT), que esta presenta en el 1-2% de las personas con
EPOC?®. Esto sugiere que existen otros factores genéticos que predisponen a
la obstruccion de la via aérea y que todavia no han sido estudiados.
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Recientemente, un estudio de asociacion del genoma completo ha
demostrado una asociacion estadisticamente significativa entre un grupo de
genes colinérgicos CHRNA3A5 del cromosoma 15q.25, y el grado de
tabaquismo expresado en forma de indice paquetes-aio, el enfisema
radiolégico evaluado por tomografia computarizada de alta resolucion, y la

obstruccion al flujo aéreo®,

Sreekumar y cols. muestran una asociacién significativa entre dos SNPs
de los receptores nicotinicos CHRNA3AS5, en las regiones rs 8034191, y rs
1051730, y el grado de obstruccion de la via aérea en fumadores, evaluado por
el flujo espirado en el primer segundo (FEV1), observando un riesgo
poblacional para el desarrollo de EPOC del 12.2% en sujetos portadores del
alelo C de SNP rs 8034191?%°. También se aprecia una interaccién genotipo-
medio ambiente entre el riesgo de desarrollar EPOC y el SNP rs 8034191 en
fumadores activos, lo que indica que existe un mayor riesgo de desarrollar
EPOC en aquellos fumadores activos portadores de este alelo que en los
exfumadores. Esa interaccion gen-medio ambiente podria estar relacionada
con la adiccion a la nicotina, ya que los fumadores que tienen mayor dificultad
para dejar de fumar pueden ser mas propensos a desarrollar EPOC.
Alternativamente podria existir un grupo de individuos con mayor riesgo de
EPOC si contintian fumando?®®. Varios estudios apoyan la idea de Sreekumar y
sefalan a los genes localizados en este cromosoma como responsable de gran
parte de la susceptibilidad en fumadores para desarrollar EPOC?%%2%8,

» Cancer de pulmén y EPOC

El estudio de Young®® y colaboradores sugiere que variaciones
genéticas de la interaccion CHRNA3AS se asocian con la presencia de EPOC y
que la asociacion entre estos polimorfismos y el cancer de pulmén puede ser
confundida por la coexistencia de la EPOC. Con respecto a esto ultimo,
muchos estudios han sugerido que los factores genéticos que subyacen a la
EPOC, que se caracteriza por la destruccion del parénquima pulmonar y la
fibrosis pequehas vias respiratorias, puede ser compartida con la
susceptibilidad del cancer de pulmén®??°. Esto puede ser factible si las
variaciones genéticas confieren una respuesta aberrante de los efectos
inflamatorios inducidos por el tabaco para el desarrollo de la EPOC vy el inicio
de cancer. Sin embargo, como la reduccién del FEV1 también se ha asociado
de forma independiente con el cancer de pulmén®' y con la mortalidad por
cancer de pulmén®’?, es posible que la presencia de EPOC también pueda
explicar estas asociaciones®?>%°"%2 Es importante destacar la existencia de
estudios previos que sugieren que los SNPs de estos receptores (CHRNA3AS)
podrian ser la base para el desarrollo de EPOC%%%%7,

Segulin Young®®, el efecto de los nNAChRs es mayor para el desarrollo de
EPOC que para el cancer de pulmén, por lo tanto, la EPOC es mas probable
que actue como un factor de confusion entre las asociaciones de las
variaciones genéticas y el cancer de pulmén®®?®’ y de la enfermedad arterial

periférica®’®.

La relacion entre los genes CHRNAS3AS y la dependencia nicotincia ha
sido estudiada en varios trabajos?°”??®. Por lo tanto, es razonable concluir que
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las variantes relacionadas con la dependencia nicotinica simultaneamente
pueden tener un efecto significativo en las enfermedades relacionadas con el
tabaquismo como la EPOC, el cancer de 2pulmc’)n y la enfermedad arterial
periférica®??2°"?2_ para Thorgeirsson et al.**? la mayoria del efecto de las
variantes en los genes CHRNA3AS se relaciona con la adiccion a la nicotina,
con solo un pequeno efecto sobre el riesgo de cancer de pulmén y un efecto
aun mas pequefio en la enfermedad arterial periférica (EAP).

» Cardiopatia

Dado que la nicotina es un potente agente angiogénico?’*, los receptores
nicotinicos pueden representar un objetivo terapéutico para la modulacién de
trastornos caracterizados por la angiogénesis fisiolégica?’>?’® (como en la
cicatrizacion de una herida) o patolégica (como en la neovascularizacion de la
retina o en la angiogénesis tumoral). Se ha comprobado que los efectos
inhibitorios de la a-Bungarotoxina, un antagonista de los receptores nicotinicos
a7?’™®, receptores predominantes en la angiogénesis, bloquea los procesos
angiogenéticos. Por lo tanto, CHRNA7 se presenta como una nueva diana en la
angiogénesis fisioldgica y patolégica, como la angiogénesis tumoral, la
inflamacion y la angiogénesis impulsada por la hipoxia. La hipoxia y la isquemia
sensibilizan a los receptores CHRNA7 en las células endoteliales®” "8,
pudiendo jugar un papel en la angiogénesis durante la hipertrofia cardiaca. En
el estudio de Ni y cols.?”® se encontré mayor expresién del receptor CHRNA7
en el ventriculo izquierdo (VI) a las 16 semanas tras la Coartacion Adrtica,
pudiendo jugar la subunidad a7 un papel importante en la angiogénesis durante
la hipertrofia cardiaca.

» Patologia Psiquiatrica
Existe una fuerte evidencia epidemiolégica de que la dependencia
nicotinica es mucho mayor en individuos que sufren enfermedades
psiquiatricas, como trastornos de ansiedad, depresidon o esquizofrenia, en
comparacién con la tasa de dependencia de la poblacion general®®. Por lo
tanto, la mayor susceptibilidad de la adiccion a la nicotina en los pacientes con
comorbilidad psiquiatrica puede reflejar enfermedades asociadas a deficiencias

o variantes de los receptores nicotinicos'®.

Muchos farmacos utilizados para tratar trastornos de ansiedad, como la
Fluoxetina o la Buspirona ejercen efectos directos sobre los receptores
nicotinicos?®"?®? |o que sugiere un papel modulador de los receptores
nicotinicos en la acciéon terapeutica de estos compuestos. Diversos estudios
sefalan a las subunidades B3, a7 y a4 como moduladores de los estados de
ansiedad?®>2%,

Los fumadores son mas propensos que los no fumadores a presentar
sintomas depresivos y a ser diagnosticados de depresién mayor?®®. Muchos
agentes antidepresivos que se utilizan para tratar la depresion mayor pueden
antagonizar a los nAChRs®"?%_ | as subunidades B2 y a7 pueden desempefiar
una funcién clave en la regulacion de los estados afectivos y los efectos de los
farmacos antidepresivos®’.
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Al igual que sucede con los trastornos de ansiedad y depresion, el
consumo de tabaco es considerablemente mayor en pacientes con
esquizofrenia en comparacion con la poblacién general®®®. La evidencia
acumulada sugiere que puede existir una relacion entre los SNP de los
receptores colinérgicos en el cromosoma 15q13-14, que contienen Ila
subunidad a7 y los sintomas de la esquizofrenia?®®?%,

4.2.9.2.-Receptores nicotinicos y alcohol

Los polimorfismos del bucle CHRNA3A5B4 pueden desempenar también
un importante papel en el habito endlico, predisponiendo a una mayor
vulnerabilidad al consumo de alcohol®®'?%?. La infusién de mecamilamina
(antagonista de los receptores nicotinicos) en voluntarios sanos disminuye el
deseo de consumir alcohol?®® y bloquea los efectos euféricos desencadenados
por la ingesta de alcohol”®. Se ha visto que la administracion sistémica o
directa de mecamilamina en el Nucleo Accumbens disminuye el consumo de
etanol en ratas®®.

4.2.9.3.-Receptores nicotinicos y edad de consumo

Con respecto a la edad, diferencias en cuanto al inicio del consumo de
tabaco pueden ayudar a explicar las diferentes trayectorias de individuos con
alta o baja dependencia nicotinica®®. Los descubrimientos actuales sugieren
que fumar tempranamente implica dependencia nicotinica no sélo a través de
los receptores CHRNAS5, sino también a través de CHRNB2%%°. L. Greenbaum y
cols. han relacionado también al receptor CHRNB2 directamente con el inicio
del consumo, mientras que los receptores CHRNB3, CHRNA5, CHRNA7 vy
CHRNAQ9 los relaciona con la adiccién a la nicotina. Recientemente®* se ha
demostrado que la region rs4950 del receptor CHRNB3 se asocia con las
primeras respuestas subjetivas al tabaco en adolescentes. Este hecho plantea
la posibilidad de que las intervenciones tempranas en los adolescentes
portadores de esta variacion pueden evitar que se conviertan en futuros
fumadores. Schlaepfer I. y cols.?®' estudiaron la asociacion entre las
variaciones genéticas del bucle CHRNASA3B4 y la iniciacion al tabaco,
demostrando una posible relacién entre dichas variaciones y la edad temprana
de experimentacion con el tabaco.

4.2.9.4.-Receptores nicotinicos y embarazo

El tabaquismo materno durante el embarazo se asocia con bajo peso al
nacer y diversas complicaciones durante el mismo®*"?*® Las mujeres tienen
mas probabilidades de dejar de fumar durante el embarazo que en cualquier
otro momento de sus vidas, pero algunas mujeres embarazadas continuan
fumando. Un estudio actual de asociacion de todo el genoma®*® ha demostrado
una asociacion entre un SNP localizado en la region rs1051730 del bucle
CHRNA3A5B4 con el grado de tabaquismo y la dependencia de la nicotina. El
objetivo de este trabajo fue probar si el mismo polimorfismo que predispone a
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un mayor consumo de cigarrillos también reduciria la probabilidad de dejar de
fumar durante el embarazo. Anteriormente, este polimorfismo se habia
asociado con el grado de tabaquismo y dezpendencia nicotinica (evaluada por el
test de Fagerstrom?®) en los fumadores®?. Se observo una fuerte asociacion
entre el alelo de riesgo de la region rs1051730 y las probabilidades de seguir
fumando durante el embarazo. También se comprob6 una tendencia al bajo
peso del recién nacido en los hijos de madres fumadoras portadoras del alelo
de riesgo rs1051730. Estos datos apoyan el papel de los factores genéticos
que influyen en el abandono del tabaco durante el embarazo.

En resumen, los estudios epidemiolégicos sugieren la posible existencia
de factores genéticos que pueden explicar la conducta frente al tabaco, siendo
multiples los genes que pueden estar implicados. Los que presentan mayor
probabilidad para estar implicados son los genes de los receptores de
dopamina, los genes trasportadores (dopamina y serotonina) y, en general,
cualquiera de los genes relacionados con el metabolismo de la nicotina. En los
ultimos afos los genes relacionados con los receptores colinérgicos, y mas
concretamente con los nicotinicos, estan cobrando mayor protagonismo. Se ha
investigado la relacidon de cualquier alteracion en los alelos de estos genes con
respecto a la mayor o menor dependencia nicotinica, o con cambios en la
personalidad del sujeto, o incluso con enfermedades mentales.

La mayoria de los datos genéticos se han obtenido a partir de disefios de
investigacion que tienen limitaciones en el estudio de comportamientos
complejos. Ademas, las inconsistencias en el cuerpo de la evidencia actual ha
limitado la utilidad clinica de los hallazgos. Cada vez se reconoce mas que los
fumadores no son un grupo homogéneo y, ademas, las influencias genéticas
en diferentes etapas de la carrera de fumador, tales como la iniciacién,
mantenimiento y el cese pueden no ser idénticas. Es necesario investigar las
diferencias de comportamiento que conducen a la dependencia del tabaco a
través de estudios y definir los subgrupos de fumadores con fenotipos
caracterizados de manera clara, de forma que eviten los problemas derivados
de la estratificacion de las muestras de poblaciones.

Dado que varios genes pueden mediar la dependencia a la nicotina,
utilizando las técnicas de investigacién genética mas modernas, que permiten
la deteccidn rapida de las variaciones de multiples genes, los estudios pueden
ser mas eficientes y rentables. Considerando la evidencia existente entre las
diferencias étnicas en el metabolismo de la nicotina, parece oportuno que estas
investigaciones genéticas incluyan los diferentes grupos étnicos. Mas
importante aun, junto con la determinacion de las interacciones de los genes
entre si, la investigacién genética tendra que examinar las relaciones de los
genes con otros factores biolégicos y ambientales. Este enfoque integrado
puede ayudar a desarrollar mejores estrategias para reducir el tabaquismo.

Se necesita investigacion adicional para identificar de manera mas
definitiva toda la variacion funcional genética que influye en la conducta frente
al tabaco. Sin embargo, esta bastante claro que existen alelos de riesgo en
determinados genes que favorecen la adiccion a la nicotina. Esta informacion
puede ser usada para iniciar proyectos de investigacion de impacto en la salud
publica potencialmente importantes, como por ejemplo:
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- Desarrollar nuevos medicamentos para la adiccidon a la nicotina que
“‘normalicen” la funcién del receptor nicotinico, teniendo en cuenta las
diferencias existentes que sean atribuibles a los “alelos de riesgo” de adiccién a
la nicotina, en comparacion con los “alelos de proteccion”. Presumiblemente,
estos tratamientos serian mas eficaces y también mas necesarios en personas
con los “alelos de riesgo”.

- Crear programas de prevencion dirigidos a los adolescentes que posean
los “alelos de riesgo” de adiccidn a la nicotina, con el genotipado previo de las
poblaciones objeto de estudio y evaluaciones prospectivas durante afos. Esta
oportunidad puede ser especialmente relevante dado que estos alelos pueden
predisponer a los individuos a la aparicion temprana de la dependencia
nicotinica, aunque la determinacién poblacional de los alelos de riesgo, y en
especial en poblaciones de adolescentes, presenta numerosos problemas
éticos.

Es probable que al menos en cuanto a los analisis genéticos se refiere, el
tabaquismo deba ser visto como una coleccion de formas de comportamiento
mas que un comportamiento unico. Las diferencias en la heredabilidad
sugieren la existencia de subclases de la conducta fumadora que pueden tener
implicaciones para la seleccion de tratamientos eficaces. Por ejemplo, el
conocimiento de los aspectos de la conducta de fumar en el que la influencia
genética sea muy importante, nos puede ayudar a identificar a los nifios con
mayor riesgo de convertirse en fumadores, en virtud de la conducta frente al
tabaco de sus padres, pudiendo ser destinatarios de mensajes de prevencion.
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1.- Hipétesis

Durante los ultimos afos existe una mayor comprension de los factores
genéticos involucrados en la adiccidén a la nicotina. Diversos autores sefialan
que existe cierto determinismo genético que, en algunas personas, favorece
una mayor vulnerabilidad al tabaco, siendo objeto de investigacion diversos
genes que podrian contribuir a esta vulnerabilidad. Un lugar de convergencia
de las acciones de la nicotina, que podria desempenar un papel importante en
la dependencia de la nicotina, es la familia de los receptores neuronales
colinérgicos y, dentro de ellos, de forma mas especifica los receptores
nicotinicos de la acetilcolina localizados en diversos lugares del cerebro.

Nuestro estudio plantea la hipotesis de la existencia de una asociacion de
las variaciones genéticas que contiene los genes CHRNA3, CHRNAS5 vy
CHRNB4 vy varios fenotipos de fumadores, lo que podria condicionar la
existencia de diferencias entre fumadores y no fumadores y también una mayor
o menor dificultad para el abandono del tabaco en aquellos fumadores que
desean realizar un intento serio de abandono.

2.- Objetivos

El principal objetivo de nuestro estudio ha sido analizar la relacion entre
las variaciones genéticas los genes CHRNA3, CHRNAS5 y CHRNB4 y el inicio al
consumo de tabaco. Para ello se ha realizado un estudio comparativo entre
sujetos que nunca habian fumado, considerados como grupo control, y sujetos
fumadores activos en el momento de su participacion en el estudio.

Un objetivo secundario ha sido estudiar la posible influencia de factores
como el género y la edad entre la poblacion fumadora que acude a una
consulta especializada de tabaquismo, y su relacidn con las variaciones
genéticas estudiadas.
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1.- Pacientes

Los sujetos incluidos en el estudio fueron clasificados segun el criterio de
controles sanos o fumadores, entendiéndose como controles sanos a sujetos
voluntarios que nunca han fumado y como fumadores a todo sujeto que cumple
los criterios de la definicion de la OMS, es decir, sujetos que han fumado
cualquier cantidad de cigarrillos, diariamente, en el ultimo mes.

A todos ellos se les inform6 debidamente de la naturaleza vy finalidad del
estudio, obteniendo su autorizacion para la extraccion de una muestra de
sangre para su estudio genético.

Los no fumadores fueron seleccionados en varias consultas de atencion
primaria de los Centros de Salud San Juan y La Alamedilla del Area de Salud
de Salamanca. La determinacion del criterio de no fumador fue explicado
detenidamente a cada uno de los voluntarios para asegurar que ninguno de
ellos hubiera fumado nunca. Unicamente se incluyeron aquellos casos en los
que existia certeza absoluta de no haber fumado nunca, ni tan sélo un
cigarrillo. En este grupo se incluyeron 467 personas de los cuales 157 fueron
hombres y 310 mujeres.

Los fumadores se seleccionaron a partir de fumadores en terapia de
deshabituacién tabaquica en la Unidad Especializada de Tabaquismo del
Hospital Universitario de Salamanca siguiendo el protocolo de actuacién de la
Sociedad Espafiola de Neumologia y Cirugia Toracica (SEPAR)*®. A todos se
les informd debidamente de la naturaleza y objetivos del estudio, y se les
solicitd la autorizacién para la extraccidn de sangre para su estudio genético.
En este grupo se incluyeron 507 personas de los cuales 271 fueron hombres y
236 mujeres.

Las muestras de sangre se obtuvieron previo consentimiento, tanto de
controles como de fumadores, siguiendo las regulaciones legales del Comité de
Etica del Complejo Hospitalario de Salamanca y de Estudios Clinicos de
Espana.

2.- Variables

Las variables incluidas en el estudio y recogidas en todos los individuos,
tanto fumadores como controles, han sido:

- Edad (afios)
- Género (hombre/mujer)
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- Categoria (fumador/no fumador)

- Polimorfismos del gen CHRNAS3 (AA, GG y AG)
- Polimorfismos del gen CHRNAS5 (AA, GG y AG)
- Polimorfismos del gen CHRNB4 (CC, TT y CT)

Las variables estudiadas exclusivamente en los fumadores han sido:

- Abstinencia al afio (éxito o fracaso en la deshabituacion tabaquica)
- Nivel de dependencia (determinada mediante el test de Fagerstrom)
- Mondéxido de carbono en aire espirado

- Niveles de cotinina en sangre

3.- Métodos

3.1.- Control y seguimiento de los sujetos incluidos en el estudio

Como ya se ha sefalado los sujetos incluidos en el estudio fueron
clasificados segun el criterio de controles sanos o fumadores. En los no
fumadores, después de comprobar mediante autodeclaracién informada que no
eran fumadores, se recogieron los datos referidos a la edad y el género vy
unicamente se les realizé la extraccion de sangre para el estudio genético.

