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1. INTRODUCCION

1.1. Elcancer de pulmoén

El cancer de pulmdn representa un 15% del global de diagnésticos de cancer y es
responsable de un 28% de todas las muertes por cancer (1). Constituye, por tanto,
la principal causa de muerte por cancer en el mundo, con una supervivencia
global a los cinco afios que no suele superar el 15% a pesar de la incorporacién de

nuevas modalidades de tratamiento en los Gltimos afios (2).

Segun los datos mas recientes, en los Gltimos afios el cancer de pulmén ha pasado
de ser una enfermedad de hombres durante el siglo XX a constituir lo que se ha
definido como una epidemia contemporanea en las mujeres del siglo XXI, debido,

en gran parte, a la incorporacién mas tardia de la mujer al consumo de tabaco.

En Espafia el cancer de pulmon representa el segundo cancer mas frecuente en
hombres y el cuarto mas frecuente en mujeres (Figura 1) pero es el que asocia

una mayor mortalidad cuando se consideran conjuntamente ambos sexos (20.6%)

(3)
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Figura 1: Distribucion por género del cancer de pulmon en Espafia

-m

Prostata Mama Colorrectal
2° Pulmon Colorrectal Prostata
3° Colorrectal Cuerpo de Utero Pulmén
4° Vejiga Pulmon Mama
5° Estomago Ovario Vejiga

Geograficamente existen patrones dispares de incidencia y mortalidad por cancer
de pulmon. Tanto la incidencia como mortalidad es significativamente superior en
pacientes afroamericanos (4). Por el contrario, en pacientes asiaticos se han

constatado tasas de supervivencia superiores a las de los pacientes caucasicos (5).

1.1.1. Etiologiay factores de riesgo

El tabaco

El tabaco representa el factor etiol6gico méas importante y es responsable del 85%
al 90% de todos los diagnosticos. El riesgo se incrementa con la cantidad y el
tiempo de exposicion al tabaco. El riesgo de cancer de pulmén disminuye al
abandonar el tabaco pero incluso con periodos de abstinencia superiores a los 40
afos, el riesgo de cancer de pulmdn sigue siendo superior al de la poblacién no
expuesta al tabaco (2). Los fumadores pasivos estan sometidos a un riesgo entre
un 20%-30% superior al de la poblacién no fumadora y se estima que un 25% de
los casos de cancer de pulmon que tienen lugar en poblacion no fumadora estan
ocasionados por la exposicion medioambiental al humo del tabaco (6). Los dos
grupos de carcindgenos inhalados mas importantes del humo del tabaco incluyen

los hidrocarburos policiclicos aromaticos y las N-nitrosaminas. Ambos compuestos
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son activados por el sistema enziméatico p450 y ejercen su efecto carcinogénico

mediante la formacién de aductos de DNA y la induccién de mutaciones en el gen
p53 (7).

Factores medioambientales

Los factores medioambientales méas relevantes estan representados por la
exposicion laboral a toxicos, las radiaciones y la contaminacién atmosférica y de

espacios interiores.

La exposicién laboral a téxicos, como el hollin, el alquitran, el arsénico, el cromo'y
el niquel también se ha relacionado etiolégicamente con el cancer de pulmon (8,
9). La exposicion al asbesto se ha relacionado sélidamente con un incremento del
riesgo de cancer de pulmoén y actla sinérgicamente con el tabaco para producir

un marcado aumento de este riesgo (10).

La radiacién de alta y baja energia lineal transferida (LET) es un factor de riesgo
relevante para el cancer de pulman. En este sentido la exposicién al radén (tanto
en la poblacion general, como en determinados entornos laborales) se ha
asociado a un riesgo superior para cancer de pulmoén (11, 12). También la
exposicién a radiacion de LET baja como los rayos-X y los rayos-y se ha

relacionado un incremento del riesgo (2).

La contaminacion atmosférica y de espacios interiores se ha relacionado con un
riesgo aumentado de cancer de pulmén. La atmdsfera contiene un gran namero
de agentes nocivos procedentes de la combustion de combustibles fésiles, como
los hidrocarburos policiclicos aroméaticos y metales como el arsénico, el niquel y el
cromo (2). Es especialmente preocupante en paises desarrollados la

contaminacion del aire de espacios interiores que se genera del resultado de la
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combustién de combustibles sélidos, fésiles o de biomasa, cuyo uso se destina a

cocinas y calefacciones (13).

Factores de riesgo clinicos

La presencia de una historia familiar de cancer de pulmon esta sélidamente
asociada con un incremento del riesgo de cancer de pulmén (14). Las
enfermedades adquiridas pulmonares como la Enfermedad Pulmonar
Obstructiva Crénica (EPOC) se han asociado con un riesgo 2.8 veces superior de
cancer de pulmon (15). Otras enfermedades como el asma (16), la fibrosis
pulmonar idiopatica (17, 18) o la enfermedad pulmonar intersticial asociada a la
esclerosis sistémica (19, 20) también se han relacionado con riesgo incrementado
de cancer de pulmon. También los pacientes con infeccion por HIV presentan un
riesgo de cancer de pulmén 2.5 veces superior a la poblacion sin infeccién por

HIV (21).

1.1.2. Patologiay bases moleculares
EL cancer de pulmon se origina como consecuencia de cambios neoplasicos en las
células epiteliales del pulmon. Se desconoce si todas las células epiteliales o sélo
un grupo de ellas son susceptibles de una transformacion maligna. De hecho, una
de las cuestiones mas debatidas es discernir si estos cambios sélo tienen lugar en

el grupo de células epiteliales con propiedades de células madre (stem cells).

El cancer de pulmén es clinica, bioldgica, histoldgica y molecularmente una
enfermedad heterogénea. Esta heterogeneidad y complejidad molecular hace
dificil discernir la patogénesis del cancer de pulmdn. Tradicionalmente se ha
dividido en dos grandes tipos en funcion de los diferentes patrones de

enfermedad y estrategias de tratamiento: el cancer de pulmén de células no
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pequefias 0 no microcitico (CPNM) y el caAncer de pulmén de células pequefias o

microcitico (CPM) (22).

El cAncer de pulmén de células no pequefias 0 no microcitico (CPNM) representa
un 85% de todos los diagndsticos de cancer de pulmon e integra 3 subtipos
histolégicos que por orden de frecuencia son el adenocarcinoma (ADC) (40-60%),
el carcinoma epidermoide o de células escamosas (CCS) (25-30%) y el carcinoma
de células grandes (CCG) (10-15%) (23). Recientemente, la nueva clasificacion
gendmica del cancer de pulmdn ha eliminado este Gltimo subtipo y, en funcién de
la expresion molecular, lo reubica bajo el término de adenocarcinoma o de tumor

neuroendocrino (24).

El cancer de pulmén es una enfermedad compleja que se origina por la
interaccién de multiples oncogenes, genes supresores, vias de sefializacion
diversas y factores medioambientales. En la era de la medicina personalizada
existe una necesidad creciente de conocer los mecanismos que son responsables
de la génesis del cancer de pulmén con el objetivo de identificar farmacos frente a
dianas especificas y establecer biomarcadores sensibles y especificos Utiles en los
procesos de diagnostico precoz y en el tratamiento. En los Gltimos afios hemos
adquirido conocimientos sobre las alteraciones moleculares de los distintos

subtipos de CPNM

Las alteraciones moleculares en el adenocarcinoma (ADC) han sido identificadas
gracias a la secuenciacion del genoma y el exoma y se han descrito una gran
cantidad de genes relacionados con este subtipo histolégico que incluyen las
mutaciones activadoras en el receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR), mutaciones en KRAS, activacion de BRAF, SKT11 (25), mutaciones HER-2
(26) y activacion de PI3KCA (27). Otras de las alteraciones moleculares estudiadas

en el ADC de pulmon han sido la presencia de genes de fusién que implican la
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unién de dominios tirosin-kinasa (TK) y dominios de dimerizacion. En un anélisis
de secuenciacion de mas de 200 muestras de cancer de pulmoén se identificaron 8
genes de fusion (EML4-ALK, KIF5B-RET, CD74-ROS1, SLC34A2-ROS1, CDC6-ROS1,
FGFR2-CIT, AXL-MBIP y SCAF11-PDFGRA)(28, 29). La identificacion de las
mutaciones activadoras en EGFR y del reordenamiento ALK, ha supuesto un
cambio en el paradigma del diagnéstico y tratamiento del ADC de pulmoén. En
estos dos grupos de pacientes, varios ensayos aleatorizados han demostrado la
superioridad del tratamiento con inhibidores TK de EGFR e inhibidores de ALK

frente al tratamiento convencional con quimioterapia (30-37).

Las alteraciones moleculares en el carcinoma de células escamosas (CCS) también
se han identificado mediante estudios dirigidos a la secuenciacion del exomay al
analisis de polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) y han identificado 7 genes
enriquecidos en mutaciones en el CCS: RB1, TP53, NFE212, KEAP1, PTEN, PIK3CA
y MLLL2 (38). También se han descrito mutaciones en el gen DDR2 (39) y, por
descontado, mutaciones en p53 e inactivacién del gen supresor de la proteina
CDKN2A(40). La identificacion de regulacién a la baja de SOCS6 y de otros
miembros de la familia de genes SOCS en pacientes con CCS con alta tasa de
recaida, suscita la hipotesis de una hiperactivacion de la via de sefializacion
insulina-KIT y de sus receptores. Todo ello, ha dado lugar a ensayos con farmacos
inhibidores de estos receptores (41-43). En la actualidad no disponemos de
farmacos eficaces frente a dianas especificas en pacientes con CCS. Se estan
llevando a cabo ensayos con farmacos frente la sobreexpresion de EGFR, la
amplificacion del receptor del factor de crecimiento de los fibroblastos 1 (FGFR1),
y la sobreexpresion de EGFR, MET y PI3K, aunque no se dispone todavia de

resultados (40, 44, 45).

El cancer de pulmon microcitico o de células pequefias (CPM) representa un 15%

de todos los canceres de pulmén. Incluye dos subtipos: una variedad denominada
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carcinoma microcitico puro y otra variedad combinada que presenta elementos
correspondientes tanto a tumores microciticos como no microciticos. El CPM se
caracteriza por ser un tumor de rapido crecimiento y proliferacion aunque exhibe

una mayor sensibilidad a la quimioterapia y a la radioterapia que el CPNM.

Las alteraciones moleculares en el CPM han sido descritas en dos proyectos de
secuenciacion del genoma a gran escala en CPM (46, 47). Ambos estudios han
identificado una elevada prevalencia de mutaciones en TP53 y RB1, corroborando
los hallazgos de andlisis previos. Se detectd amplificacion de MYC en un 16% de
los casos (46). Uno de estos proyectos de secuenciacion identific6 mutaciones en
varios miembros de la familia SOX, asi como amplificacion de SOX2 (47). También
se ha constatado activacion de la telomerasa y sobreexpresion de c-Kit (48, 49).
Hasta la fecha no ha sido posible disponer de tratamientos eficaces frente a

dianas especificas en el CPM.

1.1.3. Presentacion clinicay factores pronoésticos
La mayoria de los pacientes presentan una enfermedad sintomatica en el
momento del diagnostico. Un 75% de los pacientes con CPM y entre un 50-60% de
pacientes con CPNM debutaran con una enfermedad metastasica (50). Ya se ha
mencionado que la supervivencia global del cancer de pulmén a los 5 afios no
supera el 15%, sin embargo, cuando se diagnostica en estadios iniciales como el
IA, la supervivencia a los 5 afios puede superar el 80%. Por el contrario, la
supervivencia es extremadamente desfavorable para los estadios IlIA, IlIB y IV
(13%, 7% y 1% respectivamente a los 5 afios) (51). Los factores prondsticos son
esenciales en el manejo de los pacientes con cancer de pulman. Es sobradamente
conocido que la supervivencia esta intensamente relacionada con el performance
status o estado general y con el estadio de la enfermedad al diagnéstico (52). Es
un dato constatado en la literatura, que la comparacién de las curvas de

supervivencia para cada estadio clinico revela un comportamiento mas agresivo y
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mas rapidamente progresivo en los estadios mas avanzados (22). La mayoria de
los pacientes diagnosticados de un cancer de pulmoén serdn tratados con
combinaciones de quimioterapia que incluyen el cisplatino y la respuesta estara
relacionada con el tipo de tumor y con las caracteristicas clinicas, tales como el
estadio, el performance status, el tipo de farmaco y la sensibilidad del paciente y

del tumor (53).

1.1.4. Principios basicos del tratamiento

Cancer de pulmén no microcitico:

El tratamiento de los estadios iniciales (I-1l), si las condiciones del paciente son
Optimas, es la cirugia. Para los pacientes con estadios | en los que esté
contraindicada una lobectomia o una segmentectomia, se recomienda la
radioterapia esteroataxica o la reseccion en cufia. La quimioterapia adyuvante con
esquemas con platino se recomienda tras la cirugia en los estadios Il. No se ha
demostrado la eficacia de la quimioterapia tras la cirugia en los estadios | y es
objeto de debate la administracion de quimioterapia postoperatoria en pacientes

con estadios | y tamafio tumoral superior a 4 cm (54).

EL tratamiento de los estadios Ill incluye la combinacion de quimioterapia,
radioterapia y cirugia. En pacientes con adenopatias mediastinicas y un estado
general 0 ECOG entre 0y 1 el tratamiento incluye la quimioterapia con un doblete
de platino, administrada de forma concomitante con radioterapia locorregional. El
tratamiento para pacientes con comorbilidades o ECOG 2 contempla también la
quimioterapia y la radioterapia pero administradas de forma secuencial. La cirugia
en este estadio no esta indicada como tratamiento Unico o de primera lineay,

aunque es debatible su papel, puede recomendarse dentro de la estrategia
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multimodal tras quimioterapia o quimiorradioterapia, en aquellos pacientes en

que pueda conseguirse una reseccion completa mediante una lobectomia (55).

