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Resumen:

Objetivo: Analizar la presencia de vatriaciones genéticas en
las enzimas de detoxificaciéon GST (Glutation-S-transferasa),
concretamente las enzimas GSTMI1, GSTT1 y GSTPL.5, en
pacientes con asma bronquial y la posible asociacién con parametros
clinicos, funcionales e inflamatorios.

Metodologia: Se incluyeron pacientes en seguimiento por asma
bronquial junto a un grupo control de individuos no asmaticos.
Se analizaron, junto al analisis genético, los parametros clinicos,
incluido ACT, grado de gravedad y grado de control, parametros
funcionales y de inflamacién (FeNO-Fraccién espirada de 6xido
nitrico). El estudio genético se realizé mediante extracciéon del
ADN celular de sangte periférica y su posterior analisis por técnicas
de biologfa molecular (PCR: reaccién en cadena de la polimerasa y
electroforesis en geles de agarosa) en el Instituto de Biomedicina
de Sevilla (IBIS).

Resultados: Se estudiaron 256 asmaticos, y un grupo control
de 40 pacientes. El mayor porcentaje de pacientes presentaban un
asma moderada (53%), frente al 23% de asma leve y 24% de asma
grave. Segun el grado de control en el momento de la inclusion,
presentaban buen control el 46% de la serie, mal control el 30%
y un 24% de los pacientes estaban parcialmente controlados. En
cuanto a la presencia de los polimorfismos: el polimorfismo GSTM1
presentaba genotipo positivo (sin deleccién) en el 34% de la serie,
frente al 65,9% que presentaban genotipo nulo (deleccionado-
ausencia de la enzima de depuracién); en el caso del polimorfismo
GSTT1, el 75,6% presentaban genotipo positivo y 24,4% genotipo
nulo. De las tres posibilidades polimorficas del GSTP1.5 (34%
presentaban genotipo A/A; 48,8% genotipo A/G y 17,1% genotipo
G/G). Encontramos un asociacion estadisticamente significativa (p
= 0,017) entre la presencia del alelo Ile/Ile (A/A) del polimorfismo
GSTP1.5 y las mujeres asmaticas, asi como con niveles mas bajos
de FeNO.

Conclusiones: no encontramos diferencias estadisticamente
significativas entre la presencia de los polimorfismos GSTMI,
GSTT1 con ninguno de los parametros clinicos y funcionales
analizados. En cuanto a la presencia del polimorfismo GSTP1.5,
encontramos relacién estadisticamente significativa con la presencia
de asma bronquial en la poblacién de mujeres, concretamente con la
presencia del genotipo A/A homocigoto y que a su vez presentaba
valores mas bajos de FeNO.

Palabras
susceptibilidad.
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THE ROLE OF GST (GLUTATHIONE
S-TRANSFERASES) POLYMORPHISMS 1IN THE
GENETIC SUSCEPTIBILITY TO DEVELOP BRONCHIAL
ASTHMA IN A POPULATION OF ANDALUSIAN
ASTHMATICS

Objective: to analyze the presence of genetic variations in the
GST (glutathione S-transferase) detoxification enzymes, specifically
the GSTM1, GSTT1 and GSTP1.5 enzymes, in patients with bronchial
asthma and their possible association with clinical, functional and
inflammatory parametets.

Methods: Patients undergoing follow-up for bronchial asthma
were included along with a control group of non-asthmatic individuals.
In addition to genetic analysis, the clinical parameters including
ACT, degree of severity and degree of control, and functional and
inflammation parameters (FeNO, fractional exhaled nitric oxide) were
analyzed. The genetic study was done by extracting cellular DNA
from peripheral blood which was then analyzed using molecular
biology techniques (PCR: polymerase chain reaction and agarose gel
clectrophoresis) at the Instituto de Biomedicina de Sevilla (IBIS).