Los fumadores incluidos en el estudio habian acudido a la Unidad
Especializada de Tabaquismo (UET) del Servicio de Neumologia del Hospital
Universitario de Salamanca para iniciar el proceso de cesacion tabaquica y por
tanto se encontraban en fase de accion. El diagndstico, tratamiento y
seguimiento de los pacientes se realiz6 segun las recomendaciones de la
SEPAR, siguiendo el protocolo habitual de la UET y registrando todo el proceso
en una historia clinica informatizada. Fueron incluidos en el estudio todos
aquellos que autorizaron su inclusién y firmaron el consentimiento informado
autorizando la realizacion de la extraccion de sangre para el estudio genético.

En el grupo de fumadores en la primera visita (previa al inicio de la
abstinencia), se registré el numero de cigarrillos/dia y el numero de paquetes
afo, se empleo el test de Fagerstrom para valorar el grado de dependencia
nicotinica, y se determinaron los niveles de cotinina en sangre. El control de la
abstinencia y también el grado de dependencia se valor6 en las visitas
sucesivas mediante la determinacién de mondxido de carbono (CO) en el aire
espirado segun protocolo estandarizado y utilizando un cooximetro Bedfont.

A todos los pacientes en fase de accion se les ofrecio seguimiento clinico,
comenzando la primera visita a los 7 6 15 dias de iniciar la abstinencia y las
siguientes al mes, dos, tres, seis meses y al afio, aumentando opcionalmente la
frecuencia de las visitas en funcién de la evolucién clinica del paciente. En
cada una de estas visitas se registraron los siguientes parametros:

- Autodeclaracion verbal de abstinencia
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- Valoracion de la eficacia del tratamiento propuesto

- Valoracion del sindrome de abstinencia y posibles efectos secundarios

- Apoyo psicoldgico

- Determinacion del peso, tensién arterial y mondxido de carbono (CO) en
el aire espirado

A efectos de valoracion del resultado del proceso clinico de cesaciéon
tabaquica se entendié como fumador abstinente a todo aquel que reunia la
condicion de declarar que no fumaba y tenia una concentracion de CO en aire
espirado inferior a 10 ppm en el momento de realizacion de la consulta. El
criterio final de abstinencia utilizado en el estudio es el de aquellos fumadores
que habiendo alcanzado la abstinencia durante el proceso de deshabituacién
se mantenian sin fumar al afio de iniciado el estudio y cumplian por tanto el
criterio de abstinencia continuada desde hacia varios meses.

3.2.- Extraccion del DNA de sangre periférica

3.2.1.- Obtencion de células mononucleadas de sangre periférica.

Se obtuvieron células mononucleadas de sangre periférica de los
controles y de los fumadores, recogida en tubos con anticoagulante EDTA,
mediante gradientes de densidad por centrifugacion durante 20 minutos a 400g
a 4°C dando lugar a tras fases: fase superior plasmatica, la interfase de
aspecto blanquecino con células nucleadas, y la fase inferior eritrocitaria.

A la capa intermedia que contenia las células nucleadas, se le anadio
agua bidestilada estéril para provocar la lisis osmoética de los eritrocitos
arrastrados en el paso previo. Tras nueva centrifugacion durante 20 minutos a
400g a 4°C se resuspendio el boton celular de células nucleadas en tapdn
Fornace (0,25 M sacarosa, 50 Mm TrisHCL Ph 7,5 25 Mm MgCl, 5 Mm MgCI2).
A esta mezcla se le afadio EDTA (10 Mm de concentracion final), proteinasa K
(Boehring Mannheim FRG) y SDS (dodecil sulfato sédico al 1% de
concentracion final) en una concentracién estimada de 5 x 10° células/ml,
incubandose la mezcla a 55°C durante 8-16 horas.

3.2.2.- Purificacion del DNA.

La purificacion del DNA se realizé con fenol-CIAA (cloroformo / alcohol
isoamilico 24:1 v/v) centrifugandolo durante 10 minutos a 580g a temperatura
ambiente, recogiendo la fase sobrenadante acuosa que contiene el DNA en
solucién.

Tras afadir un volumen igual de fenol-CIAA a la fase acuosa se la
someti® a wuna segunda centrifugacion en las mismas condiciones.
Posteriormente, tras la precipitacion del DNA mediante 2,5 volumenes de
etanol al 100% frio (-20° C), se lavé con etanol al 70% vy, tras centrifugacion
breve a 1600g, se dejo evaporar el etanol y se disolvio el DNA en agua
bidestilada estéril.
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3.2.3.- Cuantificacion del DNA

La concentracion y el grado de contaminacion proteica del DNA obtenido
se calculé tras medir la absorbancia a 260 y 280 nm en un espectrofotdmetro
(GeneQuante, Pharmacia).

El cociente DO260/DO280 se empledé para determinar el grado de
contaminacioén proteica: 260 nm fue la longitud de onda a la que absorbe el
DNA y 280 nm a la que se absorben las proteinas. Se consideraron aceptables
valores comprendidos entre 1,6 y 2, siendo el éptimo 1,8.

Las muestras de DNA se conservaron a -20° C en tubos Eppendorf.

3.3.- Amplificacion de DNA mediante PCR cuantitativa

Se realizé una dilucidon que contenia 5 yLde Master Mix TagMan®, 4,25
pML ddH20, 0,25 uL de los oligonucledtidos (forward y revearse) que sirvieron
como cebadores de la reaccién y 0,5 yL de DNA de cada individuo a estudio.

Siempre se us6 un control negativo (sin DNA) para asegurarnos que no
existia contaminacion de las muestras estudiadas y que las reacciones eran
especificas para cada muestra.

La realizacion de la PCR en tiempo real se efectu6 empleando
TagMan®Genotyping (MasterMix Applied Biosystems), en un termociclador
StepOn (Applied Biosystems), realizandose cada reaccién por triplicado 40
ciclos: 0,15 mint 95°C; 1,00 mint 60°C.
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4.- Estudio de los polimorfismos de los genes CHRNAS,
CHRNA5 y CHRNBA4.

Por este procedimiento se obtuvieron para el gen CHRNAS los siguientes
genotipos:

AA: Homocigoto
GG: Homocigoto
AG: Heterocigoto
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Figura 5.- Imagen obtenida tras realizar PCR cuantitativa de los
polimorfismos del gen CHRNA3 en controles.
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Para el gen CHRNAS se alcanzaron los siguientes genotipos:

AA: Homocigoto
GG: Homocigoto
AG: Heterocigoto
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Figura 6.- Imagen obtenida tras realizar PCR cuantitativa de los
polimorfismos del gen CHRNAS en controles.
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Para el gen CHRNB4 se consiguieron los genotipos:

TT: Homocigoto
CC: Homocigoto
TC: Heterocigoto
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°
.
(&

‘3“.

0.g

0.3 L ]

0.3 0.8 1.3 18

Legend

@ Homozygous TVT e HomozZygous CAC
@ Heterozyoous TAZ  »eUndetermined

Figura 7.- Imagen obtenida tras realizar PCR cuantitativa de los
polimorfismos del gen CHRNB4 en controles.
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5.- Estudio Estadistico.

Se realiz6 el estudio descriptivo de cada polimorfismo: rs12914385 (test
C__12106059__10) de CHRNAS3, rs17487223 (test C__32510316__10) del
gen CHRNB4 y rs16969968 (test C__ 26000428 20) del gen CHRNAS. Para
cada uno de los tres genes objeto de investigacibn se calcularon las
frecuencias alélicas y genotipicas.

Mediante analisis estratificado se relacionaron los factores
sociodemograficos edad (categorizada en < de 40 afnos, 41-60 y > 60 afios) y
género (hombre o mujer) con la condicion de fumador (caso) o de no fumador
(control).

El analisis de equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) en las poblaciones
muestreadas se comprobd mediante test exactos basados en cadenas de
Markov, efectuados con el paquete estadistico GENEPOP 3.4 (Raymont &
Rousset, 1995).

La existencia de desequilibrios de ligamiento se comprob6é mediante el
test exacto de Fisher con el paquete estadistico GENEPOP 3.4 y cadenas de
Markov. También con este programa y cadenas de Markov, se determiné la
existencia de diferencias en las frecuencias alélicas (test exacto de Fisher) y
genotipicas (test exacto basado en log-likelihood) entre las submuestras de
controles y fumadores. Para construir las cadenas de Markov se utilizaron
10.000 dememorizaciones, 1.000 lotes (batches) y 10.000 iteraciones por lote.
En todas las comparaciones se utilizé la correccién de Bonferoni.

Mediante analisis multivariable (regresién logistica multiple) se valoré la
asociacion entre la condicion de fumador o no fumador asociada al alelo y a los
genotipos, considerando la correccion de Bonferroni para comparaciones
multiples. Para este analisis los datos se procesaron con el paquete estadistico
SPSS. (SPSS Inc., Chicago, IL, Estados Unidos).
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1.- Caracteristicas de los sujetos incluidos en el estudio

La prevalencia actual del tabaquismo en Espana es del 29,5% de la
poblacion mayor de 16 afios, mostrando una tendencia marcada a disminuir en
varones y a la estabilizacion en mujeres, lo que corresponde a la fase tres de la
epidemia segln el esquema de Lépez y cols*®'. En esta fase de la epidemia un
amplio numero de fumadores se plantea dejar de fumar, pero a medida que
disminuye el numero de fumadores, los que continuan fumando son mas
‘resistentes” y precisan de apoyo para conseguir abandonar el tabaco. Este
tipo de fumadores son los que suelen demandar apoyo en las consultas o
unidades especializadas de tabaquismo.

Los 507 fumadores incluidos en el estudio procedian de la Unidad
Especializada de Tabaquismo del Hospital Universitario de Salamanca, a la
que habian acudido para realizar un intento serio de abandono del tabaquismo
y a los que se propuso un tratamiento multicomponente. Los 467 controles
fueron reclutados en distintas consultas especializadas del Hospital
Universitario de Salamanca y de Atencion Primaria del Area de Salud de
Salamanca.

En la tabla 1 se recogen las caracteristicas relacionadas con la edad y el
geénero de los sujetos incluidos en el estudio. Se observa que la edad media de
los individuos no fumadores, considerado como grupo control, es superior (en 3
afos) a la de los fumadores. Sucede lo mismo respecto de la distribucion
segun intervalos de edad: en el grupo de no fumadores la proporcion de
mayores de 61 afios es superior (casi 4 veces mas) que en el grupo de
fumadores. Sin embargo, el grupo de edad comprendida entre 41 y 60 afios,
son casi mas de la mitad de los individuos fumadores (51,1%), frente al 30,6%
del grupo de los no fumadores; precisamente este es el segmento de edad en
el que los fumadores se plantean mas abandonar el tabaco y, por ello, el grupo
que solicita habitualmente mas apoyo para dejar de fumar, lo que justifica el
sesgo existente entre fumadores y controles y el agrupamiento de los
fumadores dentro de este segmento de edad. El elevado numero de
exfumadores de edad media-elevada y la morbimortalidad atribuida al consumo
de tabaco en edades avanzadas hacen que en el grupo de edad mayor de 60
anos el numero de fumadores sea menor.

VARIABLE Grupo control, no fumadores Fumadores P
(n = 467) (n = 507)
Edad, media(DE), aiios 47,76 (18,40) 44, 64 (10,55) 0,147
Grupo edad, n° (%): <40 197 (42,2%) 212 (41,8%) 0,000
41-60 143 (30,6%) 259 (51,1%)
>61 127 (27,2%) 36 (7,1%)
Género, n° (%): Varones 157 (33,6%) 271 (53,5%)
Mujeres 310 (66,4%) 236 (46,5%) 0,000

Tabla 1.- Caracteristicas de los controles y de los casos.
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La distribucion por género también presenta algunas diferencias entre
controles y fumadores (predominio de varones entre los fumadores: 53,5%
frente a 46,5%, y de mujeres entre los controles: 66,4% frente a 33,6%), siendo
estas diferencias estadisticamente significativas. También en este caso, la
mayor prevalencia de fumadores varones entre la poblacién general conlleva
que el numero de hombres que acuden a estas consultas sea superior a la
mujeres. En la figura 8 estan representados los grupos de edad y género para
los fumadores y no fumadores.
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50 - a— Hombre >61
40 - i Mujer <40
30 - : & Mujer 41-60
20 7 ‘ Mujer >61
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Fumador No Fumador

W Hombre <40

Figura 8.- Porcentajes de fumadores y no fumadores en funcion de la edad y el
geénero.

Al observar la existencia de diferencias entre ambos grupos, para
comprobar la validez de la poblacién objeto de estudio a efectos del analisis de
resultados y de las conclusiones que pudieran derivarse de los mismos, fue
necesario conocer previamente si estas poblaciones eran representativas de la
poblacién general, tanto de la poblacion no fumadora como de la fumadora.
Para ello se realizd un estudio de equilibrio de Hardy-Weinberg que nos
permiti®6 comprobar la representatividad de ambos grupos respecto de la
poblacion general no fumadora y fumadora.

Una vez comprobada la representatividad de la muestra objeto de estudio
respecto de la poblacion general y con el fin de estudiar si se cumplia la
hipotesis de nuestro estudio, es decir la existencia de una asociacién de las
variaciones genéticas que contienen los genes CHRNA3, CHRNAS, CHRNB4 y
varios fenotipos de fumadores, analizamos la posible relacion existente entre
las variaciones genéticas de los genes CHRNA3, CHRNA5, CHRNB4 y el
consumo de tabaco, realizando un estudio comparativo entre los sujetos de
nuestro estudio que nunca habian fumado (grupo control) y los sujetos
fumadores que habian acudido a la Unidad Funcional de Tabaquismo del
Hospital Universitario de Salamanca. Los resultados observados para cada gen
se exponen a continuacion de forma individualizada.
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2.- Analisis del gen CHRNA3

2.1.- Estudio comparativo del gen CHRNA3 entre fumadores y no
fumadores

En la tabla 2 se muestran los resultados observados para el gen CHRNA3
en controles y fumadores expresando la distribucion de las frecuencias alélicas
y genotipicas en forma numérica y como porcentajes.

Antes de realizar el andlisis de asociacién y con el fin de observar si el
grupo de controles puede considerarse representativo de la poblacion general
no fumadora se ha comprobado que se cumple el principio de equilibrio de
Hardy-Weinberg en la muestra de controles (p=0,792). Una vez comprobada
esta representatividad se ha procedido al estudio comparativo de la distribucién
del gen CHRNAGS tanto en el grupo de controles como en el de fumadores, asi
como a estudiar la influencia de las variables género y edad en dicha
distribucion.

CHRNA3 CONTROLES N (%) FUMADORES N (%) OR (IC al 95%) P
Alelo A 361 (38,6%) 477 (47.1%) 118 (1,08;1.28)
1
Alelo G 573 (61,4%) 537 (52,9%) 0,000
Homocigoto AA 69 (14,8%) 109 (21,5%)
Heterocigoto AG 223 (47,8%) 259 (51,1%)
Homocigoto GG 175 (37,5%) 139 (27,4%) 0,001

Tabla 2.- Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas estudiadas en fumadores
(casos) y no fumadores (controles).

Se ha podido observar la existencia de diferencias estadisticamente
significativas en la distribucion de los alelos y de los genotipos entre el grupo
control y el grupo de fumadores.

El alelo A es significativamente mas frecuente en fumadores (47,1%
versus 38,6%) y el G lo es en controles (61,4% versus 52,9%). Ello significa
que ser portador del alelo A parece estar relacionado con la dependencia
nicotinica. El genotipo homocigoto AA es significativamente mas frecuente en
fumadores (21,5% versus 14,8%) y el GG lo es en el grupo de controles (37,5%
versus 27,4%), 1o que puede interpretarse también como que el hecho de ser
portador del genotipo homocigoto AA constituye un factor de riesgo para la
dependencia nicotinica, mientras que en sentido contrario el genotipo
homocigoto GG puede actuar con un factor protector frente al tabaquismo.
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2.2.- Estudio del gen CHRNA3 para las variables de género y edad

Por grupos de edad el porcentaje mayor de fumadores se encuentra en el
grupo de 40 a 60 anos, seguido por el grupo de edad < a 40 ainos, existiendo
un menor numero de fumadores en el grupo mayor de 60 afos, como ya
hemos sefialado con anterioridad posiblemente porque los efectos del tabaco
sobre la salud son mas notorios en edades avanzadas o por el hecho de que
los fumadores hayan ido falleciendo o abandonando el tabaco como
consecuencia de las enfermedades producidas por el mismo.

Antes de comparar ambos grupos se ha comprobado que se cumple el
principio de equilibrio de Hardy-Weinberg en la muestra de controles (como
representantes de la poblacién general) para cada uno de los grupos de edad
(p=0,542, p=0,695 y p=0,490) y también para el género (p=0,364 y p=0,605)
por lo que cualquiera de los grupos de controles en funcion de la edad o el
género pueden considerarse asi mismo representativos de la poblacion general
no fumadora.

En la tablas 3 y 4 se exponen las frecuencias alélicas y genotipicas en
funcién de las variables género y edad.

CHRNA3 CONTROLES % FUMADORES % OR (IC 95%) P
Alelo A 122 (38,5%) 263 (48,5%) 1,15 (1,04; 1,28)
» Alelo G 192 (61,2%) 279 (51,5%) ! 0,006
é Homocigoto AA 21 (13,5%) 61 (22,4%)
g Heterocigoto AG 80 (50,9%) 141 (52,1%)
Homocigoto GG 56 (35,6%) 69 (25,5%) 0,019
Alelo A 239 (38,5%) 214 (45,4%) 1,17 (1,02; 1,34)
«»n |AleloG 381 (61,5%) 258 (54,6%) ! 0,024
W
ﬁ Homocigoto AA 48 (15,5%) 48 (20,4%)
g Heterocigoto AG 143 (46,1%) 118 (50%)
Homocigoto GG 119 (38,4%) 70 (29,6%) 0,076

Tabla 3.- Frecuencias alélicas y genotipicas en funcién de la variable de género.

Como se observa en la tabla 3, el alelo A es significativamente mas
frecuente en varones fumadores que en varones no fumadores (p=0,006),
mientras que en mujeres esta asociacion es mas débil aunque significativa
(p=0,024). En el estudio de los genotipos se observan también diferencias
entre controles y fumadores en el grupo de hombres (p=0,019) pero no en el de
mujeres (p=0,076).
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OR
CHRNA3 CONTROLES % | FUMADORES % (IC del 95 %) P
Alelo A 142 (35,8%) 193 (45,1%) 1,20 (1,05; 1,36)
m Alelo G 254 (64,2%) 235 (54,9%) ! 0,007
f" Homocigoto AA 23 (11,7%) 42 (19,8%)
v Heterocigoto AG 94 (47,7%) 105 (49,5%)
Homocigoto GG 80 (40,6%) 65 (30,7%) 0,028
Alelo A 115 (40,2%) 254 (49,0%) 1,13 (1,02; 1,269)
@ Alelo G 171 (59,8%) 264 (51,0%) ! 0,016
g Homocigoto AA 22 (15,4%) 59 (22,8%)
;l Heterocigoto AG 71 (49,6%) 136 (52,5%)
Homocigoto GG 50 (35,0%) 64 (24,7%) 0,048
Alelo A 106 (41,7%) 34 (47,2%) 1,19 (0,79; 1,79)
m Alelo G 148 (58,3%) 38 (52,8%) ! 0,406
:‘_g“ Homocigoto AA 24 (18,7%) 8 (22,2%)
R Heterocigoto AG 58 (45,3%) 18 (50%)
Homocigoto GG 45 (35,0%) 10 (27,8%) 0,685

Tabla 4 .- Frecuencias alélicas y genotipicas en funcién de la variable edad.