El tratamiento de los estadios IV ha cambiado en los dltimos afios y se han
modificado algunos de los paradigmas del tratamiento de la enfermedad
avanzada. Aunque el tratamiento con quimioterapia basada en dobletes de
platino sigue siendo la base de la estrategia terapéutica del CPNM en estadio 1V,
en la actualidad, la histologia constituye un pilar basico en la seleccion del doblete
de platino. En la histologia de adenocarcinoma la incorporacion de la combinacion
de platino con pemetrexed seguida de un tratamiento de mantenimiento con
pemetrexed, constituye una de las opciones de eleccion como primera linea de la
enfermedad avanzada. De igual manera, el triplete que incluye la combinacion de
paclitaxel, carboplatino y bevacizumab, seguida de un mantenimiento con
bevacizumab, es otra de las estrategias de eleccidn en el tratamiento de primera
linea de los tumores con histologia no escamosa. La identificacion de las
mutaciones activadoras en el receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR) y del reordenamiento en el gen de la kinasa del linfoma anaplasico (ALK),
han producido un cambio en el tratamiento del ADC de pulmén. En estos dos
grupos de pacientes, varios ensayos aleatorizados han demostrado la superioridad
del tratamiento con inhibidores de la tirosina-quinasa de EGFR (TKI-EGFR) e
inhibidores de ALK frente al tratamiento convencional con quimioterapia (56). La
poblacion de nuestro estudio se sitlia en un periodo anterior a la introduccion de
todos estos cambios y en la mayoria de los pacientes con CPNM en estadio IV se

utilizaron combinaciones de platino cuyo criterio de seleccion no fue la histologia.

Cancer de pulmdén microcitico:

El cancer de pulmén microcitico (CPM) se suele diagnosticar en estadios

avanzados o localmente avanzado. El tratamiento de eleccion es la quimioterapia
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con el esqguema que combina Cisplatino y etop6sido. En los estadios localizados el
tratamiento incluye la quimioterapia con este esquema y la administracién
concomitante de radioterapia locorregional. En los pacientes que alcanzan una
respuesta parcial o completa con el tratamiento, esta indicada la administracion

de radioterapia holocraneal profilactica (57).

1.2. Estrés oxidativo

1.2.1. Concepto de estrés oxidativo y radicales Libres
Estrés oxidativo (EO) es un término ampliamente utilizado que hace referencia a
un desequilibrio entre la generacion de especies prooxidantes y la eliminacion de
las mismas mediante sistemas antioxidantes. Dicho equilibrio se encuentra
desplazado hacia la generacion de especies prooxidantes, bien por el aumento de
la produccion de estas especies o por la disminucién en los efectos protectores de
los sistemas antioxidantes. Cada una de las células del cuerpo humano mantiene
una condicién de homeostasis entre los elementos oxidantes y antioxidantes.
Ambos tipos de elementos son imprescindibles para el metabolismo, la

transduccion de sefiales y la regulacion de las funciones celulares (58).

Definimos como radical libre a aquella especie quimica que tiene uno o mas
electrones desapareados en su Ultima capa. Esta caracteristica le proporciona una

gran capacidad de reaccionar con la mayoria de las biomoléculas (59).

En la figura 2 se ilustra el proceso de la formacién y detoxificacion de las especies

reactivas del oxigeno (EROs) en las células eucariotas.
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Figura 2: Formacion y detoxificacion de la EROs

-Reaccidn 1: El radical superéxido (02°) se forma por un proceso de reduccion del oxigeno molecular
mediado por los sistemas enzimaticos Nicotinamida Adenina Dinucledtico Fosfatos Oxidasa
(NAD(P)H oxidasas), xantina oxidasa, etc. -Reaccion 2: El radical superdxido es transformado en
peroxido de hidrégeno (H,0,) por la enzima Superdxido Dismutasa (SOD).-Reaccidn 3: El peréxido de
hidrégeno es eliminado por la enzima glutation peroxidasa (GPx) que requiere el glutation (GSH)
como donante de electrones.-Reaccion 4: El glutation oxidado (GSSG) vuelve a reducirse a GSH a
través de la enzima glutatién reductasa (Gred) que utiliza el sistema NADPH como donante de
electrones.-Reaccion 5: algunos metales, como por ejemplo Fe?' pueden transformar el peréxido de
hidrégeno en el radical hidroxilo (HO)(Reaccion de Fenton).-Reaccion 6: El radical superdxido se

puede combinar con el 6xido nitrico (NO) para producir peroxinitrito (ONOO’).

En los apartados siguientes, se detallard cada enzima implicada tanto en la

produccién como en la proteccion frente al EO.

Tipos de Especies Reactivas

Radical superoxido (02): Es el radical mas abundante a pH fisiologico. En el
metabolismo aerobio el 1-2% del consumo total de oxigeno da lugar a la
formacion de anién superoxido. Es inestable y puede iniciar reacciones que den

lugar a otros intermediarios, a su vez muy reactivos. Tiene una vida media de
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algunos milisegundos y experimenta reacciones de dismutacién, donde a partir de

dos radicales superoxido se produce perédxido de hidrogeno (H,0,) y oxigeno (60).

Se forma como producto de muchas reacciones catalizadas enzimaticamente,
como en las reacciones de las deshidrogenasas flavoproteinicas: xantina
oxidorreductasa, aldehido oxidasa, purina oxidasa, entre otras, o en la cadena

respiratoria mitocondrial (59).

Peréxido de Hidrogeno (H,O,): No es un radical libre, pero su toxicidad es
importante. Atraviesa con facilidad las membranas celulares. Es un producto
estable en ausencia de catalizadores que promuevan su descomposicion. Muchas
enzimas producen H,0, a partir de oxigeno: superéxido dismutasa, glucosa
oxidasa, etc. (60). La enzima catalasa es la encargada de eliminar esta especie

reactiva, liberando agua en el proceso (59).

Ademas, el H,0, esta implicado en la regulacion de la transduccién de sefiales y
expresion de diversos genes a traves de los factores de transcripcion, NFKB1 y AP-
1. Ambos factores de transcripcién son capaces de inducir la transcripcion de
genes tales como la interleucina 2, el factor de necrosis tumoral a (TNFa),

antigenos del complejo mayor de histocompatiblidad y c-fos (61-63).

Radical hidroxilo (HO): Es la especie quimica mas reactiva que se conoce y por
tanto, més toxica. Tiene un vida media estimada de alrededor 10”° segundos(64).
Puede formarse in vivo a consecuencia de radiacion de alta energia (rayos X, rayos
y) que puede provocar la rotura homolitica del agua corporal. La luz UV no tiene
suficiente energia como para escindir una molécula de agua, pero puede dividir el

peroéxido de oxigeno en dos moléculas de radical hidroxilo.

Oxido nitrico (NO): El éxido nitrico tiene una gran importancia por su funcion

fisiolégica, ademas de ser considerado un intermediario toxico importante por su
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condicion de radical libre. Juega un papel fundamental en numerosos procesos
fisiol6gicos que incluyen la regulacion de la presion arterial, la neurotransmision y
los mecanismos de defensa (65). El 6xido nitrico tiene una vida media corta en
entornos acuosos. Se produce en varios tipos celulares mediante la enzima 6xido
nitrico sintasa (NOS). La superproduccion de especies reactivas del nitrégeno se
denomina estrés nitrosativo e induce efectos citotdxicos y mutagénicos. El estrés
nitrosativo puede dar lugar a reacciones de nitrosilacion que pueden alterar la

estructura de la proteina e inhibir sus funciones normales (59).

Peroxinitrito (ONOO"): No es un radical, pero si un intermediario oxidante que
puede protonarse y descomponerse con facilidad de modo que es altamente
reactivo (66). Es capaz de inducir la peroxidacion lipidica en lipoproteinas,
interferir con la sefializacién celular por nitracién de residuos tirosina, oxidar
grupos tioles y guanosinas, degradar carbohidratos y fragmentar el ADN, por lo

que es un importante mediador del proceso aterogénico (67, 68).

Efectos de los Radicales Libres

La accién de los radicales libres viene determinada, por una parte, por su
reactividad quimica, y por otra parte, por la disponibilidad de un sustrato
susceptible en la proximidad donde se produce el radical libre. La acumulacién de
compuestos alterados por el resultado de la reaccion del radical libre es a menudo
la explicacién de efectos a largo plazo, los cuales son dificilmente demostrables
como relacion causa-efecto de la reaccién de los radicales libres; pero las
reacciones de los radicales libres provocan unos productos cuyo efecto es

acumulativo.

La oxidacion se produce en las cuatro biomoléculas principales: lipidos, glucidos,

acidos nucleicos y proteinas. Los radicales libres pueden reaccionar con estas
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biomoléculas y son capaces de oxidarlas causando pérdida de su funcion,

acumulacién de moléculas oxidadas, mutaciones, etc.
Dafio oxidativo a proteinas:

Todos los aminoacidos presentes en las proteinas tienen residuos susceptibles de
ser atacados por radicales libres, sobre todo por el radical hidroxilo (69). Dentro
de los aminoécidos fisioldgicos, la tirosina, la fenilalanina, el tript6fano, la
histidina, la metionina y la cisteina son los que mas procesos oxidativos sufren
(70). Esta oxidacién puede dar lugar a un cambio conformacional de la proteinay,
por tanto, a una pérdida o modificacion de su funcién bioldgica. El dafio oxidativo
suele ser irreversible y puede conducir a desnaturalizacion de la proteina. Se ha
propuesto que la oxidacion de enzimas mediada por radicales libres es un paso de

marcaje dentro del recambio proteico (69).
Dafio oxidativo a los lipidos:

La accion de los radicales libres de oxigeno sobre los lipidos tiene lugar
fundamentalmente sobre los acidos grasos poliinsaturados (71), provocando su
peroxidacion. El resultado de esta peroxidacion es la pérdida de la flexibilidad y de
las funciones secretoras, asi como la ruptura de los gradientes ionicos
transmembrana. El proceso de perioxidacién lipidica comienza cuando un radical
libre oxida a un carbono de la cadena alifatica de un acido graso, se desprende un
atomo de hidrégeno y se forma un radical alquilico (72). Este radical reacciona con
el O, y forma un radical peroxido. Los radicales peroxido pueden reaccionar con
las cadenas laterales de otros acidos grasos poliinsaturados adyacentes, con lo
gue se propaga la reaccion en cadena radicalaria (73). De esta manera, un solo
ataque por un radical libre da lugar a la formacion de un gran nimero de
productos de oxidacién, sobre todo aldehidos (73). Muchos de los aldehidos

formados reaccionan rapidamente con los componentes celulares y causan
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mutaciones en el DNA, asi como dafios estructurales y funcionales al reaccionar
con proteinas (72). La peroxidacion lipidica se considera como un factor muy

importante en el envejecimiento de las células aerobicas (74).
Dafio oxidativo a los glacidos:

Los radicales libres atacan a los glucidos de distintas formas. Los monos y
disacaridos resisten a la accién de las EROs. La glucosa constituye un captador del
radical superéxido al retenerlo e impedir su accién sobre otras moléculas. La
manosa y el manitol son capaces de eliminar el radical hidroxilo. Por ello, se ha
observado que diversos polisacaridos actian como agentes protectores celulares
(75). Sin embargo, los polisacaridos son despolimerizados por los radicales libres.
Esta accién provoca la pérdida de la funcion estructural de los mismos y da lugar a

procesos degenerativos (76).
Dafio oxidativo al ADN:

Los acidos nucleicos también son susceptibles de sufrir los efectos del estrés
oxidativo en todos sus componentes. El oxigeno es capaz de adicionarse a las
bases nitrogenadas del ADN y formar el radical peroxil. Las posteriores reacciones
de estas especies radicalarias en el ADN dan lugar a un gran namero de
productos. El nimero de bases diferentes modificadas encontradas en el ADN tras
un ataque oxidativo supera la veintena. La alteracion mas frecuente que se
observa es la oxidacion de la base guanosina, produciendo 8-hidroxi-
2’deoxiguanosina. Su importancia reside en su poder mutagénico, ya que durante
la replicacion, producira transversiones del nucleétido timina por citosina (77). En
consecuencia, cuando tiene lugar la replicacion del ADN dafiado o cuando un ADN
daflado se repara de manera incorrecta, se origina una mutacién (78, 79). Por ello

las lesiones oxidativas del ADN parecen estar implicadas en el envejecimiento

33



celular, en la patogénesis de las enfermedades asociadas a la edad avanzada y en

el cancer.
Dafio oxidativo en el citosol:

El glutation es un tripéptido que desempefia diversas funciones metabdlicas de
gran importancia, sobre todo relacionadas con la proteccion antioxidante de las
células. El grupo activo es el sulfhidrilo del residuo de cisteina, por lo que el
glutation puede ejercer su papel protector cuando se presenta en su forma
reducida (GSH). Dos moléculas de GSH pueden oxidarse cediendo un electrén
cada una y combinandose entre si para dar lugar a la forma oxidada (GSSG). Por
ello, un indicador del estrés oxidativo es el aumento de la concentracion de
glutation oxidado con la consiguiente alteracién del estado redox del glutatién,

aumento del cociente GSSG/GSH y disminucion del glutatién total (80).

1.2.2. Sistemas protectores y productores de estrés oxidativo

Sistemas protectores frente al estrés oxidativo

Los seres vivos han desarrollado una serie de mecanismos antioxidantes
disefiados para protegerse de la accién de los radicales libres. En este estudio no
abordaremos el andlisis de los sistemas protectores, pero nos parece adecuado
mencionar brevemente las caracteristicas de estos sistemas. Estos pueden

clasificarse en 3 grandes grupos:

1. Sistemas de defensa enzimdticos: se trata de un mecanismo
intracelular que elimina las EROs una vez formadas y repara sus
defectos.

2. Sistemas captadores de EROs: enlentecen considerablemente las

reacciones de oxidacibn en cadena o atrapan a las EROs
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transforméndolas en otras sustancias menos agresivas y recuperan
proteinas oxidadas previamente.

3. Quelantes de metales de transicion: son moléculas que captan el
hierro (ferritina y transferrina) y el cobre (ceruloplasmina) e impiden
gue estos metales actien como catalizadores de las reacciones de

Fenton.

Sistemas de defensas enzimaticas

Superoxido Dismutasa (SOD): La superéxido dismutasa representa la primera linea
de defensa. Cataliza la reaccién de destruccion de los radicales superoxido
mediante su transformacion en peréxido de hidrégeno que, a su vez, puede ser

destruido por las actividades de la catalasa o de la glutation peroxidasa (81).

Catalasa (CAT): Es una enzima tetramérica. Constituye una de las enzimas mas
eficaces, tanto que no puede ser saturada por H,O, a ninguna concentracién y
cataliza su conversion a H,0 y O, para proteger a las células del H,0, que se

genera en su interior.