Results: 256 asthmatic patients and a control group of 40
patients were studied. The majority of patients presented with
moderate asthma (53%), compared to 23% with mild asthma and 24%
with severe asthma. According to degree of control upon inclusion,
46% of patients in the series had good control, 30% poor control,
and 24% of patients were partially controlled. With regard to the
presence of polymorphisms: the GSTM1 polymorphism showed a
positive genotype (without deletion) in 34% of patients in the series,
compared to 65.9% who showed a null genotype (deleted-absent
purification enzyme); as for the GSTT1 polymorphism, 75.6% of
patients showed a positive genotype and 24.4% a null genotype. Of
the three polymorphic possibilities for GSTP1.5, 34% showed the AA
genotype, 48.8% the AG genotype and 17.1% the GG genotype. We
found a statistically significant association (p = 0.017) between the Ile/
Ile (AA) allele of the GSTP1.5 polymorphism and asthmatic women,
as well as lower FeNO levels.

Conclusions: We did not find statistically significant differences
between the presence of the GSTM1 and GSTT1 polymorphisms and
any of the analyzed clinical or functional parameters. With regard to
the presence of the GSTP1.5 polymorphism, we found a statistically
significant relationship with the presence of bronchial asthma in the
female population, specifically with the presence of the homozygous
AA genotype and the fact they also showed lower FeNO values.
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INTRODUCCION

El asma es una enfermedad pulmonar
inflamatoria crénica causada por una interaccion
compleja entre numerosos tipos de células y los
estimulos ambientales'”. Durante el proceso de
inflamaciéon de la pared bronquial, tiene lugar un
aumento de células inflamatorias como eosinoéfilos,
neutréfilos, macréfagos®, citoquinas y mediadores
celulares que favorecen la formacién y liberacion
de especies reactivas de oxigeno como el radical
superoxido o el peroxido de hidrégeno* °. El
aumento sustancial de las especies reactivas de
oxigeno provoca un desequilibrio entre oxidacién y
antioxidacion, que se ha descrito como uno de los
procesos centrales en la patogenia de la enfermedad.
Esta descrito que el estrés oxidativo provoca un
dafio en el epitelio y una hiperreactividad bronquial®
Para evitar ese dafo, entran en juego las defensas
antioxidantes de cada individuo y su capacidad de
detoxificacién para especies reactivas de oxigeno.
Existen alteraciones genéticas que pueden derivar
en una menor capacidad de detoxificaciéon y que
favorecerfan, por tanto, la inflamacién bronquial y
el consecuente desarrollo del asma.

Las enzimas metabolicas GSTM, GSTT1 y
GSTP1 se expresan en el tejido pulmonar y estan
implicadas enla detoxificacién de varios compuestos
incluyendo benzola|pireno diol-epdxido, aflatoxin-
2,3-epoxido y sulfatos reactivos. Los genes que
codifican estas enzimas presentan polimorfismos y
sus frecuencias varfan ampliamente en la poblacion
humana dependiendo de su ubicacién geografica.
Se ha determinado que los polimorfismos ausentes
(o nulos) de los genes GSTM1 y GSTT1 estan
presentes en el 50% y 30% de la poblacién caucasica,
respectivamente. Varios estudios han encontrado
un papel significativo de ambos polimorfismos en
la susceptibilidad a desarrollar hiperreactividad de
la via aérea’.