Como se observa en la tabla 4, el alelo A es significativamente mas
frecuente en fumadores de los grupos con edad < 40 afios (p=0,007) y 41 a 60
afos (p=0,016) y no alcanza significacién estadistica en el grupo de mayores
de 61 anos (p=0,406). Al igual que sucede con los alelos el analisis de los
genotipos en funcion de la edad muestra diferencias entre controles vy
fumadores en los grupos con edad inferior a 40 afos (p=0,028) y de 41 a 60
afos (p=0,048), pero no en mayores de 60 afios (p=0,685).

Un aspecto importante es conocer los grupos de edad donde se observa
una mayor prevalencia del alelo A y genotipo homocigoto AA, como poblacion
posiblemente mas susceptible al tabaquismo para poder actuar
preferentemente sobre ellos, impidiendo el inicio del consumo de tabaco o
favoreciendo su abandono una vez iniciado.

Al realizar un analisis de regresion logistica, para controlar por las
variables de edad y género, considerando al alelo mas frecuente -el alelo G-
como referencia se observa que tanto el genotipo heterocigoto AG como el
genotipo homocigoto AA se relacionan con la condicién de fumador. La
presencia del genotipo heterocigoto AG multiplica por 1,43 las probabilidades
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de ser fumador y la existencia del genotipo homocigoto AA las multiplica por
2,03. En ambos casos se alcanza significacién estadistica (p<0,05), aunque
solo los resultados del genotipo AA son altamente significativos (p=0.000). Ello
refuerza los resultados ya sefialados anteriormente de que ser portador del
alelo A se relaciona con el hecho de ser fumador y la presencia del alelo A
multiplica por 1,42 la probabilidad de ser fumador y con resultados altamente
significativos (p=0,000), como se aprecia en la tabla 5.

Controles; n/N (%) | Casos; n/N (%) | OR (IC del 95 %) | p°
CHRNA3
Homocigoto AA® | 69/467 (14,8) 109/507 (21,5) | 2,03 (1,38-2,98) | 0,000
Heterocigoto AG" | 223/467 (47,8) 259/507 (51,1) | 1,43 (1,06-1,91) | 0,018
Alelo CHRNA3/A® | 38,65 47,04 1,42 (1,18-1,72) | 0,000

a. Considerando la correccion de Bonferoni para comparaciones multiples, valores p < 0,025 se
consideraron estadisticamente significativas.

b. Regresion logistica multivariante del genotipo ajustada por edad y sexo (grupo de referencia
homocigoto GG)

c. Regresion logistica multivariante del alelo A como variable continua (0 = homocigoto GG; 1 =
Heterocigoto AG y 2 = Homocigoto AA), ajustado por edad y sexo

Tabla 5.- Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas estudiadas en fumadores
(casos) y no fumadores (controles) y analisis multivariante del riesgo de tabaquismo
asociado al alelo y a los genotipos.

En la tabla 6 se analiza el modelo de herencia, apreciandose que tanto en
el modelo dominante como en el codominante los individuos AA tienen un
riesgo aumentado de ser fumadores, practicamente el doble en el caso del
codominante (2,03), 1,56 veces mas en el dominante y 0,61 veces menos en el
recesivo y en los tres casos se alcanza la significacion estadistica, lo que
sugiere que el modelo aditivo de herencia es el adecuado.

Modelo Genotipo | Controles Casos OR IC del 95 % P
N (%) N (%)

Codominante GG 175 (55,7) 139 (44,3) 1
AG 223 (46,3) 259 (53,7) 1,43 1,06-1,91 0,018
AA 69 (38,8) 109 (61,2) 2,03 1,38-2,98 0,000

Dominante GG 175 (55,7) 139 (44,3) 1
AG-AA | 292 (44,2) 368 (55,8) 1,56 1,19-2,07 0,002

Recesivo AA 69 (38,8) 109 (61,2) 1
AG-GG | 398 (50,0) 398 (50,0) 0,61 0,43-0,86 0,005

Tabla 6.- Andlisis del riesgo de polimorfismo CHRNA3 en funcién del modelo de herencia.

2.3.- Analisis multivariante del riesgo de tabaquismo asociado al alelo y a
los genotipos para el sexo

Tanto para el grupo de los hombres como para el grupo de las mujeres,
solamente el genotipo homocigoto AA aparece relacionado con la condicion de
fumador o control, como se aprecia en las tablas 7 y 8. Al comparar la
presencia del genotipo homocigoto GG con el homocigoto AA se puede
comprobar como se multiplican por 2,34 en el grupo de los hombres y por 1,83
en el de las mujeres las probabilidades de ser fumador. Al comparar la
presencia del genotipo homocigoto GG con el heterocigoto AG se observa
también como las probabilidades de ser fumador se multiplican por 1,43 en el
grupo de los hombres y 1,44 en el grupo de las mujeres. A pesar de estos
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resultados unicamente en el caso del genotipo homocigoto AA se alcanza
significacion estadistica (p=0,006 vs p=0,020) en hombres y mujeres. Ello
refuerza los resultados anteriormente sefnalados de que ser portador del alelo A
se relaciona con el hecho de ser fumador.

Controles; n/N (%) | Casos; n/N (%)

OR (IC del 95 %) | p°

CHRNA3

Homocigoto AA® | 21/157 (13,4) 61/271(22,5) | 2,34 (1,27-4,30) | 0,006
Heterocigoto AG® | 80/157 (51,0) 141/271 (52,0) | 1,43 (0,91-2,23) | 0,117
Alelo CHRNA3/A® | 38,85 4852 1,51 (1,13-2,03) | 0,006

a. Considerando la correccion de Bonferoni para comparaciones multiples, valores p < 0,025 se
consideraron estadisticamente significativas

b. Regresién logistica multivariante del genotipo ajustada por edad (grupo de referencia homocigoto GG)

c. Regresion logistica multivariante del alelo A como variable continua (0 = homocigoto GG; 1 =

Heterocigoto AG y 2 = Homocigoto AA), ajustado por edad

Tabla 7.- Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas estudiadas en fumadores
(casos) y no fumadores (controles) y andlisis multivariante del riesgo de tabaquismo
asociado al alelo y a los genotipos para el grupo de los hombres.

Controles; n/N (%) | Casos; n/N (%) | OR (IC del 95 %) | p°
CHRNA3
Homocigoto AA® | 48/310 (15,5) 48/236 (20,3) 1,83 (1,10-3,05) | 0,020
Heterocigoto AG" | 143/310 (46,1) 118/236 (50,0) | 1,44 (0,97-2,12) | 0,068
Alelo CHRNA3/A® | 38,55 45,34 1,37 (1,07-1,75) | 0,014

a. Considerando la correccion de Bonferoni para comparaciones multiples, valores p < 0,025 se
consideraron estadisticamente significativas.

b.  Regresién logistica multivariante del genotipo ajustada por edad (grupo de referencia homocigoto GG)

c. Regresion logistica multivariante del alelo A como variable continua (0 = homocigoto GG; 1 =
Heterocigoto AG y 2 = Homocigoto AA), ajustado por edad

Tabla 8.- Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas estudiadas en fumadores
(casos) y no fumadores (controles) y analisis multivariante del riesgo de tabaquismo
asociado al alelo y a los genotipos para el grupo de las mujeres.

El analisis de los alelos permite observar que la presencia del alelo A
multiplica por 1,51 en el caso de los hombres y en 1,37 en el caso de las
mujeres la probabilidad de ser fumador, siendo estos resultados altamente
significativos (p=0,006) para el grupo de los hombres y significativos (p=0,014)
para el grupo de las mujeres.

En la tabla 9 se analizan los modelos de herencia por separado para el
grupo de los hombres y el de las mujeres. En el grupo de los hombres se
observa que tanto en el modelo dominante como en el codominante, los
individuos AA tienen aumentado de ser fumadores, mas de dos veces (2,34) en
el codominante, 1,62 veces mas en el dominante y 0,53 en el recesivo. En los
tres casos se alcanza la significacion estadistica, lo que sugiere que el modelo
aditivo de herencia seria el adecuado.

Para el grupo de las mujeres, tanto en el modelo dominante como en el
codominante los individuos AA tienen un riesgo aumentado de ser fumadores
que es de 1,83 veces mas en el caso del codominante, 1,53 veces mas en el
dominante y 0,67 veces menos en el recesivo, aunque unicamente se alcanza



80 Valor de los polimorfismos de los genes CHRNA3A5B4 en la adiccion al tabaco

significacién estadistica en los modelos codominante (p=0,020) y dominante
(p=0,023).

Modelo Genotipo | Controles Casos OR | IC del 95 P
N (%) N (%) %
7 Codominante GG 56 (44,8) 69 (55,2) 1
% AG 80 (36,2) | 141(63,8) | 1,43 | 0,91-2,23 | 0,117
“EJ AA 21(25,6) | 61(74,4) | 2,34 | 1,27-4,30 | 0,006
g Dominante GG 56 (44,8) | 69 (55,2) 1
AG-AA | 101 (33,3) | 202 (66,7) | 1,62 | 1,06-2,48 | 0,027
Recesivo AA 21(25,6) | 61(74,4) 1
AG-GG | 136 (39,3) | 210(60,7) | 0,53 | 0,31-0,92 | 0,024
Modelo Genotipo | Controles Casos OR | IC del 95 P
N (%) N (%) %
» Codominante GG 119 (63,0) | 70 (37,0) 1
E AG 143 (54,8) | 118 (45,2) | 1,44 | 0,97-2,12 | 0,068
w AA 48 (50) 48 (50) 1,83 | 1,10-3,05 | 0,020
D Dominante GG 119 (63,0) | 70 (37,0) 1
= AG-AA | 191 (53,5) | 166 (46,5) | 1,53 | 1,06-2,22 | 0,023
Recesivo AA 48 (50,0) | 48 (50,0) 1
AG-GG | 262 (58,2) | 188 (41,8) | 0,67 | 0,43-1,06 | 0,089

Tabla 9.- Analisis del riesgo de polimorfismo CHRNA3 en funcién del modelo de herencia
para el grupo de hombres y el de mujeres.

2.4- Analisis multivariante del riesgo de tabaquismo asociado al alelo y a
los genotipos para la edad

Al realizar un analisis de regresion logistica, considerando al alelo mas
frecuente -el alelo G- como referencia, solamente el genotipo homocigoto AA
aparece relacionado con la condicion de fumador o de control para los
individuos con edad < 40 anos y con los de edades comprendidas entre 41 y 60
afnos. Estos resultados se recogen en la tabla 10.

La presencia del genotipo homocigoto AA y del heterocigoto AG
multiplican por 2,25 y 1,36 respectivamente las probabilidades de ser fumador
para los individuos de edad < 40 anos y por 1,91 y 1,44 entre los 41 afios y 60
afios, aunque solo en el caso del genotipo homocigoto AA se alcanza
significacién estadistica (p=0,009; 0,045). Ello refuerza los resultados ya
sefalados de que se portador del alelo A se relaciona con el hecho de ser
fumador para este grupo de edad. Para los individuos mayores de 60 anos, los
resultados no son estadisticamente significativos (tabla 10).

El cuanto a la presencia del alelo A, éste multiplica por 1,47 en el caso de
los sujetos con edad < 40 afos y en 1,39 en el caso de los individuos con
edades comprendidas entre 41 y 60 afos, la probabilidad de ser fumador. Los
resultados muestran significacion estadistica muy elevada (p=0,009) para el
primer grupo y significativa (p=0,038) para el segundo.
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Controles; n/N (%) | Casos; n/N (%) | OR (IC del 95 %) ¢]
CHRNA3
= Homocigoto AA 23/197 (11,7) 42/212 (19,8) 2,25 (1,23-4,13) | 0,009
V | Heterocigoto AG" 94/197 (47,7) 105/212 (49,5) | 1,36 (0,88-2,09) | 0,166
Alelo CHRNA3/A® 35,85 45,09 1,47 (1,10-1,96) | 0,009
Controles; n/N (%) | Casos; n/N (%) | OR (IC del 95 %) p°
CHRNA3
8 Homocigoto AA 22/143 (15,4) 59/259 (22,8) 1,91 (1,01-3,58) | 0,045
S | Heterocigoto AG’ 71/143 (49,7) 136/259 (52,5) | 1,44 (0,89-2,33) | 0,139
Alelo CHRNA3/A® 40,21 49,03 1,39 (1,02-1,89) | 0,038
Controles; n/N (%) | Casos; n/N (%) | OR (IC del 95 %) p°
CHRNA3
b Homocigoto AA” 24/127 (18,9) 8/36 (22,2) 1,61 (0,51-5,01) | 0,414
A | Heterocigoto AG” 58/127 (45,7) 18/36 (50,0) 1,22 (0,48-3,08) | 0,676
Alelo CHRNA3/A® 41,73 47,22 1,26 (0,72-2,22) | 0,419
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a. Considerando la correccion de Bonferoni para comparaciones multiples, valores p < 0,025 se
consideraron estadisticamente significativas

b. Regresién logistica multivariante del genotipo ajustada por sexo (grupo de referencia homocigoto GG)

c. Regresion logistica multivariante del alelo A como variable continua (0 = homocigoto GG; 1 =
Heterocigoto AG y 2 = Homocigoto AA), ajustado por sexo

Tabla 10.- Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas estudiadas en fumadores
(casos) y no fumadores (controles) y analisis multivariante del riesgo de tabaquismo
asociado al alelo y a los genotipos para los tres grupos de edad.

En la tabla 11 se analizan los modelos de herencia para los tres grupos
de edad que hemos seleccionado. Para los individuos con edad <40 afos se
aprecia que tanto en el modelo dominante como en el codominante los
individuos AA tienen un riesgo aumentado de ser fumadores: mas del doble en
el codominante, 1,53 veces mas en el dominante y 0,53 veces menos en el
recesivo y en los tres casos se alcanza la significacion estadistica, lo que
sugiere que el modelo aditivo de herencia es el adecuado.

Para los individuos con edades comprendidas entre los 41 y 60 anos,
tanto en el modelo dominante como en el codominante los individuos AA tienen
un riesgo aumentado de ser fumadores: 1,91 veces mas en el mas en el caso
del codominante, 1,55 veces mas en el dominante y 0,66 veces menos en el
recesivo, no alcanzandose significaciéon estadistica para ninguno de los tres
modelos (p>0,05).

Para los individuos con edad igual a superior a los 61 afos tanto en el
modelo dominante como en el codominante los individuos AA tienen un riesgo
aumentado de ser fumadores: 1,61 veces mas en el mas en el caso del
codominante, 1,32 veces mas en el dominante y 0,70 veces menos en el
recesivo no alcanzandose significacion estadistica para ninguno de los tres
modelos (p>0,05). Ademas, de los tres grupos de edad son los que tienen los
riesgos mas bajos. En este grupo existe un menor niumero de fumadores, bien
porque muchos hayan conseguirlo dejar de serlo o porque se hayan producido
fallecimientos como consecuencia de enfermedades producidas por el
consumo de tabaco.
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Modelo Genotipo | Controles Casos OR IC del 95 P
N (%) N (%) %
® Codominante GG 80 (55,2) 63 (44,8) 1
2 AG 93 (32,3) 195 (67,7) 1,36 0,88-2,09 0,166
g AA 23 (35,4) 42 (64,6) 2,25 1,23-4,13 0,009
v Dominante GG 80 (55,2) 65 (44,8) 1
AG-AA 117 (44,3) | 147 (55,7) 1,53 1,02-2,31 0,041
Recesivo AA 23 (354) 42 (64,6) 1
GG-AG 174 (50,6) | 170(49,4) | 0,53 0,30-0,92 0,024
Modelo Genotipo | Controles Casos OR IC del 95 P
® N (%) N (%) %
2 Codominante GG 50 (43,9) 64 (56,1) 1
g AG 71 (34,3) 136 (65,7) 1,44 0,89-2,33 0,139
z AA 22 (27,2) 59 (72,8) 1,91 1,01-3,58 0,045
5 Dominante GG 50 (43,9) 64 (56,1) 1
o AG-AA 93 (32,2) 195 (67,7) 1,55 0,98-2,45 0,061
a Recesivo AA 22 (27,2) 59 (72,8) 1
GG-AG 121 (37,7) | 200 (64,4) | 0,66 0,38-1,15 0,142
Modelo Genotipo | Controles Casos OR IC del 95 P
® N (%) N (%) %
e Codominante GG 45 (81,8) 10 (18,2) 1
: AG 58 (76,3) 18 (23,7) 1,22 0,48-3,08 0,676
2 AA 24 (75,0) 8 (25,0) 1,61 0,52-5,01 0,414
© Dominante GG 45 (81,8) 10 (18,2) 1
2 AG-AA 82 (75,9) 26 (24,1) 1,32 0,55-3,16 0,532
= Recesivo AA 24 (75,0) 8 (25,0) 1
GG-AG 103 (77,9) | 28 (21,4) 0,70 0,26-1,88 0,480

Tabla 11.- Andlisis del riesgo de polimorfismo CHRNAS3 en funcién del modelo de herencia
para los diferentes grupos de edad.
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3.- Analisis del Gen CHRNA5

3.1.- Estudio comparativo del gen CHRNA5 entre fumadores y no
fumadores

En la tabla 12 se muestran los resultados observados para el gen
CHRNAS5 en controles y fumadores expresando la distribucion de las
frecuencias alélicas y genotipicas en forma numérica y como porcentajes.

Antes de realizar el analisis de asociacion, y con el fin de comprobar si el
grupo de controles puede considerarse representativo de la poblacion general
no fumadora se ha comprobado que se cumple el principio de equilibrio de
Hardy-Weinberg en la muestra de controles (p=0,567). Una vez comprobada
esta representatividad se ha procedido al estudio comparativo de la distribucién
del gen CHRNAS tanto en el grupo de controles como en el de fumadores, asi
como a estudiar la influencia de las variables genero y edad en dicha
distribucion.

CHRNA5 CONTROLES N (%) FUMADORES N (%) OR (IC al 95%) P
Alelo A 361 (38,6%) 471 (46,4%) 1,16 (1,07-1.27)
1
Alelo G 573 (61,4%) 543 (53,6%) 0,001
Homocigoto AA 67 (14,3%) 107 (21,1%)
Heterocigoto AG 227 (48,6%) 257 (50,6%)
Homocigoto GG 173 (37,1%) 143 (28,3%) 0,002

Tabla 12.- Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas estudiadas en fumadores
(casos) y no fumadores (controles).

Se ha podido observar la existencia de diferencias estadisticamente
significativas en la distribucion de los alelos y de los genotipos entre el grupo
control y el grupo de fumadores.