8-oxoguanina glicosilasa 1 (OGGL1): Es una enzima reparadora del ADN. La OGG1
es la enzima responsable de la escision de 8-oxo-dG, la base mutagénica méas
abundante derivada del ataque oxidativo al ADN y considerada como el

biomarcador del dafio oxidativo en el ADN (82).

Sistemas captadores de especies reactivas

Sistema Glutation: El glutation (GSH) representa el principal antioxidante
intracelular de bajo peso molecular responsable del estado redox. Es el tiol no
proteico mas abundante en las células de mamiferos. Fue descubierto por
Hopkins en 1921 y esta constituido por 3 aminodacidos: acido glutamico, cisteina y

glicina. EI GSH se puede encontrar en 2 formas segin su estado de Oxido-
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reduccion: como glutation reducido (GSH) o como glutation oxidado (GSSG). Gran
parte de sus funciones se deben a la presencia del grupo tiélico reducido que le
confiere la cisteina, el cual promueve su estabilidad intracelular. EI GSH
desempefia numerosas e importantes funciones metabdlicas. Una de ellas es la de
proteger a la célula frente a los radicales libres, los perdxidos y otros compuestos
toxicos, asi como proteger frente al efecto nocivo del las radiaciones. El GSH
puede reaccionar directamente con los radicales libres, sin intervencion
enzimatica alguna y detoxificarlos, o bien puede reducir los perdxidos formados

por medio de la glutatién peroxidasa (83).

Sistema Tiorredoxina: El sistema tiorredoxina estd constituido por dos
tiorredoxinas (TRX) y varias tiorredoxina reductasas (TRXR) que se encuentran en
diferentes localizaciones celulares y subcelulares. Este sistema participa en una
amplia gama de funciones dentro de la célula, incluidas la proteccion contra el EO,
la sintesis de precursores de ADN, la regulacién de la proliferacion celular y
diferenciacion, el control de la apoptosis, la modulacion del sistema inmunoldgico,
el control redox de la actividad de los factores de transcripcién y la promocion del

desarrollo del cancer (84-86).

Sistemas productores de estrés oxidativo

Los radicales libres se forman en numerosos procesos celulares, tales como el
transporte de electrones a lo largo de la cadena respiratoria, la activacion de los
leucocitos, la activacion de los leucocitos, reacciones enzimaticas (como la
catalizada por la xantina oxidorreductasa) y en el metabolismo de xenobiéticos.
Un compuesto se puede transformar en un radical libre de diferentes formas:
ganando un electron, perdiendo un electron o por fusion homolitica simétrica de

una union covalente.
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Los radicales libres, aparte de las fuentes enddgenas descritas anteriormente,
pueden también proceder de fuentes externas. Con la dieta se ingieren muchos
compuestos de naturaleza prooxidante, y también constituyen una fuente de

EROs el humo de tabaco, la polucién ambiental, el ozono, etc. (87, 88).

Pese a que los radicales libres provienen de fuentes exdgenas y enddgenas, en
este estudio s6lo nos centraremos en las fuentes enddgenas y concretamente en
las producidas por: la nicotinamida adenina dinucleodtido fosfato oxidasa, la

xantina oxidorreductasa y la 6xido nitrico sintasa.

Nicotinamida Adenina Dinucleétido Fosfato Oxidasa (NAD(P)H oxidasa)

La enzima NAD(P)H oxidasa (NOX) presente en la membrana plasmatica de
distintos tipos celulares, entre ellos en las células fagociticas donde se caracterizd
por primera vez, es una importante fuente bioldgica de producciéon de EROs. La
familia de proteinas NOX produce EROs mediante un proceso enzimatico NAPH-
dependiente, en el que la reduccién de un o dos electrones de oxigeno, da lugar al
radical superéxido (0O2) o al radical peréxido de oxigeno (H,0,) a través de las

membranas biol6gicas (89).

En mamiferos se han descrito 7 isoformas de NOX con capacidad para generar
ROS: la produccién (H,0,) es exclusiva de NOX4 y de las oxidasas duales (DUOX-1
y 2). El resto de subunidades de la familia (NOX1-3 y NOX5) producen radical
superoxido (90, 91). Estos radicales libres de oxigeno pueden dafiar a la propia

célula que los origina y a las préximas.

La primera identificacién de una proteina de la familia NOX fue consecuencia del
descubrimiento de que una mutacién en el complejo gp91"™ (renombrado como

NOX2) era la responsable de un Sindrome ligado a X, caracterizado por la
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incapacidad de los leucocitos para destruir bacterias y hongos en pacientes
jévenes. Las mutaciones en el complejo NOX2 producen una disminucion de la
produccion de ROS por los leucocitos y constituyen la causa subyacente de la
enfermedad granulomatosa crénica en la que los fagocitos fracasan en la
destruccion de los agentes patdgenos que han sido fagocitados (92-94). La
actividad de NOX2 estd ligada a la interaccién especifica con una serie de
proteinas; la funcidn oxidasa depende de la unién a la proteina de membrana
p22°" que permitira el anclaje de NOX2 a la membrana plasmética. Resulta
esencial para la regulacion de la actividad oxidasa de NOX2 el reclutamiento de
diversas proteinas citosélicas que incluyen p47™™ (Factor Citoslico 1 de
Neutréfilos-NCF1), p40P™* (Factor Citosdlico 4 de Neutréfilos-NCF4), p67°"™
(Factor Citosolico 2 de Neutrdéfilos-NCF2) y la proteina Rac (Ras-related C3
Botulinum Toxin Substrate) (95).

Inicialmente, se consider6 que el sistema NOX estaba s6lo presente en los
fagocitos para proteger al huésped frente a los organismos patégenos. Hoy
sabemos que las células no-fagociticas también expresan subunidades de NOX,
aunqgue la expresion de cada tipo de subunidad esta restringida por el tipo de

tejido y el contexto celular (96, 97).

NOX1 se expresa en el epitelio del colon, tanto maligno como normal, y se ha
identificado en bajos niveles en el musculo liso del sistema vascular y en otros
tejidos normales (98). NOX3 se expresa en las células epiteliales sensoriales de la
coclea y el vestibulo del oido interno y se ha relacionado con la génesis del
sistema de otolitos y con la percepcion de la gravedad y el equilibrio (99, 100).
NOX4 se expresa en las células del tibulo distal de la corteza renal y en las células
endoteliales. También se han demostrado niveles bajos de expresién en los
adipocitos, el muasculo esquelético, los cardiomiocitos, el cerebro y el epitelio de

las vias aéreas. Se ha detectado, asimismo, expresion de NOX4 en tumores de
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ovario, rifion, cerebro y melanoma maligno (95, 101-103). NOX5 se expresa
fundamentalmente en los espermatozoides, el musculo liso uterino y en las areas
ricas en linfocitos del bazo y los ganglios linfaticos que contienen linfocitos B
maduros y linfocitos T respectivamente. Su expresién se ha objetivado también en
el ovario, la placenta y los fibroblastos cardiacos. Se han constatado niveles
elevados de NOX 5 en algunos tumores y lineas celulares de cancer de mama, en
esofago de Barret, en algunos tipos de leucemia, en cancer de préstata y en
melanoma (95, 98, 104-107). DUOX1 es patente en las células epiteliales de las
vias aéreas donde, de forma relevante, se encuentra implicada en la defensa del
huésped (108), y en el tiroides donde DUOX1 genera H,0,, que es esencial para la
sintesis de hormonas tiroideas (109). En general, la expresion de DUOX1 en
tumores humanos es uniformemente baja (98). DUOX2 se describio inicialmente
como una enzima productora de H,O, en el tiroides y tiene un papel esencial en la
sintesis de hormonas tiroideas (110). Aunque no hay muchos estudios que
evallen sus niveles de expresién en tumores, se ha evaluado su expresiéon en

tumores de pulmon, tiroides, colon y pancreas (95, 111-113).
Xantina Oxidorreductasa

La xantina oxidorreductasa (XOR), también conocida como xantina
deshidrogenasa (XDH) es una enzima muy versatil que se encuentra ampliamente
distribuida en la naturaleza (desde las bacterias hasta el hombre). Cataliza la
oxidacion de muchos substratos, bien sean end6genos como las purinas o
exdgenos como el etanol. La principal funcién a nivel fisiologico es la oxidacién de
la hipoxantina y de la xantina a &cido Urico. Este es el producto final del
catabolismo de la bases puricas en algunos primates y en el hombre (114). La XDH
es una de las dos formas de XOR; la otra es la xantina oxidasa (XO), la cual deriva
de la XDH a través de cambios post-traslacionales (114). En humanos, la XO se

presenta normalmente como XDH y completa su via metabdlica mediante el uso
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de NAD" como aceptor de electrones. Bajo condiciones patoldgicas, como la
isquemia y la inflamacion, la XDH se convierte en XO y utiliza el oxigeno como un
aceptor de electrones (115). Cuando se libera la XO de los tejidos dafiados, puede
proseguir dafiando el epitelio, el endotelio vascular y otras areas cercanas (116).
El nivel de actividad de la XO aumenta bajo condiciones patol6gicas cuando lo
comparamos con individuos sanos normales (115). La oxidacion de
hipoxantina/xantina y la reduccién de nitrato/nitrito por la XOR conduce a la
produccion de EROs (114), situacion que, como venimos documentado, se halla

implicada en mas de 150 situaciones patoldgicas en el ser humano (73).
Oxido Nitrico Sintasa

Previamente hemos definido el 6xido nitrico (NO) como un radical libre que se
encuentra implicado en numerosos procesos fisioldgicos y patoldgicos, que
incluyen la vasodilatacion, la neurotransmision, la inmunidad y la carcinogénesis.
El NO estd compuesto por atomos de nitrdgeno y oxigeno que se unen
covalentemente para formar una molécula diatémica. EI NO es un gas soluble en
agua y lipidos, que contiene un electron desapareado, lo que lo convierte en una
molécula altamente reactiva que participa en multitud de reacciones quimicas. En
general, el NO es un radical libre relativamente estable que difunde con facilidad
desde el lugar de produccién, a través de las membranas celular e interacciona
con dianas sin la necesidad de transportadores o receptores especificos (117,

118).

ElI NO se sintetiza a partir la L-arginina en una reaccion catalizada por la familia de
enzimas intracelulares denominadas 6xido nitrico sintasas (NOS), en presencia de
oxigeno y de la forma reducida de NADPH. La enzima NOS existe en forma de 3
isoformas: NOS neuronal (NNOS/NOS1), NOS inducible (iNOS/NOS2) y NOS
endotelial (eNOS/NOS3) (119). Las isoformas nNOS y eNOS estan
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constitutivamente expresadas en distintos tipos celulares que incluyen el
endotelio, las plaquetas y las neuronas (120). Sin embargo, iNOS no se expresa
en células en reposo, pero posee la capacidad de expresarse rapidamente como
respuesta a estimulos pro-inflamatorios como citoquinas o el factor inducible de

hipoxia 1 (HIF-1) (121).

1.3. Estrés oxidativoy cancer de pulmon

Cuando se produce un desequilibrio entre sustancias prooxidantes y antioxidantes
a favor de las primeras, el resultado es un dafio oxidativo, que como ya hemos
visto anteriormente, puede afectar a diversas moléculas y puede reflejarse en la
alteracion de sus funciones fisioldgicas (122, 123). El EO se ha descrito en muchas
condiciones patolégicas y se le atribuye un papel en el inicio, la promocion y la

progresion del proceso de carcinogénesis (124).

Los pulmones, debido a su relacion con el medioambiente, son &rganos
susceptibles de sufrir dafios por oxidantes exdgenos como la contaminacion del
entorno y por EROs enddgenas generadas por células inflamatorias. Sin embargo,
los mecanismos mediante los cuales los oxidantes ejercen sus efectos nocivos
sobre los pulmones siguen siendo objeto de debate (125). EI humo del tabaco
representa la causa fundamental del cancer de pulmén aunque variables
genéticas puedan influir sobre el riesgo individual. El humo del tabaco induce una
inflamacién crénica en la via aérea con acumulacién y activacién de leucocitos que
producen concentraciones elevadas de EROs y NO. El dafio ejercido por el NO es
consecuencia de su reaccion con las EROs, de la modificacion de la funcién de las

proteinas por procesos de nitracion o por inducir dafios en el ADN. Los pacientes
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con cancer de pulmén presentan niveles elevados en suero de proteinas nitradas
lo que sustenta la presencia de EO y estrés nitrosativo (126). Los estudios de
inmunohistoquimia en tumores de pulmén demuestran una mayor expresion de
proteinas nitradas en el tumor con respecto a los tejidos no tumorales (124). Los
niveles de NO determinaran sus efectos bioldgicos que incluyen la angiogénesis,
eritropoyesis y glicolisis (127). En presencia de niveles bajos de NO se producira
activacion del factor inducible de hipoxia-la (HIF-1a); sin embargo, niveles
elevados de NO produciran inactivacion del gen p53 (128). Un 90% de los tumores
de pulmén presentan alteraciones en p53, pero la inactivacion de p53 por
procesos de nitracion podria también contribuir a la carcinogénesis. La nitracion
de otras proteinas como hnRNPK o la anexina Ill asociadas al cancer de pulmon,
dara lugar a un incremento de la proliferacién celular y del crecimiento
incontrolado (129, 130). Por tanto, el NO tiene diversos efectos sobre la
angiogénesis, la glicolisis, la actividad de p53 y las vias de crecimiento celular, y
esto permitira que se genere un microambiente que puede iniciar la

tumorogénesis y promover la heterogeneidad y las metéstasis.

La exposicion prolongada al tabaco también da lugar a una disminucion de la

concentracion de numerosos antioxidantes (131).

Ademas del tabaco, como ya hemos expuesto, existe una gran variedad de t6xicos
como el asbesto, los hidrocarburos policiclicos arématicos, el arsénico y las
emisiones de diesel, que han sido identificados como causas potenciales del
cancer de pulmén (132). Algunos de estos carcindgenos reaccionan
covalentemente con el ADN para producir dafio oxidativo y producen roturas en
el ADN (132). Estos carcindgenos también pueden producir respuestas patoldgicas
en el pulmén mediante la activacién de vias de sefializacion. De hecho, los

contaminantes del aire y las EROs pueden activar la via de sefializacion MAPK que
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finalmente producira inflamacion (59). El EO no sélo interviene en el proceso de

carcinogénesis.