La glutation-S-transferasa  (GST) es un
tripéptido compuesto  por glutamato, cisteina
y ghcma que se sintetiza y se utiliza en todos
los o6rganos del ser humano. Existen diferentes
isoformas de GST y todas ellas constituyen una
siper-familia de enzimas del metabolismo de
fase II que catalizan la conjugacién del glutation
reducido con varios compuestos electrofilicos
resultando un antioxidante muy eficaz capaz de
detoxificar sustancias reactivas de oxigeno. Diversos
polimorfismos se han descrito para las isoformas
de GST denominadas GSTM1, GSTT1 y GSTP1.5,
todas ellas expresadas en el pulmoén. Una deleccion
homocigética en los genes GSTM1 y/o GSTT1
hace que la transcripcion a RNA mensajero y la
posterior traduccién a una proteina funcional no
tengan lugar y por tanto exista una pérdida total de
actividad enzimatica de estas proteinas. Por otrolado
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una sustitucion de nucleétidos (adenina/guanina)
en la posicion 313 del gen GSTP1.5 provoca un
cambio de aminoacido (isoleucina por valina) en
la posicién 105 de la proteina que da lugar a una
disminucion sustancial de su actividad enzimatica>
% 9. Estos polimorfismos de las tres isoformas se
han estudiado asociados con el desarrollo de asma.
Sin embargo, los resultados de estos trabajos a
menudo difieren entre si, en gran medida, debido a
la region geografica de estudio y a la etnia. Hasta el
momento no tenemos conocimiento de que existan
estudios publicados en poblacién espafiola.

El objetivo de nuestro estudio fue estudiar
la posible asociaciéon entre los polimorfismos
genéticos de GSTM1, GSTT1 y GSTP1.5 con la
presencia de asma en una poblaciéon de asmaticos
andaluces, asi como evaluar la prevalencia de estos
polimorfismos en relacién con parametros clinicos
o funcionales.

METODOLOGIA

El estudio se llevd a cabo en la Unidad
Especializada de Alta complejidad de Asma
del “Centro de Especialidades Dr. Fleming”,
adscrita al Servicio de Neumologia del Hospital
Universitario Virgen del Rocio, de Sevilla, y fue
disefiado como un estudio observacional. De todos
los participantes se recogié informacion sobre las
caracteristicas clinicas y demograficas. El estudio
contaba con la aprobacion del comité ético del
hospital. Las variables clinicas se recogieron segin
las recomendaciones de GEMA 2009, por ser la
gufa vigente en el momento de la inclusiéon de los
pacientes. Las espirometrias forzadas se realizaron
siguiendo los criterios de la SEPAR (Sociedad
Espafiola de Patologia del Aparato Respiratorio).
La medida de FeNO se realizé6 por técnica
electroquimica (NIOX MINO aerocrine*).

Se solicité el consentimiento informado por
escrito para la inclusiéon de los datos clinicos en
la base de datos. En esta base de datos no consté
ningin dato personal de los pacientes (nombre,
direccién, teléfono, historia clinica, etc.) y sélo un
numero clave de referencia, que se relacion6 con
su historia clinica en ficha aparte guardada por los
investigadores. De todos los pacientes se extrajo
sangre venosa en tubos con EDTA los cuales se
almacenaron a -80°C para su conservacion hasta
su posterior analisis. El tamafio muestral se calculé
basandonos en estudios similiares sobre poblacion
asmatica®.

Preparacion del ADN: El ADN genémico se
aislé a partir de muestras de sangre mediante el kit
comercial para extraccion de ADN (kit QIAmp®
DNA Blood Mini kit-Qiagen, Germany), siguiendo
las recomendaciones del fabricante. Se comprob6 el
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aislamiento del ADN mediante la visualizacion de
banda en gel de agarosa al 0,8% tras electroforesis
y su calidad mediante medicién en nanodrop a
longitudes de onda 240/260. Ninguna muestra
de ADN con un resultado inferior a 2,6 a 260
longitudes de onda fue incluida en el analisis.

ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se realizé con el Statistical
Package  for Social Sciences (SPSS, Inc. Chicago
IL) version 20.0. Las variables fueron descritas
utilizando las frecuencias absolutas y relativas para
las variables cualitativas y la media * desviacion
estandar para las cuantitativas. L.as comparaciones
bivariadas de todas las variables obtenidas en la
historia clinica inicial se realizaron con test ¥2 o
prueba exacta de Fisher, segun el caso, para las
variables cualitativas. Para el analisis de variables
cuantitativas entre ambos grupos, inicialmente
se evalu6 la normalidad de la muestra por el
test de Kolmogorov-Smirnov, siendo aplicados
posteriormente el test t de student o U de Mann-
Whitney para datos independientes en caso de no
normalidad en la distribucién de la muestra. Se
consignaron los valores de OR, a nivel de confianza
del 95%. La significacion estadistica fue establecida
con un valor de p <0,05.