El alelo A es significativamente mas frecuente en fumadores (46,4%
versus 38,6%) y el G lo es en controles (61,4% versus 53,6%). Ello significa
que ser portador del alelo A parece estar relacionado con la dependencia
nicotinica. El genotipo homocigoto AA es significativamente mas frecuente en
fumadores (21,1% versus 14,3%) y el GG lo es en el grupo de controles (37,1%
versus 28,3%), lo que puede interpretarse también como que el hecho de ser
portador del genotipo homocigoto AA constituye un factor de riesgo para la
dependencia nicotinica, mientras que en sentido contrario el genotipo
homocigoto GG puede actuar con un factor protector frente al tabaquismo.
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3.2.- Estudio del gen CHRNAS para las variables de género y edad

Por grupos de edad el porcentaje mayor de fumadores se encuentra en el
grupo de 40 a 60 afios, seguido por el grupo de edad < a 40 afios, existiendo
un menor numero de fumadores en el grupo mayor de 60 afos, posiblemente
porque los efectos del tabaco sobre la salud son mas notorios en edades
avanzadas y como consecuencia de ello los fumadores dejan de fumar, o por el
hecho de que los fumadores hayan ido falleciendo como consecuencia de las
enfermedades producidas por el tabaco.

Antes de comparar ambos grupos se ha comprobado que se cumple el
principio de equilibrio de Hardy-Weinberg en la muestra de controles (como
representantes de la poblacién general) para cada uno de los grupos de edad
(p=0,06, p=0,396 y p=0,319) y también para el género (p=0,262 y p=0,841) por
lo que cualquiera de los grupos de controles en funcién de la edad o el género
pueden considerarse asi mismo representativos de la poblacién general no
fumadora.

En la tablas 13 y 14 se exponen las frecuencias alélicas y genotipicas en
funcién de las variables género y edad.

CHRNA5 CONTROLES % FUMADORES % OR (IC 95 %) P
Alelo A 121 (38,5%) 260 (48%) 1,15 (1,04-1,27)
» Alelo G 193 (61,5%) 282 (52%) ! 0,007
é Homocigoto AA 20 (12,7%) 60 (22,1%)
g Heterocigoto AG 81 (51,6%) 140 (51,7%)
Homocigoto GG 56 (35,7%) 71 (26,2%) 0,021
Alelo A 240 (38,7%) 211 (44,7%) 1,15 (1,01-1,32)
« |AleloG 380 (61,3%) 261 (55,3%) ! 0,046
W
ﬁ Homocigoto AA 47 (15,2%) 47 (19,9%)
g Heterocigoto AG 146 (47,1%) 117 (49,6%)
Homocigoto GG 117 (37,7%) 72 (30,5%) 0,138

Tabla 13.- Frecuencias alélicas y genotipicas en funcion de la variable de género.

Como se observa en la tabla 13, el alelo A es significativamente mas
frecuente en varones fumadores (48%) que en varones no fumadores (38,5%)
(p=0,007), mientras que en el grupo de mujeres esta asociacion es mas débil
(44,7% versus 38,7%; p=0,046) aunque significativa. En el estudio de los
genotipos se observan también diferencias significativas entre controles y
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fumadores en el grupo de hombres (p=0,021) pero no en el de mujeres
(p=0,138).

OR
CHRNA5 CONTROLES % FUMADORES % (IC del 95 %) P
Alelo A 138 (35%) 200 (45,9%) 1,23 (1,08-1,40)
w Alelo G 256 (65%) 236 (54,1%) ! 0,001
z§ Homocigoto AA 20 (10,2%) 41 (19,4%)
v Heterocigoto AG 98 (49,7%) 108 (50,9%)
Homocigoto GG 79 (40,1%) 63 (29,7%) 0,011
Alelo A 115 (40,2%) 248 (47,9%) 1,12 (1,01-1,24)
@ Alelo G 171 (59,8%) 270 (52,1%) ! 0,037
g Homocigoto AA 21 (14,7%) 59 (22,8%)
;I Heterocigoto AG 73 (51%) 130 (50,2%)
Homocigoto GG 49 (34,3%) 70 (27,0%) 0,096
Alelo A 108 (42,5%) 33 (45,8%) 1,11 (0,74-1,67)
w Alelo G 146 (57,5%) 39 (54,2%) ! 0,616
:‘_g“ Homocigoto AA 26 (20,5%) 7 (19,4%)
R Heterocigoto AG 56 (44,1%) 19 (52,8%)
Homocigoto GG 45 (35,4%) 10 (27,8%) 0,618

Tabla 14.- Frecuencias alélicas y genotipicas en funcion de la variable edad.

Como se observa en la tabla 14, el alelo A es significativamente mas
frecuente en fumadores de los grupos con edad < 40 afios (p=0,001) y de 41 a
60 afios (p=0.037) y no alcanza significacion estadistica en el grupo de
mayores de 61 afos (p=0,616). Al igual que sucede con los alelos, el analisis
de los genotipos en funcion de la edad muestra diferencias entre controles y
fumadores en los grupos con edad inferior a 40 afios (p=0,011), pero no en el
grupo de 41 a 60 afos (p=0,096) ni en el grupo de mayores de 60 afos
(p=0,618).

Un aspecto importante es conocer los grupos de edad donde se observa
una mayor prevalencia del alelo A y del genotipo homocigoto AA como
poblacion presumiblemente mas susceptible al tabaquismo para poder actuar
preferentemente sobre ellos, impidiendo el inicio al tabaquismo o favoreciendo
su abandono una vez iniciado.
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a

Controles; n/N (%) | Casos; n/N (%) | OR(IC del 95 %) | p
CHRNA5
Homocigoto AA® | 67/467 (14,3) 107/507 (21,1) | 1,98 (1,34-2,92) | 0,001
Heterocigoto AG" | 227/467 (48,6) 257/507 (50,7) | 1,33 (0,99-1,78) | 0,056
Alelo CHRNAS5/A® | 38,65 46,45 1,39 (1,15-1,68) | 0,001

a. Considerando la correccion de Bonferoni para comparaciones multiples, valores p < 0,025 se consideraron
estadisticamente significativas.

b. Regresién logistica multivariante del genotipo ajustada por edad y sexo (grupo de referencia homocigoto GG)

c. Regresion logistica multivariante del alelo A como variable continua (0 = homocigoto GG; 1 = Heterocigoto
AG y 2 = Homocigoto AA), ajustado por edad y sexo

Tabla 15.- Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas estudiadas en fumadores
(casos) y no fumadores (controles) y analisis multivariante del riesgo de tabaquismo asociado
al alelo y a los genotipos.

Al realizar un anadlisis de regresion logistica, para controlar por las
variables de edad y género, considerando al alelo mas frecuente -el alelo G-
como referencia, se observa que tanto el genotipo heterocigoto AG como el
genotipo homocigoto AA se relacionan con la condicién de fumador. La
presencia del genotipo heterocigoto AG multiplica por 1,33 las probabilidades
de ser fumador y la existencia del genotipo homocigoto AA las multiplica por
1,98. Se alcanza significacion estadistica con el genotipo homocigoto AA
(p=0,001). Ello refuerza los resultados ya senalados de que ser portador del
alelo A se relaciona con el hecho de ser fumador ya que como hemos sehalado
anteriormente la presencia del alelo A multiplica por 1,39 la probabilidad de ser
fumador y ello tiene lugar con resultados altamente significativos (p=0,001),
como se aprecia en la tabla 15.

En la tabla 16 se analiza el modelo de herencia, apreciandose que tanto
en el modelo dominante como en el codominante, los individuos homocigotos
AA tienen un riesgo aumentado de ser fumadores, practicamente el doble en el
caso del codominante (1,98), 1,47 veces mas en el dominante y 0,60 veces
menos en el recesivo y en los tres casos se alcanza la significacion estadistica,
lo que sugiere que el modelo aditivo de herencia es el adecuado.

Estos hallazgos nos permiten concluir que los portadores del alelo A y del
genotipo homocigoto AA tienen aumentado el riesgo de ser fumadores, y que
ello sucede independientemente de la edad y del género.

Modelo Genotipo | Controles Casos OR IC del 95 % P
N (%) N (%)

Codominante GG 173 (54,7) 143 (45,3) 1
AG 227 (46,9) 257 (53,1) 1,33 0,99-1,78 0,056
AA 67 (38,5) 107 (61,5) 1,98 1,34-2,92 0,001

Dominante GG 173 (54,7) 143 (45,3) 1
AG-AA 294 (44,7) 364 (55,3) 1,47 1,12-1,94 0,006

Recesivo AA 67 (38,5) 107 (61,5) 1
GG-AG 400 (50) 400 (50) 0,60 0,42-0,85 0,004

Tabla 16.- Andlisis del riesgo de polimorfismo CHRNAS en funcién del modelo de herencia.
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3.3.- Analisis multivariante del riesgo de tabaquismo asociado al alelo y a
los genotipos para el sexo

Tanto para el grupo de los hombres como para el grupo de las mujeres,
solamente el genotipo homocigoto AA aparece relacionado con la condicién de
fumador o control, como se aprecia en las tablas 17 y 18. Al comparar la
presencia del genotipo homocigoto GG con el homocigoto AA se puede
comprobar cémo se multiplica por 2,35 en el grupo de los hombres y por 1,80
en el de las mujeres las probabilidades de ser fumador en el caso de los
homocigotos AA. Al comparar la presencia del genotipo homocigoto GG con el
heterocigoto AG se observa también como las probabilidades de ser fumador
se multiplican por 1,36 en el grupo de los hombres y 1,30 en el grupo de las
mujeres. A pesar de estos resultados unicamente en el caso del genotipo
homocigoto AA se alcanza significacion estadistica (p=0,006 vs p=0,025) en
hombres y mujeres. Ello refuerza los resultados anteriormente senalados de
que ser portador del alelo A se relaciona con el hecho de ser fumador.

Controles; n/N (%) | Casos; n/N (%) | OR (IC del 95 %) | p°
CHRNAS5
Homocigoto AA® | 20/157 (12,7) 60/271 (22,1) 2,35 (1,27-4,36) | 0,006
Heterocigoto AG” | 81/157 (51,6) 140/271 (51,7) | 1,36 (0,87-2,12) | 0,173
Alelo CHRNAS5/A® | 38,5 48 1,5 (1,12-2,01) 0,007

a. Considerando la correccion de Bonferoni para comparaciones multiples, valores p < 0,025 se consideraron
estadisticamente significativas

b.  Regresion logistica multivariante del genotipo ajustada por edad (grupo de referencia homocigoto GG)

c. Regresion logistica multivariante del alelo A como variable continua (0 = homocigoto GG; 1 = Heterocigoto
AG y 2 = Homocigoto AA), ajustado por edad

Tabla 17.- Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas estudiadas en fumadores
(casos) y no fumadores (controles) y analisis multivariante del riesgo de tabaquismo asociado
al alelo y a los genotipos para el grupo de los hombres.

Controles; n/N (%) | Casos; n/N (%) | OR (IC del 95 %) | p°
CHRNAS5
Homocigoto AA® | 47/310 (15,2) 47/236 (19,9) 1,80 (1,08-3,01) | 0,025
Heterocigoto AG” | 146/310 (47,1) 117/236 (49,6) | 1,30(0,88-1,92) | 0,181
Alelo CHRNAS5/A® | 38,7 447 1,34 (1,04-1,72) | 0,023

a. Considerando la correccion de Bonferoni para comparaciones multiples, valores p < 0,025 se consideraron
estadisticamente significativas.

b.  Regresion logistica multivariante del genotipo ajustada por edad (grupo de referencia homocigoto GG)

c. Regresion logistica multivariante del alelo A como variable continua (0 = homocigoto GG; 1 = Heterocigoto
AG y 2 = Homocigoto AA), ajustado por edad

Tabla 18.- Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas estudiadas en fumadores
(casos) y no fumadores (controles) y analisis multivariante del riesgo de tabaquismo asociado
al alelo y a los genotipos para el grupo de las mujeres.

El analisis de los alelos permite observar que la presencia del alelo A
multiplica por 1,5 en el caso de los hombres y en 1,34 en el caso de las
mujeres la probabilidad de ser fumador, mostrando estos resultados valores
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altamente significativos (p=0,007) para el grupo de los hombres y significativos
(p=0,023) para el grupo de las mujeres.

En la tabla 19 se analizan los modelos de herencia por separado para el
grupo de los hombres y el de las mujeres. En el grupo de los hombres se
observa que tanto en el modelo dominante como en el codominante los
individuos homocigotos AA tienen aumentado mas de dos veces (2,35) el
riesgo de ser fumadores, 1,56 veces mas en el dominante y 0,52 en el
recesivo. En los tres casos se alcanza la significacion estadistica, lo que
sugiere que el modelo aditivo de herencia seria el adecuado.

Para el grupo de las mujeres, tanto en el modelo dominante como en el
codominante los individuos homocigotos AA tienen un riesgo aumentado de ser
fumadores que es de 1,80 veces mas en el mas en el caso del codominante,
1,42 veces mas en el dominante y 0,65 veces menos en el recesivo, aunque
unicamente se alcanza significacion estadistica en el modelo codominante
(p=0,025).

Modelo Genotipo | Controles Casos OR IC del 95 P
N (%) N (%) %
) Codominante GG 56 (44,1) 71 (55,9) 1
l&J AG 81(36,7) | 140(63,3) | 1,36 | 0,87-2,12 0,173
"E’ AA 20 (25) 60 (75) 2,35 | 1,27-4,36 0,006
g Dominante GG 56 (44,1) 71 (55,9) 1
AG-AA | 101(33,6) | 200 (66,4) | 1,56 | 1,02-2,38 0,04
Recesivo AA 20 (25) 60 (75) 1
GG-AG | 137 (39,4) | 211(60,6) | 0,52 | 0,30-0,89 0,018
Modelo Genotipo | Controles Casos OR IC del 95 P
N (%) N (%) %
» Codominante GG 117 (61,9) | 72(38,1) 1
g AG 146 (55,5) | 117 (44,5) | 1,30 | 0,88-1,92 0,181
w AA 47 (50) 47 (50) 1,80 | 1,08-3,01 0,025
oo Dominante GG 117 (61,9) | 72 (38,1) 1
= AG-AA | 193 (54,1) | 164 (45,9) | 1,42 | 0,98-2,05 0,062
Recesivo AA 47 (50) 47 (50) 1
GG-AG | 263 (58,2) | 189(41,8) | 0,65 | 0,41-1,03 0,065

Tabla 19.- Analisis del riesgo de polimorfismo CHRNAS en funcién del modelo de herencia
para el grupo de hombres y el de mujeres.

3.4.- Analisis multivariante del riesgo de tabaquismo asociado al aleloy a
los genotipos para la edad

Al realizar un analisis de regresion logistica, considerando al alelo mas
frecuente -el alelo G- como referencia, solamente el genotipo homocigoto AA
aparece relacionado con la condicion de fumador o de control para los
individuos con edad < 40 afos y con los de edades comprendidas entre 41 y 60
anos. Estos resultados se recogen en la tabla 20.

La presencia del genotipo homocigoto AA y del heterocigoto AG
multiplican por 2,53 y 1,37 respectivamente las probabilidades de ser fumador
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para los individuos de edad < 40 anos y por 1,85y 1,21 entre los 41 afios y 60
afios, aunque solo en el caso del genotipo homocigoto AA se alcanza
significaciéon estadistica (p=0,004) en el grupo de edad menor de 40 afios. Ello
refuerza los resultados ya sefialados de que se portador del alelo A se
relaciona con el hecho de ser fumador para este grupo de edad. Para los
individuos con edades entre 41 y 60 anos y para los de mas de 60 afnos, los
resultados no son estadisticamente significativos (Tabla 20).

El cuanto a la presencia del alelo A este multiplica por 1,37 en el caso de
los sujetos con edad < 40 anos, 1,20 en el caso de los individuos con edades
comprendidas entre 41 y 60 anos y 1,27 en los de edad mayor de 60 afos la

probabilidad de ser fumador.

Los resultados no muestran significacion

estadistica.
Controles; n/N (%) | Casos; n/N (%) | OR (IC del 95 %) p°
CHRNA5
= Homocigoto AA® 20/197 (10,2) 41/212 (19,3) 2,53 (1,35-4,77) | 0,004
V | Heterocigoto AG” 98/197 (49,7) 108/212 (50,9) | 1,37 (0,89-2,10) | 0,156
Alelo CHRNAS5/A® 35 45,9 1,37 (0,94-2,01) | 0,106
Controles; n/N (%) | Casos; n/N (%) | OR (IC del 95 %) p°
CHRNA5
8 Homocigoto AA® 21/143 (14,7) 59/259 (22,8) 1,85 (0,98-3,48) | 0,058
S | Heterocigoto AG® 73/143 (51) 130/259 (50,2) | 1,21 (0,75-1,95) | 0,443
Alelo CHRNAS5/A® 40,2 47,9 1,20 (0,78-1,85) | 0,399
Controles; n/N (%) | Casos; n/N (%) | OR (IC del 95 %) p°
CHRNA5
b Homocigoto AA® 26/127 (20,5) 7/36 (19,4) 1,37 (0,43-4,38) | 0,595
A | Heterocigoto AG” 56/127 (44,1) 19/36 (52,8) 1,30 (0,52-3,27) | 0,575
Alelo CHRNAS5/A® 42,5 45,8 1,27 (0,54-2,99) | 0,588

a. Considerando la correccion de Bonferoni para comparaciones multiples, valores p < 0,025 se consideraron
estadisticamente significativas

b. Regresion logistica multivariante del genotipo ajustada por sexo (grupo de referencia homocigoto GG)

c. Regresion logistica multivariante del alelo A como variable continua (0 = homocigoto GG; 1 = Heterocigoto
AG y 2 = Homocigoto AA), ajustado por sexo

Tabla 20.- Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas estudiadas en fumadores
(casos) y no fumadores (controles) y analisis multivariante del riesgo de tabaquismo asociado
al alelo y a los genotipos para los tres grupos de edad.

En la tabla 21 se analizan los modelos de herencia para los tres grupos
de edad que hemos seleccionado. Para los individuos con edad < 40 afos se
aprecia que tanto en el modelo dominante como en el codominante los
individuos AA tienen un riesgo aumentado de ser fumadores: mas del doble en
el codominante, 1,56 veces mas en el dominante y 0,47 veces menos en el
recesivo y en los tres casos se alcanza la significacion estadistica, lo que
sugiere que el modelo aditivo de herencia es el adecuado.

Para los individuos con edades comprendidas entre los 41 y 60 afos,
tanto en el modelo dominante como en el codominante los individuos AA tienen
un riesgo aumentado de ser fumadores: 1,85 veces mas en el mas en el caso
del codominante, 1,35 veces mas en el dominante y 0,61 veces menos en el
recesivo, no alcanzandose significacién estadistica para ninguno de los tres
modelos (p>0,05).
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Para los individuos con edad igual a superior a los 61 afios tanto en el

modelo dominante como en el codominante los individuos AA tienen un riesgo
aumentado de ser fumadores: 1,37 veces mas en el mas en el caso del
codominante, 1,32 veces mas en el dominante y 0,86 veces menos en el
recesivo, no alcanzandose significacion estadistica para ninguno de los tres
modelos (p>0,05). Ademas, de los tres grupos de edad, son los que tienen los
riesgos mas bajos. En este grupo existe un menor nimero de fumadores, bien
porque muchos hayan conseguirlo dejar de serlo o porque se hayan producido
fallecimientos como consecuencia del tabaco.