Se ha relacionado también el nivel de EO con el pronéstico y el tratamiento.
Algunos estudios sugieren que los estadios avanzados de cancer de pulmoén
exhiben un nivel de EO mas elevado que los estadios iniciales y esto contribuiria a
explicar la baja supervivencia en la enfermedad avanzada (133, 134). En esta
linea, algunos trabajos muestran que la expresion en el tumor de niveles elevados
de enzimas como la XDH, relacionadas con la produccién de radicales libres se
asocia a una peor supervivencia (115). Otros estudios no han sido capaces de
corroborar este hallazgo (135). Existe también una evidencia creciente que
sugiere que la produccién de EROs por las distintas subunidades de la familia NOX
esta relacionada con la proliferacién y con la capacidad invasiva de distintos
tumores malignos (136, 137). La expresion de NOX puede ser crucial en el
desarrollo de un microambiente oxidativo donde la produccién de EROs genere
sefiales proangiogénicas que favorezcan la replicacién del tumor y las metastasis

(95, 138).

Los tratamientos utilizados para el cancer de pulmoén, como la cirugia, la
quimioterapia y la radioterapia, causan fenémenos inflamatorios locales crénicos
y EO. Estos efectos producen consecuencias deletéreas sobre la funcion
cardiopulmonar del paciente, que dependeran de la reserva funcional de cada
individuo y de las comorbilidades asociadas (59). En mayor medida que en otro
tipo de tumores, este aspecto en particular, puede afectar negativamente al
prondstico y la supervivencia de los pacientes al limitar el uso y la adherencia a

tratamientos 6ptimos administrados con intencion curativa.

Uno de los farmacos mas activo y mas ampliamente utilizado en el tratamiento

del cancer de pulmon es el cisplatino. El cisplatino genera EROs (139) que pueden
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producir dafio tisular extenso mediante su interaccibn con todas las
macromoléculas biolégicas, como los lipidos, las proteinas y los acidos nucleicos.
Esta interaccion da lugar a la formacion de sustancias oxidadas como el
malondialdehido (MDA) que es el producto de la perioxidacién de la membrana
lipidica (140-142). Las combinaciones de quimioterapia con cisplatino inducen una
disminucion de los niveles plasmaticos de antioxidantes que pueden ser
consecuencia de un fracaso de los mecanismos de defensa antioxidantes o de un
consumo de los mismos frente al dafio oxidativo (143). Varios estudios muestran
niveles elevados de MDA en pacientes con cancer de pulmén y confirman un
aumento de la peroxidacion lipidica en estadios avanzados (133, 144). Tras la
quimioterapia también se observa aumento de los niveles de nitritos y

disminucion de los niveles de superdxido dismutasa (SOD) y glutation (GSH) (133).

1.4. Importancia del estudio de las variables genéticas
del paciente con cancer de pulmoén: impacto en el
riesgo, el prondostico y la eficacia de los

tratamientos.

Es frecuente observar una gran variabilidad entre individuos, tanto en la
susceptibilidad para desarrollar un cancer de pulmén como en la supervivencia y
en la tasa de respuesta al tratamiento antitumoral. Estas diferencias se explican
por numerosos factores relacionados con el paciente y con el tumor. Estos
factores, como ya hemos mencionado al inicio de esta introduccion, incluyen
aspectos tan diversos como el estadio tumoral, la raza, la edad, el género, los
habitos tdxicos, la funcién renal o hepética, o las medicaciones concomitantes. En

numerosos casos, los factores genéticos han demostrado ser responsables en un
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20-95% de la variabilidad en el riesgo, el pronéstico y la respuesta a los

tratamientos (145).

Existen diversas estrategias de aproximacion al estudio de las variables genéticas
de los individuos. Una de las contribuciones méas importantes de la secuenciacion
del genoma humano ha sido la caracterizacion e identificacion de millones de loci
polimorficos distribuidos a lo largo de los 3250 millones de nucleétidos que

constituyen nuestro genoma.

Un polimorfismo se define como una variante genética que aparece al menos en

el 1% de los cromosomas de la poblacién. Estas variables pueden estar localizadas
en cualquier region de un gen o en regiones intergénicas. Las variantes localizadas
en un gen pueden inducir cambios en la proteina o en el patrén de expresion del
gen. Asi, variaciones en la region 5’ no traducida (UTR, del inglés untranslated
region) puede alterar los niveles de expresién, mientras que cambios en 3'UTR
pueden afectar al transporte, estabilidad y vida media del ARNm. Cuando las
variaciones se localizan en un exén pueden generar una alteracion en la secuencia
del coddn de forma que, éste siga codificando el mismo aminoacido, cambio
sinbnimo, o que el codon pase a codificar un aminoécido diferente, cambio no
sinbnimo, o un aminodacido terminador, una parada en la secuencia, 0 un cambio
en la pauta de lectura de la secuencia. Todos estos polimorfismos, excepto el
cambio sindnimo, producirian una secuencia proteica alterada y como

consecuencia, un mayor o menor grado de alteracion de su funcion biolégica.

Los polimorfismos de un solo nucledtico (SNPs, del inglés single nucleotide
polymorphisms) se encuentran distribuidos en el genoma con una frecuencia
media estimada de un SNP por cada 250-300 nucledtidos. Se calcula que existen
11,5 millones de SNPs distribuidos a lo largo del genoma humano, lo que

corresponde aproximadamente a un 0,35% del total de nucleétidos.
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La singularidad genética del individuo puede determinar su susceptibilidad a
padecer un cancer de pulmon. La historia familiar esta sélidamente asociada con
un incremento en el riesgo de padecer cancer de pulmén. Un meta-analisis de 41
estudios de casos y controles revel6 que la existencia de una historia familiar
positiva de cancer de pulmén estaba asociada a un riesgo 1,7 veces mayor de
padecer cancer de pulmén. Los primeros estudios epidemioldgicos en sangre
sobre variaciones en la linea germinal relacionadas con el riesgo de cancer de
pulmon se iniciaron mediante el estudio de variantes genéticas (SNPs) en genes
candidatos que codificaban enzimas de vias metabdlicas especificas. Se realizaron
estudios poblacionales que se centraron en las vias del metabolismo de
carcindgenos (146), la reparacion del DNA (147-149), y la inflamacion (150). En
general los resultados de estos estudios han sido dispares, y existe poca
concordancia entre las distintas poblaciones analizadas y las asociaciones con los
SNPs de los genes seleccionados. Recientemente, se han llevado a cabo estudios
de asociacién del genoma completo (GWAS, en inglés genome-wide association
studies) y el resultado de 4 de estos estudios coincide en la identificacion de una
region en el brazo largo del cromosoma 15 (150925-25.1) (151-154). Aquellos
individuos que presentaban al menos una variante alélica de un SNP en esta
region (rs8034191) en el gen del receptor de la acetilcolina (variante presente en
un tercio de la poblacion del estudio) exhibieron un riesgo de desarrollar cancer
de pulmon 1,3 veces superior a la poblacion con el alelo mayor o consenso (152-
154).

Las variantes genéticas de un individuo también pueden tener impacto en la
supervivencia y en la respuesta a los tratamientos. Una de las vias més estudiada
en el cancer de pulmén ha sido la via de reparacion del ADN. El cisplatino es un
farmaco clave en la quimioterapia del cancer de pulmén. Ejerce su efecto

citotéxico mediante la generacion de aductos con el ADN, que conducen a la
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distorsion grosera del ADN, la desestabilizacion de la doble hélice, la inhibicion de
la replicacién del ADN, de la transcripcion y finalmente a la muerte de la célula
tumoral. Tedricamente, la presencia de polimorfismos en los genes de reparacion
del ADN podria relacionarse con el pronéstico del cancer de pulmén de dos
maneras opuestas. Los polimorfismos que conllevan una reparacion deficiente del
ADN se asociarian a un comportamiento tumoral mas agresivo aungue, por otra
parte, estos mismos polimorfismos podrian determinar una respuesta favorable a
la quimioterapia con platino mediante una pobre eliminacién de los aductos de
ADN (155). El estudio de polimorfismos en genes de reparacion del DNA (ERCCL,
XRCC1, XPG, XPD) y su relacion con el prondstico, con la respuesta y con la
toxicidad a los tratamientos han sido analizados en el cancer de pulmén no
microcitico frecuentemente, aunque con resultados discordantes (155-162).
También se han realizado analisis de polimorfismos de genes implicados en otras
vias metabdlicas, como polimorfismos en citidina deaminasa (CDA) y su relacién
con la respuesta a gemcitabina (163), polimorfismos en el gen de la uridin
difosfato-glucuronosiltransferasa 1A (UGT1A) y su relacion con la toxicidad a
irinotecan (164), polimorfismos en CASP7 (miembro de la familia de las proteinas
acido cisteina-aspartatico) (165) o en la proteina G (RGS del inglés the regulator of
G-protein signaling pathway) (166) y su relacion con la supervivencia de pacientes
con CPNM. En definitiva, existen nimeros estudios de analisis de polimorfismos
en genes implicados en diferentes vias de sefializacion cuyo objetivo es explicar
las diferencias entre individuos en términos de riesgo, pronostico y respuesta a los

tratamientos.
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1.5. Polimorfismos en genes relacionados con el estrés

oxidativo en el cancer de pulmon

Ha quedado patente por lo anteriormente expuesto que el EO puede intervenir,
no sélo en el proceso de carcinogénesis del cancer de pulmén, sino también en el

prondstico y en los resultados del tratamiento.

Una célula tumoral esta sometida a un estrés oxidativo elevado y persistente
porque existen niveles elevados de produccién intracelular de EROs. En
condiciones normales los niveles intracelulares de EROs se mantienen con la
ayuda de antioxidantes enddgenos como las enzimas superdxido dismutasa,
catalasas y glutation peroxidasa, 0 mediante antioxidantes tiolicos no enzimaticos
como glutation y tiorredoxina (167). En procesos como el cancer este equilibrio se

rompe.

Ya hemos mencionado que los sistemas enziméaticos esenciales en la produccion
de EROs incluyen la xantina oxido reductasa XOR, también conocida como xantina
deshidrogenasa (XDH), las ciclooxigenasas, las lipooxigenasas, la citocromo P450-

oxidasa, las éxido nitrico sintasas (NOS) y las NADPH oxidasas.

La figura 3 representa los sistemas enzimaticos implicados en la produccién de

EROs.
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Figura 3: Sistemas enzimaticos implicados en la produccién de EROs
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La presencia de alteraciones funcionales o cambios en la expresion de los genes

relacionados con el EO puede estar modulada por una variabilidad genética

heredada asociada a polimorfismos y es razonable que estas alteraciones estén

implicadas en la génesis y evolucién del cancer de pulmén.

No existen muchos trabajos que aborden el andlisis conjunto de estos genes

relacionados con el EO y lo relacionen con el prondéstico y la respuesta a los

tratamientos en el cancer de pulmon.

Revisaremos a continuacion los datos mas relevantes acerca de la relacién de los

polimorfismos en genes relacionados con EO con la susceptibilidad,

tratamiento y el prondstico en cancer de pulmén.
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1.5.1. Asociaciéon entre los polimorfismos en genes
relacionados con el estrés oxidativo y la susceptibilidad
al cancer de pulmon

La susceptibilidad de desarrollar un cancer de pulmén se asocia a una
predisposicion individual que puede ser consecuencia de la existencia de
polimorfismos en genes que codifican para enzimas implicadas en el EO.
Numerosos estudios han intentado demostrar esta asociacion aungue los

resultados han sido dispares.

El sistema enzimatico del cromosoma P450 pertenece a la gran superfamilia de
genes monooxigenasa. Existen 4 familias de citocromos P450 relacionadas con el
metabolismo oxidativo de sustacias xenobiéticas en las células de los tejidos
pulmonares (CYP1-4). La mayoria de los datos relativos al papel de los
polimorfismos en los genes CYP en relacion al riesgo de desarrollar un cancer de
pulmaén se han identificado en los citocromos pertenecientes a las familias CYP 1y
2 (168). Un andlisis combinado realizado con 2451 casos de cancer de pulmén y
3358 controles sanos, mostrd6 una clara asociacion entre el genotipo
CYPA1*2A/*2A y el riesgo de cancer de pulmén en poblacién caucasica (169).
CYP2A6 ha demostrado ser una enzima clave en el metabolismo oxidativo de la
nicotina y se postula que su ausencia podria reducir el riesgo de cancer de
pulmén. De hecho, los individuos homocigotos o heterocigotos para alelos
mutados o deleccionados de CYP2A6, demostraron un riesgo significativamente
inferior de cancer de pulmon en un estudio japonés (170). Este resultado no se

pudo confirmar en poblacion europea (171).

La NAD(P)H: quinona oxidorreductasa (NQOL) es una flavoproteina citosolica que
se relaciona con el metabolismo de los carcinégenos relacionados con el humo del
tabaco. La asociacion entre polimorfismos en NQOL y el riesgo de cancer de

pulmén ha sido evaluada en distintos estudios con resultados heterogéneos. El
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efecto de los polimorfismos de NQOL1 en la susceptibilidad al cancer de pulmon se

modifica por los hébitos individuales de exposicién al tabaco (172).

La mieloperoxidasa (MPO) es una enzima lisosomal que convierte el bezo(a)pireno
en un metabolito altamente carcindgeno (bezo(a)pireno 7,8-diol-9,10 epoxido).
También activa los carcinégenos derivados del humo del tabaco e induce la
formacion enddgena de radicales libres. Los polimorfismos en el gen de la MPO
parecen contribuir a la modulacién del riesgo global de cancer de pulmdén, aunque

no todos los estudios muestran resultados concordantes (168).

La super-familia de enzimas glutation S-transferasas (GSTs) cataliza la
detoxificacion de un amplio nimero de sustratos y tiene un papel importante en
la fase Il de la biotransformacion de sustancias xenobidticas. La detoxificacion se
consigue mediante la conjugacién de las sustancias xenobiéticas con el glutation,
lo que facilita la neutralizacion de su centro electrofilico con su grupo —SH. Las
sustancias xenobioticas conjugadas son mas faciles de eliminar. La mayoria de los
datos sobre polimorfismos en los genes de GST y de su asociacién con la
susceptibilidad individual para el cancer de pulmén proceden de la identificacion
de polimorfismos en la isoforma GSTM1. Su papel en el desarrollo del cancer de
pulmoén ha sido demostrado en varios trabajos (173-175). La cantidad de tabaco
acumulada tiene impacto sobre el riesgo de cancer de pulmén asociado a los

polimorfismos en GSTs (176).