RESULTADOS

Se incluyeron un total de 256 pacientes con asma
y 40 personas sin patologfa respiratoria (grupo
control). Un 58% mujeres y un 42% de hombres.
El 65 % de los pacientes eran no fumadores, el
11,6% fumadores activos, y ex fumadores un 21%
de la serie. La edad media de inicio del asma fue
a los 21 anos (0 - 69). El mayor porcentaje de
pacientes presentaban un asma moderada (53%),
frente al 23% de asma leve y 24% de asma grave.
Se analizaron otras comorbilidades como rinitis
que presentaban el 65% de los pacientes, en la
mayoria de los casos de caracter estacional, con
sintomatologia respiratoria en el momento de la
inclusién en el 64%. Segun el grado de control,
en el momento de la inclusion, presentaban buen
control el 46% de la serie, mal control el 30% y
un 24% de los pacientes estaban parcialmente
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controlados (Tabla 1). La clinica respiratoria que
presentaban fue de predominio nocturno en el
45,35% de los pacientes, diurno en el 46,5% e
indiferente, en cualquier momento del dia, en el
38,2% de la serie. Los parametros funcionales de los
pacientes incluidos, mostraron un cociente FEV1/
FVC con valores medios del 71,7 £ 12; FEV1 de
media de 808 ml (88,8% en valores relativos con
una DS del 21,7%) y una reversibilidad media
postbroncodilatacién, segin  recomendaciones
SEPAR, del 10,44%. Los valores medios de FeNO
fueron 54 ppb con un rango de 6-174 ppb.

En cuanto a la presencia de los polimorfismos,
segun se muestra en la tabla 2,1a GSTM1 presentaba
genotipo positivo (sin deleccién) en el 34%,
frente al 65,9% que presentaban genotipo nulo
(deleccionado). Para GSTT1, el 75,6% presentaban
genotipo positivo y 24,4% genotipo nulo. De las
tres posibilidades polimoérficas del GSTP1.5 (34%
presentaban genotipo A/A; 48,8% genotipo A/G
y 17,1% genotipo G/G).

No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre la presencia de los polimorfismos
GSTT1 y GSTM1 con ninguna de las variables
clinicas, funcionales ni de inflamacion analizadas.
Segin se muestra en la tabla 3, encontramos
diferencia estadisticamente significativa entre el
sexo y GSTP1.5, conun p= 0,017, concretamente el
alelo A/A homocigético se encontraba presente en
el 66,9% de las mujeres analizadas, frente al 33,1%
de los hombres (Figura 1). Este grupo de pacientes
con la presencia del alelo A/A homocigoto
presentaba a su vez valores de FeNO mas bajos
que los otros genotipos (Figura 2).

Se ha encontrado en el grupo A/A homocigoto
valores de FeNO mas bajos que en el grupo A/G
heterocigoto (46,50 £ 38,40 y 62,56 + 39,99,
respectivamente, p=0,023), ya que existia una
diferencia de medias de 16 ppb, se pudo establecer
que existfan diferencia de comportamiento entre
los dos grupos. La prueba realizada para este
analisis fue la prueba no paramétrica de Kruskal
Wiallis, ya que los datos no cumplian los criterios
paramétricos de normalidad y aleatoriedad, y
existfan mas de dos grupos para contrastar.
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Tabla 1. Analisis descriptivo del grupo de asmaticos incluidos en el estudio genético.

n = 256

Sexo 58% mujeres/42% hombres

Tabaquismo No fumadores 65%
Fumadores 11,6%
Exfumadores 21%

Atopia 72%

Rinitis 65%

Edad de inicio 21 afios (0 - 69)