Modelo Genotipo | Controles Casos OR IC del 95 P
N (%) N (%) %
®» Codominante GG 79 (55,6) 63 (44,4) 1
2 AG 98 (47,6) 108 (52,4) 1,37 0,89-2,10 0,156
g AA 20 (32,8) 41 (67,2) 2,53 1,35-4,77 0,004
v Dominante GG 79 (55,6) 63 (44,4) 1
AG-AA 118 (44,2) 149 (55,8) 1,56 1,04-2,36 0,033
Recesivo AA 20 (32,8) 41 (67,2) 1
GG-AG 177 (50,9) 172 (49,1) 0,47 0,27-,84 0,011
Modelo Genotipo | Controles Casos OR IC del 95 P
® N (%) N (%) %
2 Codominante GG 49 (41,2) 70 (58,8) 1
g AG 73 (36) 130 (64) 1,21 0,75-1,95 0,443
ﬁ AA 21 (26,3) 59 (73,8) 1,85 0,98-3,48 0,058
5 Dominante GG 49 (41,2) 70 (58,8) 1
o AG-AA 94 (33,2) 189 (66,8) 1,35 0,86-2,13 0,196
o Recesivo AA 21(26,3) | 59 (73,8) 1
GG-AG 122 (37,9) | 200 (62,1) 0,61 0,35-1,07 0,083
Modelo Genotipo | Controles Casos OR IC del 95 P
®» N (%) N (%) %
B Codominante GG 45 (81,8) 10 (18,2) 1
“_“ AG 56 (74,7) 19 (25,3) 1,30 0,52-3,27 0,575
‘: AA 26 (78,8) 7(21,2) 1,37 0,43-4,38 0,595
o Dominante GG 45 (81,8) 10 (18,2) 1
2 AG-AA 82 (75,9) 26 (24,1) 1,32 0,55-3,16 0,532
= Recesivo AA 26 (78,8) 7 (21,2) 1
GG-AG 101 (77,7) 29 (22,3) 0,86 0,31-2,35 0,764

Tabla 21.- Analisis del riesgo de polimorfismo CHRNAS en funcién del modelo de herencia
para los diferentes grupos de edad.
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4.- Analisis del Gen CHRNB4

4.1.- Estudio comparativo del gen CHRNB4 entre fumadores y no
fumadores

En la tabla 22 se muestran los resultados observados para el gen
CHRNB4 en controles y fumadores expresando la distribucion de las
frecuencias alélicas y genotipicas en forma numérica y como porcentajes.

Antes de realizar el analisis de asociacion y con el fin de observar si el
grupo de controles puede considerarse representativo de la poblacion general
no fumadora se ha comprobado que se cumple el principio de equilibrio de
Hardy-Weinberg en la muestra de controles (p=0,850). Una vez comprobada
esta representatividad se ha procedido al estudio comparativo de la distribucién
del gen CHRNB4 tanto en el grupo de controles como en el de fumadores, asi
como a estudiar la influencia de las variables genero y edad en dicha
distribucion.

CHRNB4 CONTROLES N (%) FUMADORES N (%) OR (IC al 95%) P
Alelo C 381 (40,8%) 468 (46,1%) 11101 1.2)
1
Alelo T 553 (59,2%) 546 (53,9%) 0,017
Homocigoto CC 77 (16,5%) 105 (20,7%)
Heterocigoto CT 227 (48,6%) 258 (50,9%)
Homocigoto TT 163 (34,9%) 144 (28,4%) 0,054

Tabla 22.- Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas estudiadas en fumadores
(casos) y no fumadores (controles).

Se ha podido observar la existencia de diferencias estadisticamente
significativas en la distribucién de los alelos entre el grupo control y el grupo de
fumadores, aunque no se han encontrado diferencias en la distribucién de los
genotipos.

El alelo C es significativamente mas frecuente en fumadores (46,1%
versus 40,8%) y el T lo es en controles (59,2% versus 53,9%). Ello significa que
ser portador del alelo C parece estar relacionado con la dependencia nicotinica.
El genotipo homocigoto CC es significativamente mas frecuente en fumadores
(20,7% versus 16,5%) y el TT lo es en el grupo de controles (34,9% versus
28,4%), lo que puede interpretarse también como que el hecho de ser portador
del genotipo homocigoto CC constituye un factor de riesgo para la dependencia
nicotinica, mientras que en sentido contrario el genotipo homocigoto TT puede
actuar con un factor protector frente al tabaquismo.
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4.2.- Estudio del gen CHRNB4 para las variables de género y edad

Por grupos de edad el porcentaje mayor de fumadores se encuentra en el
grupo de 40 a 60 anos, seguido por el grupo de edad < a 40 afnos, existiendo
un menor numero de fumadores en el grupo mayor de 60 afos, posiblemente
porque los efectos del tabaco sobre la salud son mas notorios en edades
avanzadas o por el hecho de que los fumadores hayan ido falleciendo como
consecuencia de las enfermedades producidas por el tabaco.

Antes de comparar ambos grupos se ha comprobado que se cumple el
principio de equilibrio de Hardy-Weinberg en la muestra de controles (como
representantes de la poblacién general) para cada uno de los grupos de edad
(p=0,336, p=0,861 y p=0,525) y también para el género (p=0,488 y p=0,736)
por lo que cualquiera de los grupos de controles en funcion de la edad o el
género pueden considerarse asi mismo representativos de la poblacion general
no fumadora.

En la tablas 23 y 24 se exponen las frecuencias alélicas y genotipicas en
funcién de las variables género y edad.

CHRNB4 CONTROLES % FUMADORES % OR (IC 95%) P
Alelo C 128 (40,8%) 259 (47,8%) 1,11 (1,00;1,23)
» Alelo T 186 (59,2%) 283 (52,2%) ! 0,047
é Homocigoto CC 24 (15,4%) 61 (22,5%)
g Heterocigoto CT 80 (50,9%) 137 (50,6%)
Homocigoto TT 53 (33,7%) 73 (26,9%) 0,123
Alelo C 253 (40,8%) 209 (44,3%) 1,08 (0,95;1,24)
« |AleloT 367 (59,2%) 263 (55,7%) ! 0,250
w
ﬁ Homocigoto CC 53 (17,1%) 44 (18,6%)
g Heterocigoto CT 147 (47,4%) 121 (51,3%)
Homocigoto TT 110 (35,5%) 71 (30,1%) 0,414

Tabla 23.- Frecuencias alélicas y genotipicas en funcién de la variable de género.

Como se observa en la tabla 23 el alelo C es significativamente mas
frecuente en varones fumadores que en varones no fumadores (p=0,047),
mientras que en mujeres esta asociacion no es estadisticamente significativa
(p=0,250). En el estudio de los genotipos, las diferencias entre los porcentajes
no son estadisticamente significativas (p>0.05) entre controles y fumadores en
el grupo de hombres (p=0,123) ni tampoco en el de las mujeres (p=0,414).
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El alelo C es significativamente mas frecuente en fumadores de los
grupos con edad < 40 afios y 41 a 60 anos, pero en ningun grupo alcanza
significacion estadistica (p=0,177, p=0.053 y p=0,751). Al igual que sucede con
los alelos, el andlisis de los genotipos en funcién de la edad, no muestra
tampoco diferencias estadisticamente significativas entre controles y fumadores
en ninguno de los tres grupos de edad (p=0,367, p=0,152, p=0,627) como se
aprecia en la tabla 24.

OR
CHRNB4 CONTROLES % FUMADORES % (IC del 95 %) P
Alelo C 149 (37,8%) 180 (42,4%) 1,10 (0,96;1,25)
" Alelo T 245 (62,2%) 244 (57,6%) ! 0,177
§ Homocigoto CC 25 (12,7%) 36 (17,0%)
v Heterocigoto CT 99 (50,2%) 108 (50,9%)
Homocigoto TT 73 (37,1%) 68 (32,1%) 0,367
Alelo C 121 (42,3%) 256 (49,4%) 1,11 (0,99;1,23)
@ Alelo T 165 (57,7%) 262 (50,6%) ! 0,053
g Homocigoto CC 26 (18,1%) 63 (24,3%)
;I Heterocigoto CT 69 (48,3%) 130 (50,2%)
Homocigoto TT 48 (33,6%) 66 (25,5%) 0,152
Alelo C 111 (43,7%) 180 (42,4%) 0,98 (0,87;1,10)
" Alelo T 143 (56,3%) 244 (57,6%) ! 0,751
:‘_g“ Homocigoto CC 26 (20,5%) 6 (16,7%)
R Heterocigoto CT 59 (46,4%) 20 (55,5%)
Homocigoto TT 42 (33,1%) 10 (27,8%) 0,627

Tabla 24.- Frecuencias alélicas y genotipicas en funcién de la variable edad.

Un aspecto importante es conocer los grupos de edad donde se observa
una mayor prevalencia del alelo C y genotipo homocigoto CC, como poblacion
presumiblemente mas susceptible al tabaquismo para poder actuar
preferentemente sobre ellos, impidiendo el inicio al tabaquismo o favoreciendo
su abandono una vez iniciado.
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a

Controles; n/N (%) | Casos; n/N (%) | OR(IC del 95 %) | p
CHRNB4
Homocigoto CC® | 77/467 (16,5) 105/507 (20,7) | 1,58 (1,08-2,31) | 0,019
Heterocigoto CT® | 227/467 (48,6) 258/507 (50,9) | 1,28 (0,95-1,71) | 0,104
Alelo CHRNB4/C® | 40,79 47,04 1,26 (1,04-1,52) | 0,016

a. Considerando la correccion de Bonferoni para comparaciones multiples, valores p < 0,025 se consideraron
estadisticamente significativas.

b. Regresién logistica multivariante del genotipo ajustada por edad y sexo (grupo de referencia homocigoto TT)

c. Regresion logistica multivariante del alelo A como variable continua (0 = homocigoto TT; 1 = Heterocigoto CT
y 2 = Homocigoto CC), ajustado por edad y sexo

Tabla 25.- Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas estudiadas en fumadores
(casos) y no fumadores (controles) y analisis multivariante del riesgo de tabaquismo asociado
al alelo y a los genotipos.

Al realizar un analisis de regresion logistica, para controlar por las
variables de edad y género, considerando al alelo mas frecuente -el alelo T-
como referencia, se observa que tanto el genotipo heterocigoto CT como el
genotipo homocigoto CC se relacionan con la condicion de fumador. La
presencia del genotipo heterocigoto CT multiplica por 1,28 las probabilidades
de ser fumador y la existencia del genotipo homocigoto CC las multiplica por
1,58. Unicamente se alcanza la significacién estadistica (p<0,05) con el
genotipo homocigoto CC (p=0.019). Ello refuerza los resultados ya sefialados
de que ser portador del alelo C se relaciona con el hecho de ser fumador ya
que como hemos sefalado anteriormente la presencia del alelo C multiplica por
1,26 la probabilidad de ser fumador y con resultados altamente significativos
(p=0,016), como se aprecia en la tabla 25.

En la tabla 26 se analiza el modelo de herencia, apreciandose que tanto
en el modelo dominante como en el codominante los individuos CC tienen un
riesgo aumentado de ser fumadores: 1,58 veces en el caso del codominante,
1,35 veces en el dominante y 0,74 veces menos en el recesivo y en los dos
primeros modelos de herencia se alcanza significacion estadistica (p=0,019 y
p=0,034).

Estos hallazgos nos permiten concluir que los portadores del alelo C y del
genotipo homocigoto CC tienen aumentado el riesgo de ser fumadores, y que
ello sucede independientemente de la edad y del género.

Modelo Genotipo | Controles Casos OR IC del 95 % P
N (%) N (%)

Codominante T 163 (53,1) 144 (46,9) 1
CT 227 (46,8) 258 (53,2) 1,28 0,95-1,71 0,104
CC 77 (42,3) 105 (57,7) 1,58 1,08-2,31 0,019

Dominante T 163 (53,1) 144 (46,9) 1
CT-CC 304 (45,6) 363 (54,4) 1,35 1,02-1,78 0,034

Recesivo CC 77 (42,3) 105 (57,7) 1
TT-CT 390 (49,2) 402 (50,8) 0,74 0,53-1,03 0,073

Tabla 26.- Andlisis del riesgo de polimorfismo CHRNB4 en funcién del modelo de herencia.
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4.3.- Anadlisis multivariante del riesgo de tabaquismo asociado al alelo y a
los genotipos para el sexo

Tanto para el grupo de los hombres como para el grupo de las mujeres,
solamente el genotipo homocigoto CC aparece relacionado con la condicion de
fumador o control, como se aprecia en las tablas 27 y 28. Al comparar la
presencia del genotipo homocigoto TT con el homocigoto CC se puede
comprobar cémo se multiplica por 1,83 en el grupo de los hombres y por 1,43
en el de las mujeres las probabilidades de ser fumador. Al comparar la
presencia del genotipo homocigoto TT con el heterocigoto CT se observa
también como las probabilidades de ser fumador se multiplican por 1,24 en el
grupo de los hombres y 1,28 en el grupo de las mujeres. A pesar de estos
resultados, unicamente en el caso del genotipo homocigoto CC se alcanza
significaciéon estadistica (p=0,045) en el grupo de hombres y no en el grupo de
mujeres (p=0,173). Ello refuerza los resultados anteriormente sefalados de que
ser portador del alelo C se relaciona con el hecho de ser fumador en hombres.

Controles; n/N (%) | Casos; n/N (%) | OR (IC del 95 %) | p°

CHRNB4
Homocigoto CC® | 24/157 (15,3) 61/271(22,5) | 1,83 (1,01-3,31) | 0,045
Heterocigoto CT° | 80/157 (50,9) 137/271 (50,5) | 1,24 (0,79-1,94) | 0,356
Alelo CHRNB4/C® | 40,76 47,78 1,33 (1,00-1,78) | 0,049

a. Considerando la correccion de Bonferoni para comparaciones multiples, valores p < 0,025 se consideraron
estadisticamente significativas

b. Regresion logistica multivariante del genotipo ajustada por edad (grupo de referencia homocigoto TT)

c. Regresion logistica multivariante del alelo A como variable continua (0 = homocigoto TT; 1 = Heterocigoto CT
y 2 = Homocigoto CC), ajustado por edad

Tabla 27.- Distribuciéon de las frecuencias alélicas y genotipicas estudiadas en fumadores
(casos) y no fumadores (controles) y analisis multivariante del riesgo de tabaquismo asociado
al alelo y a los genotipos para el grupo de los hombres.

Controles; n/N (%) | Casos; n/N (%) | OR (IC del 95 %) | p°

CHRNB4
Homocigoto CC® | 53/310 (17,1) 44/236 (18,6) | 1,43(0,86-2,38) | 0,173
Heterocigoto CT° | 147/310 (47,4) 121/236 (51,3) | 1,28 (0,86-1,88) | 0,221
Alelo CHRNB4/C® | 40,81 44,28 1,21 (0,94-1,55) | 0,139

a. Considerando la correccién de Bonferoni para comparaciones multiples, valores p < 0,025 se consideraron
estadisticamente significativas.

b. Regresion logistica multivariante del genotipo ajustada por edad (grupo de referencia homocigoto TT)

c. Regresion logistica multivariante del alelo A como variable continua (0 = homocigoto TT; 1 = Heterocigoto CT
y 2 = Homocigoto CC), ajustado por edad

Tabla 28.- Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas estudiadas en fumadores
(casos) y no fumadores (controles) y analisis multivariante del riesgo de tabaquismo asociado
al alelo y a los genotipos para el grupo de las mujeres.

El analisis de los alelos permite observar que la presencia del alelo C
multiplica por 1,33 en el caso de los hombres y en 1,21 en el caso de las
mujeres la probabilidad de ser fumador, mostrando estos resultados
significacién estadistica (p=0,049) para el grupo de los hombres y no para el
grupo de mujeres (p=0,139).
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En la tabla 29 se analizan los modelos de herencia por separado para el
grupo de los hombres y el de las mujeres. En el grupo de los hombres se
observa que tanto en el modelo dominante como en el codominante los
individuos CC tienen un riesgo aumentado de ser fumadores, un 1,83 veces
mas en el codominante, 1,37 veces mas en el dominante y 0,62 en el recesivo.
Unicamente se alcanza la significacion estadistica en el modelo codominante,
por lo que no podemos sugerir que el modelo aditivo de herencia sea el
adecuado.

Para el grupo de mujeres, tanto en el modelo dominante como en el
codominante los individuos CC tienen un riesgo aumentado de ser fumadores
que es de 1,43 veces mas en el mas en el caso del codominante, 1,31 veces
mas en el dominante y 0,81 veces menos en el recesivo, y en ninguno de los
modelos se alcanza significacion estadistica.

Modelo Genotipo | Controles Casos OR IC del 95 P
N (%) N (%) %
) Codominante 1T 53 (42,1) 73 (57,9) 1
l&J CT 80(36,9) | 137 (63,1) | 1,24 |0,79-1,94 | 0,356
"E’ CC 24 (28,2) 61 (71,8) 1,83 | 1,01-3,31 0,045
g Dominante 1T 53 (42,1) 73 (57,9) 1
CT-CC 104 (34,4) | 198 (65,6) | 1,37 | 0,89-2,10 0,146
Recesivo CC 24 (28,2) 61 (71,8) 1
TT-CT 133 (38,8) | 210(61,2) | 0,62 | 0,37-1,05 0,076
Modelo Genotipo | Controles Casos OR IC del 95 P
N (%) N (%) %
» Codominante 1T 110 (60,8) | 71(39,2) 1
g CT 147 (54,9) | 121 (45,1) | 1,28 | 0,86-1,88 0,221
w CC 53 (54,6) 44 (45,4) 1,43 | 0,86-2,38 0,173
o Dominante TT 110 (60,8) | 71 (39,2) 1
= CT-CC | 200 (54,8) | 165(45,2) | 1,31 | 0,91-1,90 0,148
Recesivo CcC 53 (54,6) 44 (45,4) 1
TT-CT 257 (57,2) | 192 (42,8) | 0,81 | 0,51-1,28 0,365

Tabla 29.- Analisis del riesgo de polimorfismo CHRNB4 en funcién del modelo de herencia
para el grupo de hombres y el de mujeres.

4.4.- Analisis multivariante del riesgo de tabaquismo asociado al alelo y a
los genotipos para la edad.

Al realizar un analisis de regresion logistica, considerando al alelo mas
frecuente -el alelo T- como referencia, solamente el genotipo homocigoto CC
aparece relacionado con la condicién de fumador o de control. Estos resultados
se recogen en la tabla 30.