Las enzimas glutation peroxidasas (GPx) pertenecen al grupo de las
selenoproteinas. Se han descrito 4 formas de GPx. Solo se han realizado estudios
para evaluar el riesgo de cancer de pulmdn en una de las formas de GPx. Se trata
de la glutation peroxidasa citosélica (GPx1, cGPx). GPx1 es una de las enzimas méas
importantes en la proteccion frente al EO. Se ha descrito un polimorfismo

(Pro198Leu) en el gen que codifica para esta enzima (hGPx1). Los individuos
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portadores de al menos uno de los alelos 198Leu, presentan una mayor
susceptibilidad al cancer de pulmén inducido por el EO, ya que en estos individuos
se ha objetivado niveles elevados del radical libre 8-hidroxi-2’-deoxiguanosina (8-

OHdG) (177).

1.5.2. Asociacion entre los polimorfismos en genes
relacionados con el estrés oxidativo y la respuesta al
tratamiento en cancer de pulmon

El aumento de la capacidad antioxidante es un mecanismo que esta implicado en
la resistencia a los tratamientos frente al cancer (178, 179). Existen pocos trabajos
dirigidos a estudiar la influencia de polimorfismos en genes relacionados con el

estrés oxidativo en la respuesta a los tratamientos en el cancer de pulmon.

En el &mbito del cancer, el NO puede tener un efecto dual, citoprotector o
citotdxico en funcién de su concentracién (180). La sobreexpresion de NOS2
aumenta la respuesta a la radioterapia en el cancer colorrectal a través de la
activacion de la via p53 y de mecanismos apoptdticos dependientes de caspasa
(181). Por otra parte, los radicales NO pueden contribuir a inducir resistencia a la
radioterapia y a la quimioterapia (182). En los pacientes con cancer de pulmén se
producen diversas citoquinas (IL-1B, IL-6, IFN-y, TNF-a, TGF-B, etc.) que aumentan
la produccion de NO (183). Todos estos datos sugieren gue NO y NOS pueden ser
objeto de estrategias de tratamiento en el cancer de pulman. Pocos estudios han
evaluado la asociacion entre variantes genéticas en genes de NOS y la respuesta al
tratamiento. Recientemente se han publicado los datos de un trabajo que
investigo la asociacion entre 35 SNPs en los genes NOS2A y NOS3 y la respuesta al
tratamiento con quimio-radioterapia en una cohorte de 198 pacientes con CPNM.
El estudio no revel6 ninguna asociacién de estos polimorfismos con la respuesta al

tratamiento (184). Un polimorfismo consistente en un numero variable de
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repeticiones en tandem en el intrén 4 (VNTR) del gen eNOS tampoco se asocié a la

respuesta a quimioterapia en 82 pacientes con CPNM en estadios IlI-IV (185).

La enzima glutation-S transferasa, en concreto la isoenzima GSTP1, esta
sobreexpresada en el cancer de pulmon (186) y puede tener influencia en la
respuesta a la quimioterapia con esquemas que contengan platino (187). En una
cohorte de 115 pacientes con CPNM avanzado tratados con esquema de
quimioterapia basados en platino, la presencia de rs1695, SNP en GSTP1, se

asocid a una mejor respuesta y pronostico (188).

Aungue la presencia de mutaciones activadoras en el dominio tirosina quinasa de
EGFR constituyen el factor predictivo mas sélido de respuesta al tratamiento con
los inhibidores de la de la tirosina quinasa de EGFR (TKI-EGFR), se han descrito
variantes genéticas que pueden influir en la eficacia de estos farmacos (189-191).
Se ha descrito que las especies reactivas del oxigeno (EROs) pueden estar
implicadas en la resistencia a los inhibidores TKI-EGFR al conseguir mantener
fosforilado el dominio tirosina quinasa de EGFR (192). Un trabajo publicado en el
ultimo afio examina el efecto de 20 SNPs en genes relacionados con el estrés
oxidativo en 219 pacientes tratados con inhibidores TKI-EGFR y concluye que 3
SNPs, rs1695 en GSTP1, rs2333227 en el gen de la MPO y rs699512 en el gen de la
biliverdina reductasa A (BLVRA) se asocian a una supervivencia peor en este grupo

de pacientes (193).

Por tanto, aunque no se dispone de una evidencia suficiente basada en un gran
numero de estudios, parece razonable relacionar las variantes genéticas en los
genes relacionados con el estrés oxidativo con la respuesta a los tratamientos en

los pacientes con cancer de pulmon.

53



1.5.3. Asociaciéon entre los polimorfismos en genes
relacionados con el estrés oxidativo y la supervivencia
en pacientes con cancer de pulmon

Se ha observado que existe una influencia de algunos polimorfismos en genes
relacionados con el EOy el prondstico de los pacientes con cancer de pulmén. La
mayoria de estudios han explorado polimorfismos en sistemas enzimaticos
concretos, pero pocos trabajos han evaluado grupos de genes relacionados con el

EO y su relacién con la supervivencia.

Como hemos descrito previamente, la super-familia de enzimas glutatién S-
transferasas (GSTs) cataliza la detoxificacion de un amplio nimero de sustratos y
tiene un papel importante en la fase Il de la biotransformacion de sustancias
xenobidticas. Varios estudios han investigado la relacion entre polimorfismos en
GSTM1 (“genotipo nulo”) y la supervivencia en cancer de pulmén y han
demostrado un impacto desfavorable en el pronéstico (194-196). GSTP1 se
expresa en numerosos tejidos epiteliales y es la isoforma de GST que con mayor
frecuencia se expresa en el pulmén. Los polimorfismos en GSTP1 se traducen en
una reduccion de su actividad enzimatica. Varios estudios han demostrado que un
polimorfismo en el exdn 6 de GSTP1 se asocia a una supervivencia favorable en

pacientes con CPNM en estadios Il y IV (197, 198).

Como también hemos abordado a lo largo de esta introduccidn, el 6xido nitrico es
un radical libre implicado en numerosos procesos fisioldgicos y patolégicos. Sin
embargo, hasta la fecha practicamente ningin estudio ha evaluado la influencia
de los polimorfismos en los genes de NOS en el pronéstico del cancer de pulmon.
Un polimorfismo consistente en un ndmero variable de repeticiones en tandem
en el intron 4 (VNTR) del gen eNOS cuya consecuencia en un alelo raro mas
pequefio (a) y un alelo comdn mayor (b) se ha asociado a la supervivencia en

pacientes con CPNM en estadios llI-IV. La mediana de supervivencia fue
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significativamente mayor en los pacientes portadores del alelo a de menor

tamafio (185).

No disponemos de estudios sobre polimorfismos en la xantina oxidorreductasa
(XOR) o xantina deshidrogenasa (XDH) relacionados con la supervivencia en el
cancer de pulmén. Como ya hemos mencionado anteriormente, dos estudios
dirigidos a examinar la expresion de XDH en tumores de pulmén obtienen
resultados dispares sobre la influencia de la expresion de esta enzima en la
supervivencia (115, 135). Sélo un estudio realizado en pacientes con cancer de
mama, sugiere la asociacion entre rs207454, un polimorfismo de XDH y la
supervivencia. En el subgrupo de pacientes con receptores de progesterona
negativos, este polimorfismo se asocia a una supervivencia libre de enfermedad

significativamente peor (199).
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1.6. Justificacion del estudio

A la luz de lo anteriormente expuesto, es patente que los mecanismos de estrés
oxidativo estan implicados en numerosas condiciones patolégicas, entre ellas el

inicio, la promocioény la progresion del proceso de carcinogénesis.

Los pulmones, son 6rganos susceptibles de sufrir dafios por oxidantes exdgenos y
por EROs enddgenas generadas por células inflamatorias. De hecho, en el cancer
de pulmén se ha relacionado el nivel de EO con el prondstico y el tratamiento y se
ha sugerido que los estadios avanzados de cancer de pulmon exhiben un nivel de
EO més elevado que los estadios iniciales, lo que contribuiria a explicar la baja

supervivencia en la enfermedad avanzada.

Por otra parte, los tratamientos empleados en el cancer de pulmon generan EROs
y, ademas, las combinaciones de quimioterapia con cisplatino inducen una

disminucion de los niveles plasmaticos de antioxidantes.

Es también frecuente observar una gran variabilidad entre individuos, tanto en la
susceptibilidad para desarrollar un cancer de pulmén como en la supervivencia y
en la tasa de respuesta al tratamiento antitumoral. Los polimorfismos de un solo

nucleotido (SNPs) pueden ser los responsables de esta variabilidad genética.

Practicamente no existen trabajos que aborden el estudio de variantes genéticas
en genes relacionados con el estrés oxidativo en la poblacion con cancer de
pulmon. Por tanto, nuestro estudio se plantea investigar si la diversidad genética
heredada en los genes relacionados con el estrés oxidativo puede tener relacion
con las caracteristicas de la enfermedad en el momento del diagnéstico, con la

respuesta al tratamiento y con la supervivencia.
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Con esa finalidad, el presente trabajo examina la asociacién de 14 SNPs en genes
relacionados con el estrés oxidativo que codifican proteinas productoras de
radicales libres, con los factores prondésticos clasicos, la respuesta al tratamiento y

la supervivencia de una poblacion de 219 pacientes con cancer de pulmon.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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2. HIPOTESIS

La presencia de polimorfismos en genes relacionados con la regulacion del estrés
oxidativo que codifican para enzimas productoras de radicales libres, pueden
modificar el proceso de carcinogénesis en el cancer de pulmén asi como la

respuesta al tratamiento y la supervivencia de los pacientes que lo padecen.

3. OBJETIVOS

1. Definir la relacion entre un grupo de polimorfismos en genes que
codifican para proteinas productoras de radicales libres, relacionados con
el estrés oxidativo, y los factores prondsticos clinicos del cancer de

pulmon.

2. Conocer si existe una asociacion entre la respuesta a la quimioterapia con
esquemas basados en platino y la presencia de los polimorfismos

seleccionados

3. Evaluar si la presencia de alguno de estos polimorfismos relacionados con
el estrés oxidativo influye en la supervivencia global de los pacientes con

cancer de pulmon.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1. Ambito del estudio

El presente estudio es de ambito hospitalario y se ha realizado en el Hospital
Clinico Universitario de Valencia. Han participado tres Servicios, el Servicio de
Neumologia, el Servicio de Oncologia Médica y la Unidad de Genotipado y

Diagndstico Genético de la Fundacion de Investigacion Clinica de Valencia-Incliva.

4.2. Disefio del estudio

Se trata de un estudio observacional retrospectivo de casos-casos, con pacientes
diagnosticados de cancer de pulmon, todos ellos procedentes del Hospital Clinico

Universitario de Valencia.

4.3. Poblacion del estudio

En 2002 el Servicio de Neumologia, contando con la colaboracién del Servicio de
Oncologia Médica y la Unidad de Genotipado y Diagnéstico Genético de la
Fundacion de Investigacion Clinica de Valencia-Incliva, puso en marcha dos
proyectos de investigacion dirigidos a evaluar la relacion entre el riesgo de cancer
de pulmén y la presencia de polimorfismos en genes relacionados con el estrés

oxidativo y el metabolismo de los carcindgenos del humo del tabaco.
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Titulo del proyecto 1: “Riesgo de cancer de pulmdén y polimorfismos de los genes
relacionados con el metabolismo de los carcindgenos del humo del tabaco:
glutation S-transferasa (GST) y epdxido hidrolasa microsomial (HYL1)”.

Agencia financiadora: Fundacién Valenciana de Neumologia

Fecha de inicio / fin del proyecto: 2002 / 2004

Investigador principal: Carmen Mufioz Esteban

Investigadores colaboradores: Maria Eugenia Armengod Gonzélez, Felipe Javier

Chaves Martinez, José Franco Serrano y Amelia Insa Molla

Titulo del proyecto 2: “Riesgo de cancer de pulmén y genes productores de
radicales libres”.

Agencia financiadora: Fundacion de Investigacion Médica Mutua Madrilefia

Fecha de inicio / fin del proyecto: 2006 / 2009

Investigador principal: Felipe Javier Chaves Martinez

Investigadores colaboradores: Maria Luisa Mansego Talavera, Verénica Gonzéalez

Albert, Ana Barbara Garcia Garcia, José Franco Serrano y Sebastian Blesa Lujan

Entre 2002 y 2007 se reclutaron de forma consecutiva 447 pacientes atendidos en
el Servicio de Neumologia para realizar el estudio diagndstico ante la sospecha de
cancer de pulmon. Los pacientes accedieron mediante consentimiento informado
a la extraccion de una muestra de sangre periférica para estudiar los
polimorfismos seleccionados y a su almacenamiento para utilizarla en futuros

proyectos relacionados con esta linea de investigacion.

Este proyecto de tesis se inicid6 cuando se decidi6 evaluar el impacto de los
polimorfismos en estos genes relacionados con el estrés oxidativo (EO) (genes que
codifican para proteinas productoras de radicales libres) en el pronostico, el tipo
de respuesta y las caracteristicas clinicas y patoldgicas de la poblacion estudiada.

Para ello, se analizaron retrospectivamente las historias clinicas de los pacientes
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con el fin de obtener los datos clinicos y evolutivos de la enfermedad.

4.4. Criterios de selecciéon de la poblacion

Se seleccionaron los pacientes cuyo diagnostico de cancer de pulmoén fue
realizado en el periodo comprendido entre 2002 y 2007. Durante este periodo los
datos en las historias clinicas fueron registrados en su mayoria por la autora de
esta tesis, o que permitié seleccionar aquellos pacientes con una informacion

homogénea recogida por un Unico observador.