Grado de control No controlada 30%
Parcialmente controlada 24%
Controlada 46%

Gravedad Asma leve 23%
Asma moderada 53%
Asma grave 24%

FeNO 54 ppb (6 - 174)

FEV1/FVC 71,7 £ 12

Reversibilidad 10,4% + 13

Tabla 2. Presencia de los polimorfismos de la GST (Glutation-S-transferasa) en la poblacion de
estudio (asmaticos y grupo control).

n= 296 GSTM1 GSTT1 GSTP1.5 p@
Sin deleccion 34% 75,6% - N.S.
Con deleccion 65,9% 24,4% - N.S
A/A Homocigoético | - - 34,1% N.S
A/G Heterocigotico | - - 48,8% N.S
G/G Homocigotico |- - 17,1% N.S

(1) Diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos.

Tabla 3. Variaciones del polimorfismo GSTP1.5 en poblacién asmatica, segiin sexo y valores de FeNO.

N= 256 A/A Homocigoto (N | A/G Heterocigoto (N | G/G Homocigoto (N | p
=127, 40,8%) = 148; 47,6%) = 36; 11,6%)
Sexo
; Mujer 66,9% (85/127) 53,4% (79/148) 44.4% (16/36) 0,017
- Hombre 33,1% (42/127) 46,6% (69/148) 55,6% (20/36)
FeNO 46,50 + 38,44 (58/127) | 62,56 + 39,99(76/148) | 51,69 * 38,97 (15/36) | 0,023
192
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Fig. 1 Relacion de la presencia del polimorfismo GSTP1.5
segun el sexo del paciente.
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Fig. 2. Relacién de la presencia del polimorfismo GSTP1.5
segun los niveles de FeNO.
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DISCUSION

La biotransformacion es un proceso que facilita
la detoxificacion y eliminacion de sustancias
potencialmente téxicas generadas durante el
metabolismo o que ingresan en el organismo en
forma de drogas o quimicos. La gran mayorfa de
estos compuestos son agentes indirectos, es decir
que requieren activacion metabolica de enzimas de la
fase I, principalmente de la familia citocromo P450,
para su transformacién a metabolitos electrofilicos,
capaces de reaccionar con el ADN y causar
mutaciones’.
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Las enzimas de la fase 1I o de detoxificacién,
principalmente glutaric')n S-transferasas  (GSTS),
catalizan la conjugaciéon de metabolitos reactivos
con moléculas hidrofilicas de carga negativa para
su eliminacién por procesos de excrecion. Por lo
tanto, es razonable pensar que la eficiencia en el
funcionamiento de estas enzimas determinara la
concentracion de metabolitos reactivos que circulan
en el organismo Estudios previos han sefialado
que la expreslon de algunas de estas enzimas esta
su]eta a variaciones en la poblacién humana debido a
ciertos polimorfismos en los genes que las codifican
y que pueden ser los responsables de una mayor
susceptibilidad individual a desarrollar enfermedades
ambientales como el asma bronquial® °.

Vatios estudios en grupos familiares y en gemelos'!
han estimado el peso relativo de la dotacion genética
en el desarrollo de la enfermedad entre un 36 y un
79%. En lineas generales, la aproximacion al estudio
genético del asma puede resultar una labor compleja,
con multiples aspectos a considerar. Esto es debido
a que ciertos individuos que han sido diagnosticados
de asma, no presentan alteraciones genéticas
subyacentes (mimetismo fenotipico). Por otra parte,
sujetos con determinadas alteraciones genéticas
carecen de manifestaciones clinicas (penetrancia
incompleta)’. En cuanto al estudio de la presencia
de los polimorfismos GSTM1, GSTT1 y GSTP1
entre los factores genéticos, en los dltimos afios han
aparecido varios articulos en diferentes regiones que
insinvan la posibilidad de la predisposicion genética
determinada por estos polimorfismos y la presencia
de asma, estudios principalmente realizados en
poblacién infantl® ' y de origen italiano o Europa
otiental” ¥, siendo nulas las busquedas bibliograficas
sobre estos polimorfismos genéticos en poblacion
espafiola, de ahf la originalidad del estudio genético
en poblacion andaluza.