La presencia del genotipo homocigoto CC y del heterocigoto CT
multiplican por 1,52 y 1,17 respectivamente las probabilidades de ser fumador
para los individuos de edad < 40 anos, por 1,68 y 1,35 entre los 41 afos y 60
afnos y por 0,99 y 1,15 en > 61 afos, no alcanzando significacion estadistica en
ninguno de los grupos de edad.
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El cuanto a la presencia del alelo C, éste multiplica por 1,22 en el caso de
los sujetos con edad < 40 afios y en 1,30 en el caso de los individuos con
edades comprendidas entre 41 y 60 afios, y 1,02 en > 61 afios la probabilidad
de ser fumador. Los resultados no muestran significacion estadistica en
ninguno de los grupos.

a

Controles; n/N (%) | Casos; n/N (%) | OR (IC del 95 %) p
CHRNB4
= Homocigoto CC” 25/197 (12,7) 36/212 (16,9) | 1,52 (0,83-2,78) | 0,178
V | Heterocigoto CT" 99/197 (50,2) 108/212 (50,9) | 1,17 (0,76-1,80) | 0,475
Alelo CHRNB4/C*® 37,81 42,45 1,22 (0,91-1,63) | 0,182
Controles; n/N (%) | Casos; n/N (%) | OR (IC del 95 %) p°
CHRNB4
8 Homocigoto CC" 26/143 (18,2) 63/259 (24,3) 1,68 (0,91-3,08) | 0,094
S | Heterocigoto CT 69/143 (48,2) 130/259 (50,1) | 1,35(0,89-2,21) | 0,221
Alelo CHRNB4/C® 423 49,42 1,30 (0,96-1,76) | 0,086
Controles; n/N (%) | Casos; n/N (%) | OR (IC del 95 %) p°
CHRNB4
« | Homocigoto ccP 26/127 (20,5) 6/36 (16,7) 0,99 (0,30-3,32) | 0,996
© | Heterocigoto CT" 59/127 (46,4) 20/36 (55,5) 1,15 (0,46-2,89) | 0,766
Alelo CHRNB4/C® 43,7 42,4 1,02 (0,57-1,82) | 0,955

a. Considerando la correccion de Bonferoni para comparaciones multiples, valores p < 0,025 se consideraron
estadisticamente significativas

b. Regresion logistica multivariante del genotipo ajustada por sexo (grupo de referencia homocigoto TT)

c. Regresion logistica multivariante del alelo A como variable continua (0 = homocigoto TT; 1 = Heterocigoto CT
y 2 = Homocigoto CC), ajustado por sexo

Tabla 30.- Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas estudiadas en fumadores
(casos) y no fumadores (controles) y analisis multivariante del riesgo de tabaquismo asociado
al alelo y a los genotipos para los tres grupos de edad.

En la tabla 31 se analizan los modelos de herencia para los tres grupos
de edad que hemos seleccionado. Para los individuos con edad < 40 afos se
aprecia que tanto en el modelo dominante como en el codominante los
individuos CC tienen un riesgo aumentado de ser fumadores: 1, 52 veces mas
en el codominante, 1,24 veces mas en el dominante y 0,72 veces menos en el
recesivo, pero en ninguno de los tres casos se alcanza la significacion
estadistica, no pudiendo afirmar que el modelo aditivo de herencia sea el
adecuado.

Para los individuos con edades comprendidas entre los 41 y 60 afos,
tanto en el modelo dominante como en el codominante los individuos CC tienen
un riesgo aumentado de ser fumadores: 1,68 veces mas en el mas en el caso
del codominante, 1,44 veces mas en el dominante y 0,72 veces menos en el
recesivo, no alcanzandose significacion estadistica para ninguno de los tres
modelos (p>0,05) no pudiendo afirmar que el modelo aditivo de herencia sea el
adecuado.

Para los individuos con edad superior a los 60 anos tan solo para el
modelo dominante los individuos CC tiene un riesgo aumentado se ser
fumadores, 1,10 veces mas, no alcanzandose significacion estadistica para
dicho modelo (p=0.819).
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Modelo Genotipo | Controles Casos OR IC del 95 P
N (%) N (%) %
® Codominante 1T 73 (51,8) 68 (48,2) 1
2 CT 99 (47,8) 108 (52,2) 1,17 0,76-1,80 0,475
g CcC 25 (41) 36 (59) 1,52 0,83-2,78 0,178
v Dominante TT 73 (51,8) 68 (48,2) 1
CT-CC 124 (46,3) 144 (53,7) 1,24 0,82-1,87 0,302
Recesivo CC 25 (41) 36 (59) 1
TT-CT 172 (49,4) 176 (50,6) 0,72 0,41-1,26 0,249
Modelo Genotipo | Controles Casos OR IC del 95 P
m N (%) N (%) %
2 Codominante T 48 (42,1) 66 (57,9) 1
g CT 69 (34,7) 130 (65,3) 1,35 0,89-2,21 0,221
z CcC 26 (29,2) 63 (70,8) 1,68 0,91-3,08 0,094
oy Dominante T 48 (42,1) 66 (57,9) 1
8 CT-CC 95 (33) 193 (67) 1,44 0,91-2,29 0,117
Recesivo CcC 26 (29,2) 63 (70,8) 1
TT-CT 117 (37,4) 196 (62,6) 0,72 0,43-1,22 0,223
Modelo Genotipo | Controles Casos OR IC del 95 P
» N (%) N (%) %
8= Codominante T 42 (80,8) 10 (19,2) 1
:_“ CT 59 (74,7) 20 (25,3) 1,15 0,46-2,89 0,766
g CcC 45 (81,8) 6 (18,8) 0,99 0,30-3,32 0,996
o Dominante T 42 (80,8) 10 (19,2) 1
8 CT-CC 85 (76,6) 26 (23,4) 1,11 0,46-2,67 0,819
= Recesivo CC 26 (81,3) 6 (18,8) 1
TT-CT 101 (77,1) 30 (22,9) 1,10 0,38-3,13 0,863

Tabla 31.- Analisis del riesgo de polimorfismo CHRNB4 en funciéon del modelo de herencia
para los diferentes grupos de edad.
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1.- Generalidades

El tabaco es conocido por la civilizacion occidental desde finales del siglo
XV, en el que se observd su uso por los aborigenes del Caribe durante el
descubrimiento de Ameérica®®. El incremento del consumo de tabaco esta
relacionado con la industrializacion y manufacturacion del mismo, la
accesibilidad del producto y la publicidad. A partir de 1950 se publican los
primeros estudios acerca de los efectos perjudiciales para la salud producidos
por su consumo>®. Las enfermedades relacionadas con el tabaco son una
importante causa de muerte, tanto en los paises desarrollados como en vias de
desarrollo. La Organizacion Mundial de la Salud estima que si contindan las
tendencias actuales el numero anual de muertes por enfermedades
relacionadas con el tabaco se duplicara, pasando de cinco millones en el afio
2000 a diez millones en el 2020°%.

Los cigarrillos son la forma predominante de consumo de tabaco utilizada
en todo el mundo, y durante los ultimos afios se han sefalado a factores
genéticos como determinantes de la dependencia a la nicotina, con
estimaciones de la heredabilidad que oscilan segun los diversos autores desde
el 44 hasta el 60%'®. Los esfuerzos para identificar locus de susceptibilidad
que influyen en el comportamiento del consumo de cigarrillos a través de
estudios de asociacion se han llevado a cabo con genes candidatos en casos y
controles, y también mediante estudios familiares.

Desde hace afios se investiga la contribucién de diversos genes a la
dependencia nicotinica y su influencia en las diferentes actitudes ante el tabaco
que se observan en distintos fumadores. Existe un interés creciente en el
estudio de las implicaciones genéticas de la dependencia nicotinica, en parte
como solucién a un problema personal de cada fumador y también como un
problema de salud publica que produce importantes costes sanitarios y
sociales.

La posibilidad de llegar a ser fumador, entendida como susceptibilidad al
tabaco, se debe a la union de factores ambientales y genéticos. Los primeros
son ampliamente conocidos y los segundos son objeto de investigacion. Estos
ultimos pueden ser debidos a multiples genes, que son conocidos como genes
de susceptibilidad, y que aportan al individuo que los posee un riesgo anadido
para llegar a realizar una conducta, pero que por si solos son insuficientes para
producirla.

La combinacion de factores genéticos, neurobiolégicos y del
comportamiento dan como resultado la adopcion de la conducta fumadora. El
papel de los genes en dicha combinacion no es aun suficientemente conocido,
aunque las investigaciones recientes sugieren que esta susceptibilidad
genética no estan vinculada a uno o dos genes, sino que posiblemente es el
resultado de la implicacion de distintos genes, que segun algunos autores
estarian implicados en la dependencia a diversas sustancias y segun otros
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podrian existir genes especificos de algunas de estas dependencias, siendo el
caso de la dependencia nicotinica.

Los criterios para la seleccion de los genes candidatos se basa en los
conocimientos actuales de neurobiologia, y tienen en cuenta los conocimientos
ya aceptados sobre la genética de la dependencia a la nicotina y también otras
caracteristicas asociadas que podrian definirse como los fenotipos observados
en fumadores. La caracterizacion de nuevos polimorfismos del genoma esta
permitiendo asociar regiones cromosomicas con caracteres fenotipicos propios
de fumadores. Diversos estudios han permitido localizar varias regiones del
genoma, en los cromosomas 2, 5, 9, 11, 17, 19, 22 y X, que pueden estar
implicadas en el metabolismo de la nicotina y la adiccion al tabaco.

Se piensa que las variaciones genéticas son determinantes en la
conducta del fumador, en su dependencia, en la mayor o menor severidad de
su adiccion a la nicotina, y por tanto, en su mayor o menor dificultad para
abandonar el consumo de tabaco una vez iniciado este y establecida su
dependencia nicotinica. Dado que estas variantes podrian también determinar
la respuesta a los tratamientos farmacolégicos para dejar de fumar, es probable
que el estudio de dichas variaciones pueda llegar a ser una herramienta
prometedora para el disefio de nuevos farmacos e incluso para poder llegar a
individualizar el tratamiento farmacoldgico para cada tipo de fumador.

Con este objetivo se han estudiado numerosos genes, principalmente
relacionados con el metabolismo de la nicotina y con diversos mediadores
neuroldgicos, especialmente la dopamina. En los ultimos afos diversos
estudios sefalan que en el cromosoma 15925.1 existe un grupo de genes
colinérgicos CHRNA3A5B4 fuertemente asociados con la dependencia
nicotinica®?2223229.251.252 por gllo nuestro estudio se ha centrado en el analisis
de variaciones alélicas y genotipicas de los genes colinérgicos CHRNA3A5B4
que, como han sehalado diversos autores, parecen estar implicados en el
proceso de adiccion a la nicotina.

2.- Analisis de las caracteristicas de los sujetos incluidos en el
estudio

En nuestro estudio se han incluido 507 fumadores procedentes de la
Unidad Funcional de Tabaquismo del Hospital Universitario de Salamanca, a
los cuales tras la realizacion del diagnéstico del tabaquismo se les propuso un
tratamiento multicomponente. Del total de los fumadores, 271 (53,5%) eran
varones y 236 (46,5%) mujeres, como se puede apreciar en la tabla 1.

Se reclutaron 467 controles, 157 (33,6%) varones y 310 (66,4%) mujeres,
en distintas consultas especializadas del Hospital Universitario de Salamanca y
en centros de Atencién Primaria del Area de Salud de Salamanca (tabla 1)
siendo necesario senalar que el criterio de “nunca fumadores” dificultd
considerablemente la seleccion de los controles y, posiblemente, influyd
también en el sesgo de género observado dentro de este grupo.
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Al estudiar la poblacion objeto de estudio se puede observar que la
distribucion de los sujetos en funcion de la variable género presenta algunas
diferencias entre controles y fumadores (predominio de varones entre los
fumadores: 53,5% frente a 46,5%, y de mujeres entre los controles: 66,4%
frente a 33,6%), siendo estas diferencias estadisticamente significativas (tabla
1). El predominio de varones se puede explicar por el hecho de la mayor
prevalencia del tabaquismo entre los varones (34% frente al 24%) segun la
ultima Encuesta Nacional de Salud del 2009, y también por el hecho aun no
contrastado suficientemente, de que entre la poblacion fumadora son
porcentualmente mas el numero de varones que se plantea deja de fumar.

A lo largo del tiempo, la epidemia de tabaquismo ha sido diferente en
hombres y mujeres, pese a que la nicotina, sustancia responsable de mantener
la adiccidon al tabaco, sea igual para ambos. Sin embargo, existen diversos
factores, aparte de las caracteristicas propias de la nicotina, que influyen de
modo diferente en ambos sexos y que favorecen el desarrollo y mantenimiento
de la adiccién, como por ejemplo, los factores genéticos estudiados en este
trabajo. En nuestro pais actualmente existe un elevado porcentaje de mujeres
que fuman. La incorporacion de la mujer al consumo de tabaco tiene
consecuencias no soélo sobre su salud, sino también sobre la salud del feto y
del recién nacido en caso de mujeres embarazadas. Por tanto es muy
importante conocer los factores que diferencian el consumo de tabaco en las
mujeres para su prevencion.

En Espafa nos encontramos en la fase Ill de la epidemia tabaquica segun
el modelo de Lépez y cols.*®' donde se observa un descenso del consumo
entre los varones y un incremento entre las mujeres (que no alcanzan los
niveles maximos de consumo observados en el pasado entre los varones),
como se aprecia en la figura 9. Probablemente el consumo de tabaco entre las
mujeres nunca llegue a ser tan elevado como lo fue en los hombres, debido a
que el mejor conocimiento de las consecuencias del consumo de cigarrillos
sobre la salud ha puesto en marcha fuertes politicas de prevencion y control del
tabaquismo, incluso con un disefo especifico hacia las mujeres, que estan
limitando la prevalencia del consumo en la poblacién adulta, tanto entre los
hombres como entre las mujeres.

Esta misma circunstancia se puede observar cuando se analiza la
poblacién por grupos de edad: en el grupo de no fumadores la proporcion de
mayores de 61 afios es superior (casi 4 veces mas) que en el grupo de
fumadores. Sin embargo, el grupo de edad entre 41- 60 afos incluye mas de la
mitad de todos los individuos fumadores estudiados (51,1%), mientras que en
este intervalo de edad los no fumadores suponen el 30,6% del total del grupo
control.
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Figura 9.- Modelos de la epidemia tabaquica segin Lopez et al.*”
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disponible en

En relacion con la poblacién mayor de 61 afos, el predominio de los no
fumadores posiblemente se explica por factores como la mayor mortalidad de
los fumadores frente a la mayor supervivencia de los no fumadores. En el caso
del predominio de fumadores en el segmento de edad comprendido entre 41 y
60 afnos posiblemente se explica porque este es precisamente el segmento de
edad en el que mas fumadores se plantean dejar de fumar y por ello, son
también el grupo que habitualmente solicita mas apoyo para dejar de fumar, lo
que justifica el sesgo existente entre fumadores y controles y el agrupamiento
de los fumadores dentro de este segmento de edad, dado que la seleccién del
grupo de fumadores se realizé en una UET.

Para poder conocer si la poblacion fumadora y el grupo control eran
representativos de la distribucion de fumadores y no fumadores dentro de la
poblacion general, se realizé el estudio estadistico de ambas poblaciones
mediante el estudio de equilibrio de poblaciones de Hardy-Weinberg que nos
permiti® comprobar la representatividad de ambos grupos respecto de la
poblacién general no fumadora y fumadora y que por tanto da validez a los
resultados obtenidos.
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3.- Caracteristicas de los genes colinérgicos a estudio

Nuestro estudio se basa en el analisis de polimorfismos genéticos que
como se sabe, son la base de la evolucion y los que se consolidan, bien
pueden ser silentes o proporcionar ventajas a los individuos, aunque también
pueden contribuir a causar enfermedades®®. Se conocen muchas
enfermedades determinadas genéticamente por mutaciones o variantes
denominadas de “alta penetrancia”, ya que los portadores de la variante suelen
manifestar la enfermedad con una alta probabilidad. En la actualidad muchos
investigadores centran sus trabajos en identificar genes con polimorfismos que
se dan en la poblacién con mayor frecuencia y que influyen en el riesgo de
padecer una enfermedad. También se les denomina variantes que confieren
susceptibilidad genética a la enfermedad, y para que dicha variante genética se
exprese, a menudo es necesaria la participacion de una exposicién. Los
polimorfismos mas frecuentes son los que estudiamos en este trabajo, que se
producen por el cambio de una unica base. A éstos se les llama polimorfismos
de un unico nucledtido (single nucleotide polymorphism (SNP)).

Como ya se ha sefalado con anterioridad, el principal objetivo de este
trabajo ha sido analizar la relacion entre las variaciones genéticas los genes
CHRNAS3, CHRNAS5 y CHRNB4 y el inicio al consumo de tabaco, mediante un
estudio de dichos polimorfismos entre sujetos que nunca habian fumado (grupo
control) y sujetos fumadores. Se realizé el estudio descriptivo del polimorfismo
rs12914385 (test C__ 12106059 __10) del gen CHRNA3, del polimorfismo
rs16969968 (test C_ 26000428 20) del gen CHRNAS5, y del polimorfismo
rs17487223 (test C__32510316__10) del gen CHRNB4, calculando las
frecuencias alélicas y genotipicas.

Un objetivo secundario ha sido estudiar la posible influencia de factores
como el género y la edad entre la poblacion fumadora que acude a una
consulta especializada de tabaquismo, y su relacidn con las variaciones
genéticas estudiadas. Los analisis se llevaron a cabo para investigar si varios
locus genéticos estadisticamente diferentes en esta region (15925.1) ejercen
efectos independientes sobre el tabaquismo, y si existen patrones similares de
riesgo genético para la dependencia nicotinica.

La estructura genémica de cada gen estudiado queda reflejada en las
figuras 10 a 12.
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Figura 10.- Representacion esquematica de la estructura gendmica de la subunidad a3 del
receptor nicotinico de acetilcolina (CHRNAS3). Las cajas indican los exones; las lineas
horizontales representan los intrones. Se muestran aqui los nuevos intrones identificados
recientemente en cajas rayadas236. Las cajas en gris indican parte de la subunidad que
previamente se habia estudiado®®.
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Figura 11.- Representacion esquematica de la estructura genémica de la subunidad a5 del
receptor nicotinico de acetilcolina (CHRNAS). El tamafio es de 25 Kb. Las cajas indican los
exones; las lineas horizontales representan los intrones. Las cajas rayadas indican las regiones
no traducidas 3’y 52%
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Figura 12.- Representacion esquematica de la estructura gendmica de la subunidad (4del
receptor nicotinico de acetilcolina (CHRNB4). El tamafio es de 17 Kb. Las cajas indican los
exones; las lineas horizontales representan los intrones. Las cajas rayadas indican las regiones
no traducidas 3y 5. Se representa el nuevo tretranucleétido en el intron 2 descubierto

recientemente®®.
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La eleccion de estos tres genes localizados en el cromosoma 15g25.1, se
ha basado en la existencia en la bibliografia de evidencias cientificas
suficientes de su implicacidn en la dependencia nicotinica?®%?%, aunque cabe
sefalar que los resultados publicados son diversos y, en algunos casos,
contradictorios. El tabaquismo se ha relacionado con el SNP del gen CHRNAS,
rs 16969968, en multiples aspectos y en multiples estudios, y ha sido
considerada como la asociacidon mas importante del genoma para la adiccion al
tabaco en varios meta-analisis recientemente publicados??>22°:3%7

En nuestro estudio hemos podido observar la existencia de diferencias
estadisticamente significativas en la distribucién de las frecuencia alélicas y
genotipicas entre el grupo de control y el grupo de fumadores en los genes
CHRNA3 y CHRNAS, mientras que para el gen CHRNB4 las diferencias
observadas no alcanzan significacion estadistica.

En el caso del gen CHRNAGS, tal y como se refleja en la tabla 2 del
apartado de resultados y de forma grafica en la figura 13, el alelo A es
significativamente mas frecuente en fumadores y el G lo es en controles
(p=0,000). Ello significa que ser portador del alelo A parece estar relacionado
con la dependencia nicotinica.
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Figura 13.- Porcentajes de frecuencias alélicas del gen CHRNAS3
en controles y fumadores.