Nuestro objetivo fue disponer de una poblacion de estudio lo mas homogénea
posible en la que se pudiera obtener de forma indispensable datos de la totalidad
de las variables seleccionadas para el estudio. Se excluyeron aquellos pacientes en
los que no hubo posibilidad de recuperar la historia clinica, aquellos tratados en
otros centros y pacientes con datos incompletos en la historia clinica. La poblacion

final del estudio la constituyeron 219 pacientes

El diagrama de flujo (Figura 4) siguiente ilustra los motivos que obligaron a excluir
pacientes del estudio, muestra el nimero de historias analizadas y el proceso
mediante el que se alcanz6 la poblacion final definitiva de este estudio. Aunque
se revisaron un total de 248 historias, por razones técnicas (ADN no viable,
procesamiento de muestras no adecuado, puesta a punto de las técnicas..), se
excluyeron 29 pacientes en los que no se dispuso de datos de genotipado en

ninguno de los polimorfismos analizados
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Figura 4: Diagrama de flujo de seleccidn de la poblacion de estudio

Pacientes tratados en otros centros |_
50 N No fue posible obtener la HC

49 pacientes

No diagnéstico de cancer pulmoén
66

Datos insuficientes en la HC <

34

Poblacion final del estudio
219 pacientes*

HC {Historia Clinica)
+219 pacientes que dispusieron de datos de genotipado en alguno de los polimorfismos analizados.

45. Variables del estudio

4.5.1. Variables demogréficas
Edad:

Se recogio el dato en cada paciente en el momento del diagnéstico. Se recogio de
manera cuantitativa para obtener mediana e intervalo intercuartilico (ICC). Para
el estudio de la edad como factor pronostico se categorizé de acuerdo con los

terciles: menor de 65 afios, de 65-74 afios y mayor o igual de 75 afios.
Sexo:

Hombre (codificado como 1) y Mujer (codificado como 2)
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4.5.2. Habitos toxicos

Tabaco:

Se recogid la exposicién al tabaco en forma de variable dicotémica cualitativa:
Nunca fumador (codificado como 1) o fumador (codificado como 2). El término
“nunca fumador” definié la situacion de no exposicion al tabaco o de una

exposicion inferior a 100 cigarrillos a lo largo de la vida.

4.5.3. Caracteristicas clinicas dependientes del paciente

Estado general:

Se recogié este dato en el momento del diagndstico. Para evaluar el estado
general se utilizo la escala ECOG disefiada por el Eastern Cooperative Oncology
Group de Estados Unidos y validada por la OMS. Es una forma practica de medir la
calidad de vida de un paciente diagnosticado de cancer, cuyas expectativas de
vida cambian en el transcurso de meses, semanas e incluso dias. Esta escala valora
las capacidades del paciente en su vida diaria y tiene un gran impacto en el
prondstico y en la decision de la estrategia de tratamiento. La escala ECOG se

puntla del 0-5 y sus valores son:

e ECOG 0: El paciente se encuentra totalmente asintomatico y es capaz de
realizar un trabajo y las actividades normales de la vida diaria.

e ECOG 1: El paciente presenta sintomas que le impiden realizar trabajos
arduos, aunque se desenvuelve normalmente en sus actividades
cotidianas y en trabajos ligeros. El paciente s6lo permanece en la cama
durante las horas de suefio nocturno.

e ECOG 2: El paciente no es capaz de desempefiar ningln trabajo, se
encuentra con sintomas que le obligan a permanecer en la cama durante

varias horas al dia, ademas de las de la noche, pero que no superan el 50%
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del dia. El individuo satisface la mayoria de sus necesidades personales
solo.

e ECOG 3: El paciente necesita estar encamado mas de la mitad del dia por
la presencia de sintomas. Necesita ayuda para la mayoria de las
actividades de la vida diaria como por ejemplo el vestirse.

e ECOG 4: El paciente permanece encamado el 100% del dia y necesita
ayuda para todas las actividades de la vida diaria, como por ejemplo la

higiene corporal, la movilizacién en la cama e incluso la alimentacion.

Para evaluar la asociacién entre el estado general y el genotipo de los
polimorfismos, asi como su valor como factor pronéstico para la supervivencia,
esta variable se agrup6 en dos categorias: ECOG 0-1 (codificado como 1) y ECOG >
2 (codificado como 2), de acuerdo a los criterios establecidos en la mayoria de los

trabajos.
Pérdida de peso:

Es una variable clinica con valor pronéstico que se recogié en el momento del
diagnoéstico. Se categoriz6 en tres grupos: ausencia de pérdida peso (codificado
como 1), pérdida de peso inferior al 10% (codificado como 2) y pérdida de peso
superior al 10%(codificado como 3). Para todos los analisis estadisticos realizados
se categorizé en dos grupos: ausencia de pérdida de peso (codificado como 1),

presencia de pérdida de peso (codificado como 2).

4.5.4. Caracteristicas clinicas dependientes del tumor

Subtipo histoldgico:

Todos los pacientes incluidos en el estudio disponian de un diagnoéstico histoldgico
de cancer de pulmoén emitido por el Servicio de Anatomia Patol6gica de nuestro

centro, donde existe un patélogo especializado en tumores toréacicos. Se
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incluyeron, tanto pacientes con carcinoma no microcitico de pulmoén (codificados
como 1) (CPNM), como pacientes como pacientes con carcinoma microcitico de
pulmaén (codificados como 2) (CPM). Dentro del grupo de pacientes con CPNM se
definieron tres categorias: carcinomas epidermoides, adenocarcinomas y otros.
Bajo el término de “otros” se agruparon los pacientes que no reunian las
caracteristicas de un adenocarcinoma o de un tumor epidermoide (tumores NOS,
del inglés “not otherwise specified”, tumores con histologia de adenoescamoso y

tumores sarcomatoides).

Se han descrito por separado las caracteristicas demograficas de la poblacion
global y de las poblaciones de CPM y CPNM. El anélisis de la relacién entre los
polimorfismos seleccionados y las variables descritas en los objetivos se ha
realizado en la poblacién global y en la poblacion de CPNM. No se ha realizado
este analisis en el grupo de CPM debido a que el tamafio muestral es pequefio,
con lo que la potencia del contraste y la capacidad para detectar diferencias

significativas en este grupo es muy baja.
Estadio Clinico

Se evalué el estadio clinico al diagndéstico de todos los pacientes. Aunque por el
periodo de en que fueron diagnosticados estos pacientes se habia utilizado la 62
edicion del Sistema de Clasificacion TNM, se reviso la estadificacion en cada uno
de los pacientes de acuerdo con los criterios de la 72 clasificacion del sistema
TNM. Se utilizé este sistema en las dos poblaciones de pacientes, CPNM y CPM. Se

incluyeron todos los estadios, desde el estadio IA al estadio IV.

Para la mayoria de los test estadisticos realizados, la variable se categorizé en dos

grupos: estadios I-1ll frente a estadios IV.
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4.5.5. Variables dependientes del tratamiento

Quimioterapia

Se registr6 si el paciente habia recibido quimioterapia y se codific6 como 1

(pacientes sin quimioterapia) y como 2 (pacientes con quimioterapia).

En el grupo de pacientes que recibié quimioterapia se definié la modalidad de
quimioterapia administrada bajo los términos de quimioterapia adyuvante,
quimioterapia preoperatoria, quimioterapia y radioterapia combinadas con
intencién preoperatoria, quimioterapia y radioterapia con intencién radical, y
guimioterapia de enfermedad avanzada. En la quimioterapia para enfermedad
avanzada s6lo se analizaron los esquemas utilizados como primera linea de

tratamiento.

Se categorizaron los esquemas de quimioterapia en dos grupos: esquemas que no
contenian platino (codificados como 1) y esquemas que contenian combinaciones

con platino (codificados como 2).

Los pacientes fueron tratados con alguno de estos esquemas: Cisplatino-
Gemcitabina (cispatino 70 mg/m?y gemcitabina 1250 mg/m? dias 1 y 8 cada 21
dias), Carboplatino-Gemcitabina (carboplatino (AUC 5) y gemcitabina 1000 mg/m?
dias 1y 8 cada 21 dias), Carbolatino-Paclitaxel (carboplatino (AUC 6) y paclitaxel
200 mg/m? cada 21 dias); Carboplatino o Cisplatino-Etop6sido (carbopatino (AUC
5) o cisplatino 80 mg/m?y etopésido 100 mg/m? dias 1-3 cada 21 dias), Cisplatino-
Gemcitabina-Bevacizumab (cispatino 70 mg/m?y gemcitabina 1250 mg/m? dias 1
y 8 con bevacizumab 15 mg/kg cada 21 dias, seguido de mantenimiento con
bevacizumab tras completar 6 ciclos de la combinacién), Erlotinib 150 mg vo
diario, hasta la progresion de la enfermedad, Gemcitabina 1000 mg/m? dias 1, 8 y

15 cada 28 dias, Paclitaxel 175 mg/m? cada 21 dias.
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Respuesta a la quimioterapia

Las respuestas al tratamiento fueron determinadas por los Criterios de Evaluacion
de Respuesta de Tumores Sélidos (RECIST 1.0)(200) y se registraron el nimero de
respuestas completas (RC), respuestas parciales (RP), enfermedades estables (EE)

y progresiones de enfermedad (PE).

Se defini6 la RC como la desaparicion de todas las lesiones diana y no diana. Se
defini6 la RP como la reduccion de al menos un 30% en la suma de los didmetros
mayores de las lesiones diana, tomando como referencia la suma de los didametros
basal o definida al inicio del tratamiento. Se consider6é PE el incremento de al
menos un 20% en la suma de los didmetros mayores de las lesiones diana,
tomando como referencia el valor menor de esta suma alcanzado durante el
tratamiento. La aparicion de una o mas lesiones nuevas o la “progresion
inequivoca” en las lesiones no diana también se consideraron criterios de
progresion de enfermedad. Se definié la EE como las disminuciones o aumentos
de tamafio que no reunieron los criterios definidos ni como PE ni como RP,
tomando como referencia el valor menor de la suma de los diametros alcanzado

durante el tratamiento

Para el andlisis de datos se agruparon las RC, RP y EE en una categoria de
respondedores (codificado como 1) y la PE representd la categoria de los no

respondedores (codificado como 2).

4.5.6. Datos de supervivencia
La supervivencia global se ha definido como el tiempo desde la fecha del
diagnéstico hasta la fecha de muerte por cualquier causa. Todas las fechas de

mortalidad fueron confirmadas en el Registro Nacional de Mortalidad

73



Los pacientes sin documentacion de progresion o muerte en el momento del final

del andlisis se consideraron censurados en la fecha del dltimo seguimiento

4.6. Estudio de los polimorfismos

4.6.1. Extraccion del ADN
El analisis de polimorfismos se realiz6 en la Unidad de Genotipado y Diagnostico
Genético de la Fundacion de Investigacion del Hospital Clinico de Valencia-

Instituto de Investigacion Clinica de Valencia (INCLIVA).

Las muestras de ADN que se utilizaron para el anélisis de los polimorfismos se
obtuvieron a partir de extracciones de células mononucleadas de sangre
periférica (10 ml) obtenidas en el momento del diagndstico de la enfermedad. Se
utilizaron los protocolos habituales de recogida (gradiente de Ficoll-Hipague) y
conservacion (criopreservacion a -80°). El ADN gendmico fue extraido de sangre
periférica de células mononucleares (PB) utilizando el kit DNeasy tissue de Qiagen,

(Izasa, Madrid, Espafia) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

El ADN se cuantifico por espectrofotometria, mediante la medicién de la
absorbancia a 260 nm. En aquellos casos en que la cantidad de DNA gendémico
extraido resultaba insuficiente para la realizacion de los estudios, se amplifico el

ADN gendmico

4.6.2. Genotipado de los polimorfismos. Analisis de los
polimorfismos de un Unico nucledtido (SNPs).
Partiendo del grupo de genes relacionados con el EO que formé parte de los

proyectos de investigacion iniciales dirigidos a evaluar la predisposicion al cancer
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de pulmén, se realiz6 la seleccién de polimorfismos candidatos a estudiar, entre
aquellos que estuvieran localizados en genes que codificaran proteinas
productoras de radicales libres. En la tabla 1a se muestra el listado de los genes

candidatos.

En estos genes se realizé la busqueda de polimorfismos de un Unico nucleétido
(SNPs) que estuvieran localizados en la regién codificante (SNPs exdnicos), tanto
no sindénimos, con cambio de sentido (“SNPs missense”), como sinénimos, con
una frecuencia minima del alelo menor del 5% para los SNPs missense y del 10%
para los SNPs sindnimos en la poblacion general. Los datos sobre la frecuencia del
alelo menor (MAF) se obtuvieron de la Base de Datos de polimorfismos (dbSNP,
“The Single Nucleotide Polymorphism Database”) del NCBI (Centro Nacional de

Informacion Biotecnoldgica de EE.UU.).
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Tabla la: Listado de genes candidatos (codifican proteinas productoras de

radicales libres)

Nombre oficial de gen Denominacion HGNC*
Nitric-oxide synthase, brain (nNOS) NOS1

Nitric oxide synthase, inducible (iNOS)NOS2 NOS2A

Nitric-oxide synthase, endothelial (eNOS) NOS3

NADPH oxidase homolog 1 NOX1

NADPH oxidase 3 NOX3

NADPH Oxidase4 NOX4

NADPH Oxidase 3 NOX5

NADPH oxidase organizer 1 NOXO1

Cytochrome b-245 light chain(p22-phox) CYBA

Cytochrome b-245 heavy chain (gp91-phox) CYBB

Myeloperoxidase MPO
Peptide methionine sulfoxide reductase MSRA
Methionine-R-sulfoxide reductase B2 MSRB2
Neutrophil cytosol factor 1 (p47-phox) NCF1
Neutrophil cytosol factor 2 (p67-phox) NCF2
Neutrophil cytosol factor 4 (p40-phox) NCF4
Serum paraoxonase/arylesterase 1 PON1
Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 RAC1
Ras-related C3 botulinum toxin substrate 2 RAC2
Xanthine dehydrogenase/oxidase XDH

* HGNC: HUGO Gene Nomenclature Committee.
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Fruto de esta blsqueda se encontraron un total de 14 SNPs que cumplian los

criterios anteriores, localizados en los siguientes genes: NCF2 (1 SNP) NCF4 (2
SNPs), NOX3 (3 SNPs), NOX5 (2 SNPs), XDH (2 SNPs), NOS2 (2 SNPs ) y RAC2 (2
SNPs) (Tabla 1b).