Nuestra hipotesis de trabajo original en este
estudio fue poder encontrar alguna relacion entre
la presencia de algunos de los polimorfismos de
la GST-GSTT1, GSTM1 y GSTP1.5 con algin
parametro clinico, funcional o inflamatorio del
grupo de pacientes a los que se les habia realizado
el estudio genético en relaciéon con un grupo control
que no tenia la enfermedad. El hallazgo de la relacion
estadisticamente significativa de la presencia del
alelo Ile/Tle (AA) para el polimorfismo GSTP1.5 y
el sexo de los pacientes, nos ha permitido comparar
con estudios internacionales, concretamente con
un estudio portugués'® que relaciona la presencia
de este alelo con la susceptibilidad a desarrollar
asma, incidiendo en la posibilidad de indagar sobre
sustancias toxicas o nocivas a las que expuesto el
paciente tenga mas posibilidad de desarrollar asma,
que si no tuviera esa variacion genética. En este
sentido, nuestro grupo se ha planteado la posibilidad
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de continuar investigando este grupo de pacientes
e indagar sobre exposicion a toxicos, de origen
ambiental y/o laboral y que probablemente darfa
a conocer aquel factor externo que ha favorecido
el desarrollo del asma. Por tanto, sera objetivo de
futuros trabajos de investigacion.

Por otro lado, la relacion de la presencia del
polimorfismo GSTP1.5 con valores mas bajos de
FeNO, podria relacionarse con asma neutrofilico y
de aparicién mas tardfa, y nos servirfa para poder
predecir la ausencia de eosinofilia en tejido pulmonar
y poder augurar la respuesta o no a tratamiento con
corticoides, hecho que orientarfa a un abordaje
terapéutico mas acorde con la inflamacién del asma
y que evitarfa deterioro de la funcién pulmonar'.
Sin embargo, una limitaciéon de nuestro estudio en
este aspecto es que también en aquellos pacientes
que ya estaban en tratamiento, los niveles de FeNO
bajo podrian estar relacionados con el uso previo
de corticoides inhalados y con buen control de la
enfermedad.

En conclusion, aunque el asma bronquial es una
enfermedad multifactorial, el avance en los estudios
genéticos y el analisis del ADN, esta permitiendo
abrir nuevos campos de investigacién sobre la
susceptibilidad de un individuo a desarrollar la
enfermedad en el caso de estar expuesto a un agente
toxico y poseer una actividad anémala en las enzimas
de depuracion. En estudios preliminares elaborados
por nuestro grupo en el dltimo afio hemos obtenido
resultados alentadores que nos han animado a
ampliar el estudio y a su vez ha sido objeto de
comunicaciones nacionales e internacionales' .
Las variaciones condicionadas por factores étnicos
y poblacionales, condiciona y obliga al estudio en
poblaciones determinadas, siendo practicamente
nulos los estudios genéticos de polimorfismos en
nuestra area geografica.

En este sentido, las vatriaciones individuales de
la GST, concretamente la presencia del alelo A/A
del polimorfismo GSTP1.5 en nuestra serie, en
relacion con el sexo del paciente y su asociacion con
niveles bajos de FeNO, abre las puertas a nuevas
investigaciones en poblaciones susceptibles, lo que
implica un abordaje preventivo inicial para evitar
el probable desarrollo de la enfermedad, y en el
caso que esté instaurada la enfermedad puede ser
un instrumento de apoyo en el manejo terapéutico
del asma no eosinofilico y con mejor respuesta a
determinados tratamientos farmacolégicos. Por
supuesto, estas dilucidaciones deben ser avaladas
con estudios con mayor tamafno muestral que el
nuestro y que el desarrollo de las técnicas de ADN,
seguramente, permitira en un futuro no muy lejano.
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