El genotipo homocigoto AA es significativamente mas frecuente en
fumadores y el GG lo es en el grupo de controles (p=0,001) como se refleja en
la figura 14, lo que puede interpretarse también como que el hecho de ser
portador del genotipo homocigoto AA constituye un factor de riesgo para la
dependencia nicotinica, mientras que en sentido contrario, el genotipo
homocigoto GG puede actuar con un factor protector frente al tabaquismo,
impidiendo o limitando su consumo.
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Figura 14.- Porcentajes de frecuencias genotipicas del gen
CHRNAS en controles y fumadores.

Como ya hemos sefialado en el apartado de resultados, considerando
solamente al grupo de los fumadores se observan diferencias altamente
significativas (p=0,000) en las frecuencias alélicas y genotipicas, que se
pueden apreciar cuando se comparan con el grupo control (figura 15).

100
80

60

40 -
. ' '

AleloA AleloG Homocigoto AA  HeterocigotoAG  Homocigoto GG

Figura 15.- Porcentajes de las frecuencias alélicas y genotipicas del
gen CHRNAS3 en el grupo de fumadores.

El gen del receptor CHRNA3, no ha sido estudiado individualmente, sino
que se ha estudiado en asociacién a otros genes, como el bucle formado junto
a CHRNAG y a CHRNA5-CHRNB4. Se han estudiado variaciones genéticas de
CHRNAS3, como la rs 1051730, dentro de la agrupacién del cluster
CHRNAS3A5B4 asociandola con fumadores importantes, con alto grado de
tabaquismo, y con mayores probabilidades para dejar de fumar a corto
tiempo>®, lo que apoya los resultados de nuestro estudio al relacionar el gen
CHRNABZ con la dependencia nicotinica. Esta misma variante se asocio con la
dependencia nicotinica en un pequefio estudio de mujeres israelies de
Greenbaum y colaboradores®®*.
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Los resultados observados en nuestro estudio con el gen CHRNAS en la
distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas, se reflejan en la tabla 12
del apartado de resultados y de forma grafica en las figuras 16 a 18.

100 1 Alelo A

Alelo B
80

40 1

20 1

Control Fumador

Figura 16.- Porcentajes de las frecuencias alélicas del
gen CHRNADS en controles y fumadores.

Estos resultados muestran que, al igual que sucedia en el caso del gen
CHRNAZS, el alelo A del gen CHRNADS es significativamente mas frecuente en el
grupo de fumadores y el G lo es en el de controles (p=0,001).
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Figura 17.- Porcentajes de las frecuencias genotipicas del
gen CHRNADS en controles y fumadores.

Ello significa que ser portador del alelo A parece estar relacionado con la
dependencia nicotinica, lo que puede interpretarse también como que el hecho
de ser portador del genotipo homocigoto AA constituye un factor de riesgo para
la dependencia nicotinica, mientras que en sentido contrario el genotipo
homocigoto GG puede actuar con un factor protector frente al tabaquismo,
limitando o impidiendo su consumo.

Tal y como se ha senalado en el apartado de resultados y considerando
solamente al grupo de los fumadores, se observan diferencias altamente
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significativas (p=0,000) en las frecuencias alélicas y genotipicas, que se
pueden apreciar cuando se comparan con el grupo control (Figura 18).
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Figura 18.- Porcentajes de las frecuencias alélicas y genotipicas del
gen CHRNADS5 en el grupo de fumadores.

Se ha senalado por distintos autores que los individuos con variaciones
especificas en el gen del CHRNAS5, que participa en la composicion de
numerosos receptores nicotinicos, parecen tener el doble de posibilidades de
ser dependientes de la nicotina®®, resultados que coinciden también con los
observados en nuestro estudio y con los reportados por otros autores en varios
conjuntos de datos independientes®???%*??° sefialando también la relacion no
s6lo con el hecho de ser fumador, sino también con determinados rasgos
propios de los fumadores como la cantidad de cigarrillos fumados y la
intensidad del consumo de cigarrillos (grado grave >20cig/dia frente a grado
leve <10cig/dia)®”’. La asociacién entre el gen CHRNAS5, rs16969968 (test
C_ 26000428 20), y el consumo de tabaco se ha descrito como la asociacion
mas significativa de todo el genoma en varios meta-analisis actuales??*?%,

Los estudios mas recientemente publicados y en especial, el metaanalisis
de Saccone y cols.?*°, vuelven a demonstrar que la asociacién entre la region
rs16969968 y la conducta de fumar es consistente. Encuentran una asociacion
fuertemente significativa del gen CHRNAS no sélo con la regién rs16969968,
que es la analizada en nuestro estudio, sino también con la region rs1051730 y
la rs55853698, asociacion que es mas intensa en fumadores con un alto grado
de tabaquismo.

Los resultados obtenidos con el gen CHRNB4 son mas dificiles de
analizar y por ello de discutir. En nuestro estudio las diferencias estadisticas
observadas no tienen el mismo grado de significacion que las encontradas con
los genes CHRNA3 y CHRNAS. En esta caso el alelo C es significativamente
mas frecuente (p=0,017) en fumadores y el T lo es en controles, por lo que
podria significar que el hecho de ser portador del alelo C pueda favorecer la
dependencia nicotinica.
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Figura 19.- Porcentajes de las frecuencias alélicas del gen
CHRNBA4 en controles y fumadores.

El genotipo homocigoto CC es mas frecuente en el grupo fumadores y el
TT lo es en el de controles, aunque esta diferencia no llega a alcanzar
significaciéon estadistica (p=0,054). No obstante, la tendencia observada indica
que el hecho de ser portador del genotipo homocigoto CC puede reflejar un
factor de riesgo para la dependencia nicotinica, mientras que el genotipo
homocigoto TT puede actuar como un factor protector frente al tabaquismo, tal
y como se refleja en la tabla 22 del apartado de resultados y de forma gréfica
en las figuras 19 a 21.
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Figura 20.- Porcentajes de las frecuencias genotipicas del
gen CHRNB4 en controles y fumadores.

Sin embargo, considerando solamente al grupo de los fumadores si se
observan diferencias altamente significativas (p=0,000) en las frecuencias
alélicas y genotipicas, que se pueden apreciar cuando se comparan con el
grupo control (Figura 21).
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Figura 21.- Porcentajes de las frecuencias alélicas y genotipicas del gen
CHRNB4 en fumadores.

Al igual que sucede con la subunidad a3, no existen estudios que traten al
gen CHRNB4 de forma individual, sino que se refieren a dicho gen en relacion
al bucle formado con los genes CHRNA3 y CHRNA5 (CHRNA3A5B4). Por
ejemplo, la variante rs 1948 del gen CHRNB4 se encuentra en desequilibrio de
ligamento con la region intergénica rs 8023462, y con rs 514743 del gen
CHRNAS, y ambas variaciones (el genotipo TT de rs 8023462 y el genotipo CC
de rs 1948) se asocian con la edad temprana al consumo de tabaco y de
alcohol, y con varios fenotipos de fumadores®', confirmando nuestros
hallazgos donde se aprecia que el genotipo homocigoto CC del gen CHRNB4
puede actuar como factor de riesgo para la dependencia nicotinica siendo mas
frecuente en el grupo de fumadores, y por tanto, favoreciendo el inicio y
mantenimiento del tabaquismo.

4.- Estudio de los genes para las variables de género y edad

4.1.- Género

Como se observa en las tablas 3 y 13 de resultados para los genes
CHRNAS3 y CHRNADS, y en las figuras 22 y 23 (graficos A-B y C-D), el alelo A es
significativamente mas frecuente en varones fumadores que en varones no
fumadores, siendo esta asociacion en mujeres mas débil. En el estudio de los
genotipos se observan también diferencias estadisticamente significativas entre
controles y fumadores en el grupo de hombres pero no en el de mujeres.
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Figura 22 .- Porcentajes de alelos y genotipos del gen CHRNAS3 para el grupo control y
fumadores para la variable sexo (A, B).
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Figura 23.- Porcentajes de alelos y genotipos del gen CHRNAS para el grupo control y
fumadores para la variable sexo (C, D).

Para el gen CHRNB4 el alelo C es significativamente mas frecuente en
varones fumadores que en varones no fumadores, mientras que en mujeres
esta asociacién no es estadisticamente significativa. En el estudio de los
genotipos, las diferencias entre los porcentajes no son estadisticamente
significativas entre controles y fumadores en el grupo de hombres ni en el de
las mujeres (tabla 23 de resultados y figura 24).
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Figura 24.- Porcentajes de alelos y genotipos del gen CHRNB4 para el grupo control y
fumadores para la variable sexo (E,F).

Por lo tanto se deduce que el alelo A y el genotipo homocigoto AA pueden
favorecer la dependencia nicotinica mas facilmente en hombres que en
mujeres en los genes CHRNASADS. El alelo C del gen CHRNB4 también puede
aumentar la probabilidad de ser fumador en los varones, mientras que el
genotipo homocigoto CC parece actuar independientemente del género. Estos
hallazgos confirman lo anteriormente publicado sobre la influencia de estos
genes y la adiccion a la nicoting?°6:207:239.240.241

Existen pocos estudios que profundicen sobre las diferencias en los
comportamientos y pautas de consumo de tabaco entre mujeres y hombres, y
de forma especifica, en lo que se refiere a la experimentaciéon e inicio, en su
mantenimiento y en su abandono, siendo en algunos casos los resultados
contradictorios. La mayoria de estudios se centran en poblacion fumadora
masculina, ya que es el porcentaje mayor de fumadores.

Se ha sugerido que las mujeres jévenes que fuman con regularidad o que
lo hicieron en el pasado, presentan un perfil neurocognitivo caracterizado por
alteraciones, pequefas pero significativas, de atencién sostenida. Sin embargo,
Yakir et al. sugieren que la mejora de la funcién cognitiva proporcionada por la
nicotina en el area de la atencién y de la impulsividad, podria predisponer a las
mujeres jovenes con déficits de atencidn que inician el consumo, a mantener la
dependencia nicotinica®®. Por otro lado, en un estudio de Rigbi y cols.*™® se
demostré que existia una asociacion entre el bajo rendimiento intelectual en la
atencion selectiva en mujeres fumadoras y varios SNPs de receptores
nicotinicos entre los que se encontraba uno de nuestros genes a estudio
(CHRNA5) y que estas diferencias en la funcibn neurocognitiva entre
fumadoras y no fumadoras podria ser modulada por las variantes de los genes
de los nAChRs, con posibles consecuencias para la prevencioén y el tratamiento
del tabaquismo.
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Por otra parte, aunque estudios previos han senalado la importancia de

los antecedentes, de la experiencia de la vida, y de los factores psicolégicos en
el inicio y mantenimiento de la dependencia nicotinica en mujeres'>"">"2 poco
se sabe sobre la relacibn de estos factores y los genes que confieren
susceptibilidad a estos fenotipos de fumadoras. La mayoria de estudios sobre
el potencial papel de los polimorfismos genéticos se han centrado en los
efectos directos de genes candidatos o genes de susceptibilidad para la
dependencia nicotinica.
El estudio de Greenbaum y cols.®'® realiza un enfoque integrado teniendo
en cuenta la contribucién independiente de los antecedentes familiares y las
caracteristicas psicologicas y de su interaccion con los polimorfismos en una
serie de receptores colinérgicos nicotinicos, observando una muy fuerte
contribucion al inicio del consumo de los factores psicologicos, de la
experiencia de la vida, y de la interaccién entre la enzima COMT vy variaciones
de los genes colinérgicos CHRNAS3AS.

En un trabajo de Janes y colaboradores®', se ha visto que las mujeres
dependientes de la nicotina que carecen del alelo de riesgo A de la variante rs
16969968 del gen CHRNAS y poseen el genotipo homocigoto GG, muestran
una mayor reactividad cerebral a imagenes relacionadas con el tabaco,
evaluadas por resonancia magnética cerebral funcional (fMRI) en areas del
cerebro relacionadas habitualmente con la memoria y el comportamiento, como
el hipocampo y el nucleo estriado dorsal, resultado contradictorio hasta el
momento, ya que se esperaria que las fumadoras con expresion del alelo A de
la rs 16969968 del gen CHRNAS tuvieran una mayor reactividad. Esto marca
una disociacién entre las fumadoras con el alelo de riesgo A para la
dependencia nicotinica y la reactividad cerebral a sefales relacionadas con el
tabaquismo que aparece en fumadores con el alelo G. En parte puede ser
debido a que las fumadoras con el alelo A pueden tener afectada la memoria,
lo que sugiere que las fumadoras con dicho alelo expresen una sefial menor en
la resonancia cerebral que las fumadoras con el alelo G. Se ha sugerido que la
expresion del alelo de riesgo A reduce la funcion de los receptores nicotinicos,
lo que podria aumentar la susceptibilidad a ser dependientes de la nicotina®?®.

Sin embargo, otros autores han sugerido que las fumadoras que expresan
el alelo A pueden fumar para mejorar deficiencias cognitivas®'®. Es posible que
las diferencias genotipicas, que tienen un impacto en la dependencia nicotinica,
en la recompensa, y en la cognicion, también pueden influir en otros aspectos
relacionados con fenotipos del tabaco tales como la reactividad a las imagenes
o sefales relacionadas con el tabaquismo (cigarrillos, personas fumando, humo
de tabaco, etc.).

Los estudios clinicos y preclinicos indican que la sefial de reactividad a
imagenes desempeia un papel en la conducta de fumar y en la busqueda de
nicotina®'®3"". La sefial de reactividad ante imagenes, medida por resonancia
magnética funcional cerebral, pueden conferir una vulnerabilidad para la
recaida en fumadores®'® y en otras poblaciones dependientes de otros tipos de
droga319 relacionadas con el tabaquismo, lo cual puede influir también en el
riesgo de recaidas en los fumadores que intentan dejar de fumar.
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Aunque el alelo G no es un factor de riesgo equivalente para el desarrollo
de dependencia a la nicotina, las fumadoras con el genotipo homocigoto GG
que desarrollan dependencia, pueden tener una mayor sefal de reactividad
cerebral, posiblemente en las regiones cerebrales involucradas en el
mantenimiento de las asociaciones con sefiales o imagenes, incluyendo el
nucleo estriado dorsal*®, lo que podria explicar la continuidad de su habito
tabaquico.

El trabajo de Janes y colaboradores®™ tiene algunas limitaciones: se
incluyé una muestra relativamente pequefa, y se limita a las mujeres, por lo
que aun se desconoce si el efecto del genotipo observado ocurre también en la
poblacion fumadora masculina. Ademas, no se tiene en cuenta el estado
hormonal de la mujer y no se ha demostrado si la fase del ciclo menstrual
puede invalidar los resultados, ya que seria importante ver como los cambios
en Ia§21hormonas sexuales esteroideas podrian influenciar la conducta de
fumar®'.

Figura 25.- Analisis de los efectos aleatorios en fumadoras por resonancia magnética cerebral
funcional (fMRI). El analisis de todo el cerebro de efectos aleatorios muestra que las fumadoras
tienen una mayor reactividad del cerebro medido por fMRI para imagenes relacionadas con el
tabaco en relacion con las imagenes neutras en varias regiones corticales (incluyendo las
estructuras de la linea media y la insula) y subcortical en el utamen®'*. Estos patrones de
activacion se superponen con los resultados de otros estudios>***?®. Panel superior muestra la
corteza cingulada anterior dorsal en coordenadas de Talairach®*: X=-3, y=34, z=28. A; anterior,
S; superior, R; derecho. Panel inferior situado en la corteza insular en las coordenadas de
Talairach: X=-45, y=5, z=0.
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Figura 26 .- Reactividad de las fumadoras homocigotas GG medida por resonancia magnética
cerebral funcional (fMRI). Las fumadoras homocigotas GG tienen una mayor reactividad
medida por fMRI para imagenes relacionadas con el tabaco frente a iméqenes neutras en
comparacién con las fumadoras del alelo A en varias regiones del cerebro®™*. Panel superior
situado en el putamen segun las coordenadas de Talairach®*: X=16, y=7, z=8. A; anterior, S;
superior, R; derecho. Panel inferior situado en el hipocampo en las coordenadas de Talairach:
X=-16, y=-24, z=-3.

Determinar los vinculos entre la genética, la neuroimagen, y una serie de
medidas de comportamiento ante el tabaco van a crear una imagen mas clara
de las interacciones y disociaciones entre los diversos factores de riesgo para
la dependencia. Se necesita mas investigacion para determinar si la variante
rs16969968 de CHRNAS ocasiona vulnerabilidad para la recaida y si los
tratamientos en base a la reactividad de la sefial pueden ser mas eficaces para
un genotipo particular, dando opciones a un tratamiento mas personalizado.

4.2.- Edad

Como se observa en las tablas 4 y 14 de resultados, y en las figuras 27 y
28 (graficos G-H e I-J), el alelo A de los genes CHRNA3 y CHRNAS es
significativamente mas frecuente en fumadores de los grupos con edad < 40
anos y 41 a 60 afos, y no alcanza significacion estadistica en el grupo de
mayores de 61 afos. Al igual que sucede con los alelos, el analisis de los
genotipos en funcion de la edad muestra diferencias entre controles vy
fumadores en el gen CHRNAS en los grupos con edad inferior a 40 afios y de
41 a 60 afos, pero no en mayores de 60 afios, mientras que en CHRNAS
unicamente se observan diferencias significativas en los grupos con edad
inferior a 40 afos, pero no en el grupo de 41 a 60 anos ni en mayores de 60
anos.
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gen CHRNAS5 para el grupo control y

El alelo C del gen CHRNB4 es mas frecuente en fumadores de los grupos
con edad < 40 afos y 41 a 60 afios que en el grupo de edad > 61 afios, pero en
ningun grupo alcanza significacion estadistica. Al igual que sucede con los
alelos, el analisis de los genotipos en funcién de la edad, no muestra
diferencias estadisticamente significativas entre controles y fumadores en los
grupos de edad, como podemos apreciar en la tabla 24 y en la figura 29

(graficos K, L).
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Tanto el alelo A como el genotipo homocigoto AA de los genes
CHRNAS3AS5, podrian actuar como un factor de riesgo para el inicio y
mantenimiento del tabaquismo hasta edades medias de la vida, con mayor
fuerza cuando se es portador del polimorfismo del gen CHRNAS3. Con respecto
al gen CHRNB4 al estratificar por grupos de edades, no se encuentran
diferencias estadisticamente significativas ni en controles ni en fumadores ni en
la distribucion de los alelos y genotipos, y por tanto la edad no parece influir en
el riesgo de ser dependiente de la nicotina en aquellos sujetos portadores del
SNP del gen CHRNB4.