Tabla 1b: Caracteristicas de los SNPs analizados

Gen SNP ref. Alelos MAF* Tipo de Orientacion Cambio de Cambio de Ref SNP ‘tagman
(global) SNP del SNP en Codon aminoacido genotyping assay’
(%) el mRNA

NCF2 rs2274064 T>C 49 missense Rev AAG = AGG K [Lys] = R [Arg] C__22275052_10
NCF4 | rs2072712 c>T 8,3 cds-synon Fwd TAC = TAT Y [Tyr] =Y [Tyr] C__ 15949749 10

rs2075939 (>3] 17 missense Fwd CCG=CTG P [Pro]=L [Leu] C 2481208 1
NOX3 | rs12195525 G>T 13 cds-synon Rev CGA = AGA R [Arg] = R [Arg] C 2468061 10
rs231954 T>C 46 cds-synon Rev GAA = GAG E [Glu] = E [Glu] C 2468029 10
rs34960420 G>A 13 cds-synon Fwd CCG = CCA P [Pro] = P [Pro] C 25985107 10
NOX5 | rs2277552 Cc>T 8 missense Rev CGC = CAC R [Arg] = H [His] C 15884718 10
rs12907196 c>T 27 missense Fwd CTC=TTC L[Leu]>F[Phe] | C__ 1481224 10
XDH rs17011368 T>C 5 missense Rev ATA = GTA I [lle] =V [Val] C_ 25472962 20
rs1884725 G>A 20 cds-synon Rev TIC=TTT F [Phe] = F [Phe] C 3279863 30
NOS2 | rs2297518 G>A 16 missense Rev TCG=TTG S[Ser] =L [Leu] C 11889257 10
rs1060826 G>A 27 cds-synon Fwd ACG = ACA T[Thr]=T[Thr] | C__ 9458082 10
RAC2 | rs2239774 G>C 19 cds-synon Rev GCC = GCG A[Ala] = A[Ala] C 16175574 20
rs1064498 T>C 25 cds-synon Fwd GCT = GCC ATAla] = A[Ala] C_ 15853764 10

Abreviaturas: Rev

: reverse (orientacion inversa). Fwd: forward (orientacion directa). MAF “Minor alelle frequency”

(frecuencia del alelo menor). cds-synon: SNP sinémino de la secuencia codificante. Missense: SNP no sinénimo. SNP ref:

referencia del SNP

4.6.3. Fundamento de la técnica de genotipado

El genotipado de los polimorfismos se realiz6 mediante la utilizacién de la PCR

alelo especifica con sondas Tagman (“Applied Biosystems™).
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La técnica se basa en la amplificacién mediante PCR de la regidn contigua al SNP
en presencia de dos cebadores que hibridan en la regién contigua al SNP, y dos
oligonucledtidos marcados fluorescentemente que reconocen especificamente

cada uno de los alelos posibles del SNP (sondas Tagman alelo-especificas).

En la figura 5 se representa esquematicamente el fundamento de la

discriminacion alélica mediante PCR con sondas Tagman.

Figura 5: Representacion gréafica de PCR con sondas Tagman: discriminacion alélica
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Cada sonda Tagman consta de un oligonucle6tido que hibrida en la region
contigua al SNP de manera que el nucledtido del extremo 3’ es el que coincide con
la posicién del SNP. La secuencia de cada sonda se diferencia pues, sélo en el
ultimo nucle6tido, y cada uno de ellos hibrida con cada uno de los posibles alelos
del SNP. Cada oligonucle6tido tiene unido un fluor6foro que emite a una longitud
de onda distinta: fluor6foros FAM (longitud de onda de emisién A.=518 nm) y

fluréforos VIC (A.=554 nm). Cada fluor6foro estd unido al extremo 5 del
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oligonucledtido y en el extremo 3’ tiene unida una molécula “quencher”
(apantalladora). Mientras la sonda esta intacta, la fluorescencia del fluor6foro
gueda apantallada por el “quencher”. Durante la etapa de amplificacion PCR, si la
sonda alelo-especifica es complementaria al alelo del SNP, se unira a su cadena
complementaria. Cuando la Taq polimerasa que sintetiza la cadena
complementaria desde los cebadores llega a la region donde se encuentra
hibridada la sonda, la degrada con su actividad exonucleasa 5'-3'. La degradacion
de la sonda hibridada libera el fluor6foro, de forma que la fluorescencia aumenta
segun aumenta la cantidad de producto de PCR alelo especifico. Si un
determinado alelo no se encuentra presente, la sonda especifica de ese alelo no
es perfectamente complementaria, y no se une tan eficientemente a la secuencia
que contiene el SNP. Esto evita que actividad exonucleasa de la Taq polimerasa
degrade la sonda y se libere el fluoréforo. Si ambos alelos se encuentran
presentes, ambos fluor6foros daran sefial, mientras que en el caso de muestras
de individuos homocigotos para cada uno de los alelos observaremos sélo un tipo
de sefial fluorescente (FAM o VIC). Por tanto el patron de fluorescencias después
de la PCR, cuantificado con un equipo de deteccion de fluorescencia, determina

el genotipo, segun se indica en la figura 6.
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Figura 6: Patron de fluorescencias de la PCR
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Cada reaccion de PCR se prepara con 2,5 ul de Tagman Genotyping Master Mix 2X
(mezcla de reaccion que incluye la Taq polimerasa), que incluye 0,12ul de
“Tagman SNP genotyping assay”40x (mezcla que incluye los cebadores y las

sondas tagman) y 2,5 ul de DNA de la muestra a una concentracion de 5ug/ml.

La reaccion de PCR se realiz6 en un equipo de PCR a tiempo real (Real Time ABI
PRISM® 7900 Sequence Detector de Applied Biosystems) o en un termociclador
convencional. Las condiciones de la amplificacién fueron, una primera fase a 50°C
durante 2 minutos, una segunda fase a 95°C durante 10 minutos y una tercera
fase que consistia en 45 ciclos de 95°C durante 15 segundos y 60°C durante 1
minuto. La lectura de la fluorescencia se realiz6 en el equipo Real Time ABI
PRISM® 7900 Sequence Detector (Figura 7).
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Figura 7: Mecanismo de la PCR con sondas Tagman. Salida de la sefial del equipo
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4.7. Analisis estadistico
Las pruebas de asociacion entre las variables no temporales del estudio (como el
estadio, el ECOG, la pérdida de peso, la respuesta al tratamiento etc.) y los
polimorfismos, fueron realizadas con el programa SNPStats, una aplicacion
estadistica online para el andlisis de SNPs, desarrollada por el Instituto Catalan de
Oncologia (201). Cuando la variable de respuesta es categorica binaria, la
aplicacién asume un disefio de caso-control no pareado y se utilizan modelos de
regresion logistica no condicionales. El analisis de regresién logistica se expresa
mediante frecuencias de genotipado, proporciones, razon de proporciones (OR,

del inglés “odds ratio”) e intervalos de confianza del 95% de las diferencias (ICs
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95%) para cada modelo genético de herencia (dominante, recesivo, aditivo,
codominante y sobredominate). Si la variable de respuesta es cuantitativa, se
asume una Unica poblacion y se utilizan modelos de regresion lineal para evaluar
la proporcién en la variacion de la respuesta relacionada con los SNPs. La
regresion lineal se especifica mediante medias, errores estandar, diferencias en
las medias respecto a la categoria de referencia (el genotipo o haplotipo mas

frecuente), y el intervalo de confianza del 95% de las diferencias (IC 95%)

En el estudio se evaluaron 5 modelos genéticos:

Modelo dominante: Una sola copia del alelo menor (por ejemplo G) es suficiente
para modificar el riesgo y el ser portador de dos copias lo modifica en igual
magnitud, es decir que, tanto los portadores del genotipo AG, como los del GG
tienen el mismo riesgo. En este modelo se comparan por tanto los portadores del
alelo menor G (genotipos AG + GG) con los no portadores (genotipo AA).

Modelo recesivo: Hacen falta dos copias de la variante G para modificar el riesgo:
los heterocigotos (AG) y los homocigotos del alelo de mayor frecuencia (AA)
tienen el mismo riesgo, de tal forma que el genotipo GG se compara con AG + AA.

Modelo codominante: Cada genotipo proporciona un riesgo de enfermedad
diferente y no aditivo. Se realizan las comparaciones de los genotipos por parejas
(AA Vs AG, y AA vs GG)

Modelo sobredominante: Los individuos homocigotos para el genotipo mas
frecuente (AA) y el genotipo variante (GG) tienen el mismo riesgo y este es
diferente al de los individuos heterocigotos (AG). En este modelo se comparan los
individuos homacigotos (AA+GG) con los heterocigotos (AG).

Modelo aditivo: Cada copia de G modifica el riesgo en una cantidad aditiva, por lo
tanto los homocigotos GG tienen el doble de riesgo que los heterocigotos AG.

Supone que cada copia de G modifica el riesgo en una cantidad aditiva (en escala
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logit); por tanto los homocigotos GG tienen el doble de riesgo que los
heterocigotos AG. Se compara la combinacion ponderada donde se da peso 1 a los
heterocigotos AG y peso 2 a los homocigotos GG

Para la seleccién del mejor modelo para cada polimorfismo, la herramienta
SNPstats también calcula el criterio de informacion Akaike (AIC) y el criterio de
informacién bayesiano (BIC). Estos criterios determinan la idoneidad de fijar un
modelo estadistico estimado considerando el namero de observaciones y el
numero de parametros estimados (202). El mejor modelo que se ajusta a los
datos es aquel que presenta los valores mas bajos de AIC y BIC.

Para determinar el nivel de significacion estadistica y disminuir el efecto de
comparaciones multiples, se utilizé el método de Bonferroni, que ajusta el nivel
de significacion en relacion al nimero de pruebas estadisticas realizadas
simultdneamente sobre un conjunto de datos. El nivel de significacion para cada
prueba se calcula dividiendo el error global de tipo | entre el nimero de pruebas a
realizar (en este caso por el nimero de SNPs que hay que evaluar). Tras realizar la
correccion de Bonferroni, se consideraron estadisticamente significativos los
valores de p menores de 0,0035. Los valores de p entre 0,05-0,0035, se
consideraron marginalmente significativos.

La evaluacion de la relacion entre los polimorfismos y la respuesta al tratamiento
se realiz6 mediante regresion logistica binaria para calcular los odds ratios y el
intervalo de confianza del 95% de forma univariada y multivariada, esta Gltima,
mediante el método de introducir para ajustar para las variables independientes
seleccionadas.

Para evaluar la relacion entre los polimorfismos y la supervivencia se utilizaron los
métodos de Kaplan-Meier y de regresion de Cox. El método de Kaplan-Meier se
utiliz6 para obtener la representacion grafica de las curvas de supervivencia
estimadas en funcion de las variables del estudio, que se compararon mediante la

prueba de los rangos logaritmicos. Los modelos de regresion de Cox univariados y
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multivariados se utilizaron para estimar la influencia de cada variable en la
supervivencia. Para la evaluacion de los polimorfismos se seleccionaron tres
modelos de herencia (dominante, recesivo y aditivo). Estas pruebas estadisticas
se realizaron con el programa estadistico IBM SPSS Statistics 20.0. Todas las
variables asociadas con un valor de p <0,05 en el andlisis univariado se incluyeron
en el modelo multivariado utilizando el método por pasos hacia adelante. Se
consideraron estadisticamente significativos los valores de p menores de <0,05.

Adicionalmente, para analizar la relacion entre las variables independientes y cada
una de las variables ‘respuesta’ definidas (supervivencia global y respuesta al
tratamiento) se realizaron también los estudios multivariados en la poblacion
global y en la poblacién de pacientes con cancer de pulmén no microcitico por

separado mediante la metodologia CART (Classification and regression trees).

La metodologia CART es un sistema de organizacion de variables que permite
analizar qué variables pueden servir como predictoras, sus interacciones y si el
modelo resultante puede ser (til en la préactica asistencial. Esta metodologia
permite construir arboles de decision mediante una serie de reglas sobre las
decisiones tomadas para asignar un valor de salida a una determinada entrada,
mediante divisiones binarias sucesivas. Esto es, se divide cada nodo madre en dos
nodos hijos homogéneos mediante la aplicacion de respuestas si/no en cada nodo
de decision. Las etapas para la generacion del modelo son: a) Construccion del
arbol; b) Parada del proceso de crecimiento del arbol (se construye un arbol
maximo que sobreajusta la informacién contenida en la base de datos); c) Podado
del arbol haciéndolo més sencillo y dejando sélo los nodos més importantes y, por
Gltimo; d) Seleccion del arbol 6ptimo con capacidad de generalizacion. Se utilizé el
software SSPS 20.0 (SPSS, lllinois, Inc; USA), método de crecimiento por medio de
CART, con analisis de sensibilidad basado en el método de Gini (203) y sistema de

validacién cruzada. En el &rbol final, cada grupo tenia al menos 10 casos.
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4.8. Justificacion ética del estudio

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica de la Institucion y por el Comité de

Ensayos Clinicos e Investigacion Clinica.

Todos los pacientes reclutados accedieron mediante un consentimiento
informado a la extraccion de una muestra de sangre periférica para el andlisis de
polimorfismos. El consentimiento informado expresaba la posibilidad de destinar
parte del suero y plasma a otros proyectos de investigacion y contenia el
compromiso de guardar la confidencialidad de los datos personales y de
comunicar a los sujetos participantes todos los datos que pudieran tener interés

para su salud
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5. RESULTADOS

Los analisis dirigidos a evaluar los objetivos planteados en esta tesis se realizaron
en el global de la poblacion y, de forma especifica, en la poblacion con cancer de
pulmén no microcitico (CPNM). No se evaluaron en la poblacion con carcinoma
de pulmén microcitico (CPM) porque el nimero de pacientes no era adecuado

para obtener resultados estadisticamente significativos.

5.1. Caracteristicas de la poblacion

5.1.1. Caracteristicas de la poblacion global:
Las caracteristicas de los 219 pacientes que constituyen la poblacion final del
estudio se encuentran recogidas en la Tabla 2. La mediana de edad fue de 70
afios, con un intervalo intercuartilico (ICC) entre 60-76 afios. Un 87% de los
pacientes correspondian a varones. (Figura 8). Un 93.2% de la poblacién se definié
como fumadora. Del total de pacientes, 39 (17,8%) tenian un carcinoma de
pulmén microcitico (CPM) y 180 (82,2%) un cancer de pulmén no microcitico
(CPNM). La distribucion de la histologia en nimeros absolutos de pacientes esta

representada en la Figura 9.