Como se ha comentado en la introduccién, la regién rs4950 del receptor
CHRNB3 se asocia con las primeras respuestas subjetivas al tabaco en
adolescentes®*, Asi, las intervenciones tempranas en los adolescentes
portadores de esta variacidn podrian evitar que se conviertan en futuros
fumadores. Schlaepfer I. y cols.?®' estudiaron la asociacion entre las
variaciones genéticas del bucle CHRNA3AS5B4 y la iniciacion al tabaco,
demostrando una posible relacion entre dichas variaciones y la edad temprana
de experimentacion con el tabaco. El grupo liderado por Robert Weiss
demostré que existen haplotipos de susceptibilidad y haplotipos protectores en
el locus CHRNA3A5B4 asociados con la severidad de la dependencia
nicotinica cuando los fumadores empezaron a fumar antes de los 16 afos de
edad y no se aprecio esta asociacion en fumadores que habian empezado a
fumar después de los 16 afios de edad, por lo que se considera que la
adolescencia es un periodo clave en la susceptibilidad a la nicotina, siendo un
factor de riesgo muy importante en esta franja de edad el tener un determinado
haplotipo para la regién génica CHRNA3A5B4%® La identificacion de un
haplotipo de susceptibilidad dependiente de la edad refuerza la importancia de
la prevencion de la exposicidon temprana al humo de tabaco a través de
politicas de Salud Publica, ya que se ha demostrado que el inicio del consumo
diario de tabaco en la adolescencia esta relacionado con el uso cronico y la
dependencia grave de la nicotina en la edad adulta®®??®, una relativa
incapacidad para dejar de fumar®®?*#*%' y una forma mas severa de
dependencia nicotinica®*?3%*,
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Un aspecto importante es conocer los grupos de edad donde se observa
una mayor prevalencia de los alelos y de los genotipos de riesgo, como
poblacion susceptible al tabaquismo para poder actuar preferentemente sobre
ellos, impidiendo el inicio al tabaquismo o favoreciendo su abandono una vez
iniciado.

En los genes CHRNA3 y CHRNAS, al realizar un analisis de regresion
logistica se observa que tanto el genotipo heterocigoto AG como el genotipo
homocigoto AA se relacionan con la condicion de fumador. La presencia de
ambos genotipos multiplica las posibilidades de ser fumador. Ello refuerza los
resultados ya sefialados®?°?"?*" de que ser portador del alelo A se relaciona
con el hecho de ser fumador, ya la presencia del alelo A en CHRNAS3 vy
CHRNAS multiplica las probabilidades de ser fumador y con resultados
altamente significativos (Tablas 5 y 15 de resultados).

En la tabla 25 del apartado de resultados, en el analisis de regresion
logistica del gen CHRNB4 se observa que tanto el genotipo heterocigoto CT
como el genotipo homocigoto CC se relacionan con la condicién de fumador, ya
que la presencia de estos genotipos multiplican también las probabilidades de
ser fumador, aunque unicamente se alcanza la significacion estadistica
(p<0,05) con el genotipo homocigoto CC. De la misma manera, la presencia del
alelo C multiplica la probabilidad de ser fumador y con resultados altamente
significativos, lo que refuerza los resultados anteriormente sefialados donde el

alelo C parece ser un factor de riesgo para la dependencia tabaquica®".

De nuevo se aprecia que el genotipo homocigoto AA y el alelo A de los
genes CHRNAS3A5 pueden influir en el inicio al consumo de tabaco,
multiplicando las probabilidades de ser dependientes de la nicotina. El genotipo
homocigoto GG y el alelo G de CHRNB4 también parecen ser factores de
riesgo para ser fumador.

El porcentaje mayor de fumadores se encuentra en el grupo de 40 a 60
anos, seguido por el grupo de edad < a 40 anos, existiendo un menor numero
de fumadores en el grupo mayor de 60 afios en los tres genes a estudio.
Posiblemente porque los efectos del tabaco sobre la salud son mas notorios en
edades avanzadas o por el hecho de que los fumadores hayan ido falleciendo
como consecuencia de las enfermedades producidas por el tabaco.

4.3.- Modelos de herencia

Una de las primeras observaciones experimentales que resultd
discordante con las conclusiones iniciales de Mendel fue la que se refiere a las
relaciones entre los dos alelos de un gen. Pronto se hizo patente que no
siempre hay un alelo dominante y otro recesivo. Debido a que cada individuo
posee una pareja de alelos, el riesgo asociado a cada genotipo va a depender
del numero de copias del alelo de riego, el alelo que modifica el riesgo de la
enfermedad de interés, lo que permite definir varios modelos de herencia
posibles cuya verosimilitud se puede explorar mediante una adecuada
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codificacion de los genotipos. En la actualidad se consideran cuatro tipos de
herencia en funcion de la relacidon existente entre los alelos de un gen cuya
transmision se estudia: herencia dominante, codominante, recesiva y aditiva.
No es facil hallar un criterio para establecer el modelo de herencia mas
adecuado para un polimorfismo concreto. Habitualmente, se suele comparar el
ajuste del modelo codominante, que es el mas general, con los demas
modelos.

En la tablas 6 y 16 del apartado de resultados se analizan el modelo de
herencia de los genes CHRNA3 y CHRNAS respectivamente, apreciandose
que para ambos, tanto en el modelo dominante como en el codominante los
individuos AA tienen un riesgo aumentado de ser fumadores, siendo
practicamente el doble en el caso del codominante y alcanzando Ia
significacion estadistica en los tres modelos de herencia (dominante,
codominante y recesiva), lo que sugiere que el modelo aditivo de herencia es el
adecuado. Estos descubrimientos nos permiten afirmar que los portadores del
alelo A y del genotipo homocigoto AA tienen aumentado el riesgo de ser
fumadores, y que ello sucede independientemente de la edad y del género.

En el analisis del riesgo de polimorfismo CHRNB4 en funciéon del modelo
de herencia (tabla 26 de resultados) se aprecia que tanto en el modelo
dominante como en el codominante los individuos CC tienen un riesgo
aumentado de ser fumadores, alcanzando significacién estadistica en estos
dos modelos de herencia. Al no alcanzarse en los tres modelos de herencia la
significacion estadistica, como ocurria con los otros dos genes, no podemos
decir que el modelo aditivo de herencia sea el adecuado. Al igual que sucede
con el alelo A y con el genotipo homocigoto AA en los genes CHRNA3AS, los
portadores del alelo C y del genotipo homocigoto CC del gen CHRNB4 tienen
aumentado el riesgo de ser fumadores, y que ello sucede independientemente
de la edad y del género.

5.- Analisis multivariante del riesgo de tabaquismo asociado al
alelo y a los genotipos para el género

Al realizar el analisis multivariante, se aprecia que tanto para el gen
CHRNA3 como para el CHRNAS solamente el genotipo homocigoto AA
aparece relacionado con la condicion de fumador o control tanto para el grupo
de los hombres como para el grupo de las mujeres, como se aprecia en las
tablas 7-8 y 17-18. Ser portador del genotipo homocigoto AA y del genotipo
heterocigoto AG multiplica las probabilidades de ser fumador en hombres y en
mujeres. A pesar de estos resultados, unicamente en el caso del genotipo
homocigoto AA se alcanza significacion estadistica en hombres y mujeres. Ello
refuerza los resultados anteriormente sefalados de que ser portador del
genotipo homocigoto AA se relaciona con el hecho de ser fumador,
constituyendo un factor de riesgo para la dependencia nicotinica tanto en
hombres cémo en mujeres®*®2%7.

Con respecto al gen CHRNB4 tanto para el grupo de los hombres como
para el grupo de las mujeres, solamente el genotipo homocigoto CC aparece
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relacionado con la condicion de fumador o control, como se aprecia en las
tablas 27 y 28. La presencia del genotipo homocigoto CC y heterocigoto CT
aumenta las probabilidades de ser fumador en ambos grupos. A pesar de estos
resultados, unicamente en el caso del genotipo homocigoto CC se alcanza
significacién estadistica en el grupo de hombres y no en el grupo de mujeres.
Ello refuerza los resultados anteriormente sefalados de que ser portador del
genotipo homocigoto CC se relaciona con el hecho de ser fumador en
hombres.

El genotipo homocigoto AA aumenta las probabilidades de ser fumador en
hombres y en mujeres, mientras que ser portador del genotipo homocigoto CC
constituye en factor de riesgo para la dependencia nicotinica en varones y no
en mujeres.

La presencia del alelo A de los genes CHRNA3A5 multiplica tanto en
hombres como en mujeres las probabilidades de ser fumador, mostrando estos
resultados altamente significativos para el grupo de los hombres y significativos
para el grupo de las mujeres.

El alelo C del gen CHRNB4, también multiplica la probabilidad de ser
fumador en ambos grupos, mostrando estos resultados significacidon estadistica
para el grupo de los hombres y no para el grupo de las mujeres.

Ser portador del alelo A constituye un factor de riesgo para la
dependencia nicotinica y posiblemente para el abandono de tabaquismo en
fumadores sean hombres 6 mujeres, mientras que el alelo C se relaciona con el
hecho de fumar en varones y no en mujeres.

La predisposicion genética a la dependencia nicotinica parece tener un
mayor efecto en el grupo de los hombres frente a las mujeres. Esto en parte
puede ayudarnos a entender la mayor cifra de fumadores varones frente a
mujeres fumadores que existe en la actualidad (32,5% varones frente al 22,2%
mujeres, ENS 2009)%°.

Al analizar los modelos de herencia, se aprecia que para CHRNA3 y para
CHRNAS (tablas 9 y 19) en el grupo de los hombres tanto en el modelo
dominante como en el codominante los individuos AA tienen aumentado de ser
fumadores. En los tres modelos de herencia (dominante, codominante y
recesiva) se alcanza la significacion estadistica, lo que sugiere que el modelo
aditivo de herencia seria el adecuado.

Al igual que sucede con el grupo de hombres, para el grupo de las
mujeres, tanto en el modelo dominante como en el codominante los individuos
AA tienen un riesgo aumentado de ser fumadores, aunque unicamente se
alcanza significacion estadistica en los modelos codominante y dominante en
CHRNAZS, y en el modelo codominante en CHRNAS. La herencia parece jugar
un papel importante en el caso de fumador vardon, con mayor predisposicion a
ser dependiente de la nicotina que la mujer.
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En el analisis del riesgo de polimorfismo del gen CHRNB4 en funcion del
modelo de herencia (tabla 29) en el grupo de los hombres y en el grupo de
mujeres, se observa que tanto en el modelo dominante como en el
codominante los individuos CC tienen un riesgo aumentado de ser fumadores,
alcanzando unicamente la significacion estadistica en el modelo codominante
en el caso de los hombres, y en ninguno de los modelos en el caso de las
mujeres, por lo que no podemos sugerir que el modelo aditivo de herencia sea
el adecuado. La herencia en este gen parecen tener un efecto mas débil sobre
la adiccion nicotinica que los otros dos genes estudiados.

6.- Analisis multivariante del riesgo de tabaquismo asociado al
alelo y a los genotipos para la edad

Como se puede apreciar en las tablas 10 y 20, al realizar un analisis de
regresion logistica, para los genes CHRNAS3A5, solamente el genotipo
homocigoto AA aparece relacionado con la condicion de fumador o de control
para los individuos con edad < 40 afios y con los de edades comprendidas
entre 41 y 60 anos.

La presencia del genotipo homocigoto AA y del heterocigoto AG
multiplican respectivamente las probabilidades de ser fumador para los
individuos de edad < 40 afos y para los individuos con edades comprendidas
entre los 41 anos y 60 afos, aunque solo en el caso del genotipo homocigoto
AA se alcanza significacion estadistica para los grupos de edad < 40 afios y
entre 41 afios y 60 aflos en CHRNA3, mientras que en CHRNAS unicamente se
alcanza significacion estadistica el caso del genotipo homocigoto AA en el
grupo de edad < de 40 afos.

En ambos genes CHRNASAS, la presencia del alelo A multiplica en todos
los grupos de edades las probabilidades de ser fumador. Para CHRNAGS, los
resultados muestran significacion estadistica muy elevada para el grupo de
edad < 40 afios y significativa para el grupo entre 41 afos y 60 afios, mientras
que para CHRNAS los resultados no muestran significacion estadistica. Para
los individuos mayores de 60 anos, los resultados no son estadisticamente
significativos. Ello refuerza los resultados sefalados a lo largo de la discusion,
de que se portador del alelo A se relaciona con el hecho de ser fumador hasta
edades medias de la vida3?°328:332-334

El inicio temprano a la dependencia nicotinica se puede dar con mayor
probabilidad en individuos que sean portadores del genotipo homocigoto AA
tanto en CHRNA3 como en CHRNAS. La dependencia nicotinica tiene mayor
fuerza de asociacion en aquellos individuos portadores del alelo A del gen
CHRNAS constituyendo un factor de riesgo para la dependencia nicotinica en
individuos con edades hasta 60 afios, mientras que en CHRNAS el alelo A
actua independientemente de la edad.

Ni el aleo A ni el genotipo homocigoto AA parecen influir en individuos
fumadores mayores de 60 afios.

En el analisis de regresion logistica del gen CHRNB4, considerando al
alelo mas frecuente -el alelo T- como referencia, solamente el genotipo



124 Valor de los polimorfismos de los genes CHRNA3A5B4 en la adiccioén al tabaco

homocigoto CC aparece relacionado con la condicion de fumador o de control,
como se refleja en la tabla 30.

La presencia del genotipo homocigoto CC y del heterocigoto CT
multiplican las probabilidades de ser fumador en todos los grupos de edades,
sin alcanzar significacion estadistica en ninguno de ellos. El alelo C también
aumenta las probabilidades de ser fumador en todas las edades, pero no
muestran significacidon estadistica en ninguno de los grupos.

Los portadores del Alelo C o del genotipo homocigoto CC aumentan las
probabilidades de ser fumadores y ello sucede independientemente de la edad.

Mientras que en los genes CHRNA3AS la edad se ve afectada por el
genotipo homocigoto AA, en CHRNB4 la edad no padece influir en la
dependencia tabaquica. Ningun alelo ni genotipo de los tres genes objeto de
estudio constituye un factor de riesgo para la dependencia nicotinica en
individuos mayores de 60 afos.

Como se puede apreciar en las tablas 11 y 21 donde se analizan los
modelos de herencia, para los tres grupos de edades (< 40 afios, 41-60 afios y
>60anos) tanto en el modelo dominante como en el codominante los individuos
AA de los genes CHRNAB3ADS5, tienen un riesgo aumentado de ser fumadores.
En el grupo de edad < 40 afios en los tres modelos de herencia se alcanza la
significacion estadistica, lo que sugiere que el modelo aditivo de herencia es el
adecuado. Sin embargo, en individuos con edades entre los 41 y 60 afios y en
>60 afos no se alcanza significacion estadistica para ninguno de los tres
modelos (p>0,05).

De los tres grupos de edad, el de >60 afios es el que tiene los riesgos
mas bajos. En este grupo existe un menor numero de fumadores, bien porque
muchos hayan conseguirlo dejar de serlo, porque se hayan producido
fallecimientos como consecuencia del tabaco o porque la influencia genética a
estas edades sea practicamente nula.

En el estudio de los modelos de herencia para los tres grupos de edad del
gen CHRNB4 (tabla 31) los individuos con edad < 40 y con edades
comprendidas entre los 41 y 60 afios tanto en el modelo dominante como en el
codominante los individuos homocigotos CC tienen un riesgo aumentado de ser
fumadores, mientras que para los individuos con edad igual a superior a los 61
afos tan soélo para el modelo dominante los individuos CC tiene un riesgo
aumentado se ser fumadores. En ninguno de los tres modelos de herencia y
en ninguno de los grupos de edades se alcanza la significacion estadistica, no
pudiendo afirmar que el modelo aditivo de herencia sea el adecuado.

En el grupo de edad < 40 afios la herencia parece jugar un papel
importante en los genes CHRNA3AS5, aunque en individuos con edades entre
los 41 y 60 afios y en >60 anos el papel de la herencia es mas débil. En
CHRNB4 la herencia no juega un papel importante en la trasmisién de factores
de riesgo segun los grupos de edad.
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Se ha visto que las personas que empiezan a fumar a edad temprana
tienen un mayor riesgo de adiccién a la nicotina a largo plazo®®. La asociacion
entre las variantes genéticas de los receptores nicotinicos y la dependencia
nicotinica sera mas fuerte entre los fumadores que comenzaron a fumar en la
adolescencia, antes de los 16 afos. La investigacion humana y animal muestra
que fumar tempranamente versus tardiamente o que la exposicion temprana a
la nicotina se asocia con dependencia mas grave, o con una mayor auto-
administracion de nicotina, que se manifiesta en la edad adulta®*®3% y que la
adolescencia es un periodo de sensibilidad a la recompensa de la nicotina, asi
como de insensibilidad a las acciones aversivas de la misma>*34.
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CONCLUSIONES

1.- El alelo G y el genotipo homocigoto GG de los genes CHRNA3 y
CHRNAS5 son significativamente mas frecuentes en controles que en
fumadores.

2.- El alelo A y el genotipo homocigoto AA de los genes CHRNAS vy
CHRNAS son significativamente mas frecuentes en fumadores que en
controles. A su vez son mas frecuentes en fumadores varones que en mujeres.

3.- El alelo T y el genotipo homocigoto TT del gen CHRNB4 son
significativamente mas frecuentes en controles que en fumadores.

4.- E|l alelo C y el genotipo homocigoto CC del gen CHRNB4 son
significativamente mas frecuentes en fumadores que en controles. El genotipo
homocigoto CC actua independientemente del género.

5.- El alelo A y el genotipo homocigoto AA de los genes CHRNA3AS
constituyen un factor de riesgo para el inicio y el mantenimiento del tabaquismo
hasta edades medias de la vida, mientras que el alelo C y el genotipo
homocigoto CC parecen actuar independientemente de la edad.

6.- Estas conclusiones permiten avanzar la hipotesis de que el genotipo
homocigoto GG de los genes CHRNA3AS y el genotipo homocigoto TT del gen
CHRNB4 pueden actuar como un factor protector frente al tabaquismo,
mientras que el hecho de portar el genotipo homocigoto AA o el genotipo
homocigoto CC constituye un factor de riesgo para el inicio al consumo y
posiblemente dificulta el abandono del tabaco en los fumadores.
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AAs: Afro-americanos

AEs: Americanos europeos

A1AT: Alfa-1 antitripsina

ATV: Area Tegmental Ventral

A9-THC: (-)-A9-6a,10a-trans-tetrahidrocannabinol

CEN: Centrémero

CHRNAS3A5B4: Receptor nicotinico de acetilcolina subunidades a3a5p4
CIAA: Cloroformo / alcohol isoamilico

CO: Mondxido de carbono

COMT: Metiltransferasa catecol-metiltransferasa

CYP: Citocromo P

5-HTT: Proteina transportadora de la serotonina

DAT: Transportador de dopamina

DBH: Dopamina betahidroxilasa

DNA: Acido desoxirribonucléico

DOPA: Dopamina

DR: Receptor de la dopamina

EAP: Enfermedad arterial periférica

EHW: Equilibrio de Hardy-Weinberg

EPOC: Enfermedad Pulmonar obstructiva crénica

FEV1: Flujo espirado en el primer segundo

fMRI: Resonancia magnética cerebral funcional

GABA: Acido gamma-amino-butirico

IL: Interleucina

LC: Locus Coeruleus

MAOQO: Monoaminooxidasa

NAChRs: Receptores nicotinicos de acetilcolina

NO: Oxido nitrico

NOS: NO-sintetasa

OCR: Tasa de concordancia global

PB: Pares de bases

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa

SAN: Sindrome de abstinencia

SEPAR: Sociedad Espafiola de Neumologia y Cirugia Toracica
SNP: Nucledtido de polimorfismo unico (Single nucleotide polymorphism)
SPSS: Statistical Package for the Social Science

STR: Repeticiones cortas en tandem (Short tandem repeat)
TEL: Telébmero

TH: Tirosina-hidroxilasa

TPH: Triptofano-hidroxilasa

UET: Unidad Especializada de tabaquismode Tabaquismo

VNTR: Numero variable de repeticiones en tandem (Variable Number Tandem

Repeat)