Por lo que respecta a los factores prondsticos clasicos (estadio, ECOG y pérdida de
peso), un 19% de los pacientes presentaron al diagnéstico estadios iniciales (I-11),
un 33% se diagnosticaron en estadios localmente avanzados (IlIAy [1IB) y un 48%
de la poblacion se diagnosticé de inicio con una enfermedad metastésica (estadio

IV). Un 43% de pacientes presentaban un EGOG 2 2 al diagndstico y 88 (40%) una
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pérdida de peso, que fue superior al 10% en 36 (16%). Estos factores pronosticos

referidos estan representados en la Figura 10

Figura 8: Distribucion de la edad y el sexo en la poblacion global (N=219)
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Figura 9: Distribucion de las histologias en la poblacion global (N=219)
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Figura 10: Distribucion de los factores pronosticos clasicos en la poblacion global (N=219)
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Tabla 2: Caracteristicas demogréficas de la poblacion global (N=219)

Caracteristicas Numero de pacientes %
Edad (afios)

Mediana 70

Intervalo intercuartilico (ICC) (60-76)

<65 75 34,2

65-74 85 38,8

>75 59 26,9
Sexo

Hombre 190 86,8

Mujer 29 13,2
Habito tabaquico

Nunca fumador 15 6,8

Fumador 204 93,2
Estado general (ECOG)

0-1 125 57,1

>2 94 42,9
Pérdida de peso

No 126 57,5

<10% 52 23,7

>10% 36 16,4

Desconocida 5 2,3
Tipo histoldgico

Carcinoma microcitico 39 17,8

Carcinoma no microcitico 180 82,2

- Epidermoide 100 45,7

- Adenocarcinoma 55 25,1

- Otros 25 11,4
Estadio

la 6 2,7

Ib 20 9,1

lla 5 2,3

Ib 11 5,0

llla 37 16,9

b 35 16,0

v 105 47,9
Tratamiento quimioterapico

No 77 35,2

Si 142 64,8
Tipo de quimioterapia

Esquemas con platino 137 96,5

Esquemas sin platino 5 3,5
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5.1.2. Caracteristicas de la poblacion con cancer de pulmén no
microcitico.

Un total de 180 pacientes diagnosticados de un CPNM fueron incluidos en el
estudio. En la Tabla 3 estan recogidas las caracteristicas de esta poblacion. La
mediana de edad fue de 70 afios (ICC 61-76 afios). Un 87% de los pacientes
correspondian a varones. La distribucion de la edad y el sexo quedan ilustrados en
la Figura 11. Un 93.2% de la poblacion se definié como fumadora. En lo referente
a la distribucion de los subtipos histoldgicos, un 55,5 % de pacientes presentaron
histologia de tumor epidermoide, un 30,5% correspondieron adenocarcinomas y
un 13,9% a otro tipo de histologias (Figura 12). Por lo que respecta a los factores
prondsticos, un 44% de pacientes presentaban un EGOG > 2 al diagnodstico y un
41% una pérdida de peso, que fue superior al 10% en un 19%. Un 23% de
pacientes se diagnosticaron en estadios iniciales (I-Il), un 30% en estadio Il y un

47% en estadio IV (Figura 13).

La poblacion de pacientes fue diagnosticada en un periodo donde no se
determinaban de forma rutinaria la presencia de mutaciones en el receptor del
factor de crecimiento epidérmico. Siete pacientes presentaron mutaciones EGFR
(5 pacientes presentaron histologia de adenocarcinoma y 2 pacientes de
epidermoide). Tres de estos pacientes recibieron tratamiento con erlotinib como
estrategia de primera linea. Los restantes 4 pacientes recibieron quimioterapia

basada en platino como tratamiento de primera linea.
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Figura 11: Distribucion de la edad y el sexo en la poblacién con cancer de pulmén no microcitico

(CPNM). (N=180)
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Figura 12: Distribucion de la histologia en la poblacion de CPNM (N=180)
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Figura 13: Distribucion de los factores pronésticos clasicos en la poblacién de CPNM (N=180)
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Tabla 3: Caracteristicas demograficas la poblacion con cancer de pulmén no microcitico
(CPNM) (N=180)

Caracteristicas N %
Edad (afios)

Mediana 70

Intervalo Intercuartilico (61-76)

<65 61 339

65-74 66 36.7

275 53 29.4
Sexo

Hombre 156 86,7

Mujer 24 13,3
Habito tabaquico

Nunca fumador 12 6.7

Fumador 68 93,3
Estado general (ECOG)

0-1 101 56,1

22 79 43,9
Pérdida de peso (v.p.=3)

No 104 58,8

<10% 39 22,0

>10% 34 19,2
Tipo histolégico

Epidermoide 100 55,5

Adenocarcinoma 55 30,5

Otros 25 13,9
Estadio

-1l 42 23,3

I} 54 30,0

\% 84 46,7
Tratamiento quimioterépico

No 72 40,0

Si 108 60,0
Tipo de quimioterapia

Esquemas con platino 103 95,4

Esquemas sin platino 5 4,6
Modalidad de quimioterapia

Adyuvante 11 10.2

Preoperatoria 18 16,7

Quimio-radioterapia preoperatoria 4 3,7

Quimio-radioterapia radical 14 12,9

Enfermedad avanzada 61 56,5
Respuesta a la quimioterapia*

RC/RP 43 48,3

EE 22 24,7

PE 24 26,9
* s6lo en aquellos pacientes que recibieron quimioterapia y fue posible evaluar la respuesta
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5.1.3. Caracteristicas de la poblacion con cancer de pulmén
microcitico.

Un total de 39 pacientes se incluyeron con el diagnostico de un carcinoma
microcitico de pulmén (CPM). La mediana de edad, la distribucién por sexo y el
habito tabaquico no fue diferente al de la poblacion con CPNM. Las frecuencias en
los factores prondsticos clasicos (EGOG y pérdida de peso) tampoco fueron
diferentes a las presentadas en los pacientes con CPNM. Los pacientes se
presentaron al diagndstico sélo con estadios avanzados o localmente avanzados.
Un 87% de pacientes recibieron quimioterapia, y la tasa de respuestas fue del
89,3%. De esta poblacion s6lo describiremos las caracteristicas demogréficas
(Tabla 4). El tamafio de esta muestra no hizo posible analizar las asociaciones de

los polimorfismos.
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(N=39)

Tabla 4: Caracteristicas demogréficas la poblacién con cancer de pulmén microcitico (CPM)

Caracteristicas N %
Edad (afios)

Mediana 68

Intervalo intercuartilico (58-73)

<65 14 35,9

65-74 19 48,7

>75 6 15,4
Sexo

Hombre 34 87,2

Mujer 5 12,8
Habito tabaquico

Nunca fumador 3 7,7

Fumador 36 92,3
Estado general (ECOG)

0-1 24 61,5

22 15 38,5
Pérdida de peso (v.p.=2)

No 22 59,5

<10% 13 351

>10% 2 54
Estadio

-1l 0 0

1 18 46,2

I\ 21 53,8
Tratamiento quimioterapico

No 5 12,8

Si 34 87,2
Tipo de quimioterapia

Esquemas con platino 34 100

Esquemas sin platino 0 0
Modalidad de quimioterapia

Quimio-radioterapia radical 14 41,2

Enfermedad avanzada 20 58,8
Respuesta a la quimioterapia*

RC/RP 25 89,3

EE 1 3,6

PE 2 7,1
Leyenda: *s6lo en aquellos pacientes que recibieron quimioterapia y fue
posible evaluar la respuesta
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5.2. Caracteristicas del tratamiento

5.2.1. Poblacion global
Recibieron quimioterapia un 65% de pacientes (Figura 14) y los esquemas
administrados incluyeron cisplatino o carboplatino en més del 96% de los casos.
Por su relevancia y su frecuencia, este ultimo grupo es el que se evalud para

analizar el impacto de los polimorfismos en la respuesta.

5.2.2. Poblacion de pacientes con cancer de pulmén no
microcitico

Un 60% de los pacientes recibieron tratamiento con quimioterapia (Tabla3; Figura
14). La mayoria (56,5%) recibié quimioterapia de enfermedad avanzada. El resto
recibié otro tipo de modalidades de quimioterapia. Un 10% fue tratado con
quimioterapia adyuvante, un 20% recibié tratamiento preoperatorio con
guimioterapia y combinaciones de quimioterapia y radioterapia y en un 13% se
administré quimioterapia y radioterapia (secuencial o concurrente) con intencion

radical.

En el grupo de pacientes en que se pudo evaluar la respuesta a la quimioterapia,
un 48% de pacientes presentaron respuesta a la quimioterapia (RC y RP). Un 27 %

presentaron PE como mejor respuesta a la quimioterapia.

5.2.3. Poblacion de pacientes con cancer de pulmén
microcitico

Un 87% de pacientes recibieron quimioterapia, todos ellos con esquemas con

platino, y la tasa de respuestas, en los casos en que se pudo evaluar (28

pacientes), fue del 89,3%. El tipo de modalidades de quimioterapia que se

administraron queda reflejado en la Tabla 4.
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Figura 14: Distribucion de la quimioterapia en la poblacion del estudio
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Quimioterapia en la poblacién global Quimioterapiaen la poblacion CPNM

5.3. Resultados del genotipado

Se realizé el genotipado de los 14 SNPs estudiados en los 219 pacientes. El
genotipado fue valido en el 95,46% de las muestras (2927 de 3066). En la tabla
siguiente (tabla 5) se describen las frecuencias alélicas menores (MAF) para cada
SNP en la poblacion global estudiada, asi como las frecuencias de los genotipos de
todos los SNPs. Las frecuencias alélicas menores fueron calculadas obteniendo la
proporcion en la que se observa el alelo menor respecto al conjunto de los que
pueden ocupar un locus determinado. La distribucion de los genotipos en todos

los SNPs se encontr6 en concordancia con el equilibrio de Hardy-Weinberg.
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Tabla 5: Distribucion de las frecuencias alélicas en la poblacion global (N=219)

Gen SNP ref. MAF | Genotipo N (%)
NCF2 n 63 (31%)
s2274064 TC 100 (49%,
T>C 44% ( )
cC 40 (20%)
NE 16
NCF4 cc 169 (79%)
rs2072712 | o0 cT 44 (21%)
(>3] /T 0 (0%)
NE 6
cc 151 (71%)
52075939 15% CT 58 (27%)
cT T 4(2%)
NE 6
NOX3 GG 165 (78%)
rs12195525 | o0 GT 45 (21%)
G>T 1T 2 (1%)
NE 8
T 75 (37%)
15231954 0% TC 90 (45%)
T>C cc 36 (18%)
NE 18
GG 167 (77%)
rs34960420 11% GA 43 (23%)
G>A AA 2 (1%)
NE 7
NOX5 cc 193 (95%)
152277552 2% CT 11 (5%)
cT T 0 (0%)
NE 15
T 67 (31%)
rs12907196 26% TC 74 (44%)
T>C cc 52 (24%)
NE 6
XDH T 184 (86%)
rs17011368 | TC 31 (14%)
T>C cC 0 (0%)
NE 5
GG 113 (53%)
51884725 25% GA 89 (41%)
G>A AA 13 (6%)
NE 4
NOS2 GG 139 (70%)
52297518 16% GA 55 (28%)
G>A AA 5 (3%)
NE 20
GG 58 (27%)
1s1060826 7% GA 115 (53%)
G>A AA 43 (20%)
NE 3
RAC2 GG 146 (69%)
152239774 17% GC 60 (28%)
G>C cc 6 (3%)
NE 7
T 135 (67%)
1s1064498 17% TC 62 (31%)
T>C cC 4(2%)
NE 18
MAF: Frecuencia alélica menor. SNP ref: referencia del SNP
NE: No evaluables
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En la tabla 6 se detalla la distribucién de los genotipos de los SNPs en la poblacion

de pacientes con cancer de pulmon no microcitico (CPNM).

Tabla 6: Distribucion de los genotipos de los SNPs en la poblacién de CPNM(N=180)

Gen SNP ref Genotipo N (%)
T 51 (30,4%)
NCF2 | rs2274064 T>C e 85 (50,6%)
c/ie 32(19,1%)
c/iC 136 (77,7%)
152072712 C>T i 39 (22,3%)
NCF4 T 0
c/c 125 (71,8%)
152075939 C>T i 47 (271%)
T 2(L1%)
G/G | 139 (79,0%)
r512é2$525 GIT 33 (19%)
i 2(L1%)
i 64 (30%)
NOX3 rszT3>10954 T T 4339
c/iC 29 (17,7%)
G/G | 141(80,6%)
r534§fg420 AIG 32 (18,3%)
A/A 2(L1%)
c/iC 160 (95,2%)
rs2277552 o T (6.0
T
NOXS5 /T 0
i 55 (3L,4%)
rsnffg 196 T 78 (44,6%)
c/c 42 (24%)
i 148 (84,1%)
rs”?jcl%s T 28 (15,9%)
XDH c/C 0(0%)
G/G 87 (49,4%)
“12%725 AG 79 (44,9%)
A/A 10 (5,7%)
G/G | 116 (7L2%)
r522G9>1518 AIG 44 (27%)
NOS2 A/A 3(1,8%)
G/G 51 (28,8%)
“1%6)&826 AIG 90 (50,9%)
A/A 36 (20,3%)
GIG | 120 (69,4%)
rszée;egm C/G 48 (27,8%)
RAC2 c/C 5 (2,9%)
/T 108 (65,8%)
rs“ﬁ‘é“gs i 52 (31,7%)
c/C 4(2.4%)
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La distribucion de las frecuencias alélicas en la poblacion de CPNM no fue
diferente la distribuciébn observada en la poblacién de cancer de pulmén
microcitico (CPM). La tabla de comparacion de frecuencias en estas dos

poblaciones esta disponible como material suplementario.

5.4. Relacién de los polimorfismos con los factores

pronaosticos clasicos en cancer de pulmon

5.4.1. Poblacion global
En la poblacion global de 219 pacientes se evalu6 la asociacion de los 14 SNPs
seleccionados con los factores prondsticos clinicos clasicos en cancer de pulmon:
el ECOG, la pérdida de peso y el estadio. Se evaluaron los 5 modelos genéticos

descritos previamente en los 14 SNPs. El andlisis se ajusté para el sexo y la edad.

ECOG: Se valor6 el ECOG en dos categorias: 0-1 frente 2-4. La tabla 7 muestra los
resultados de la asociacion entre el ECOG y el genotipo. Como se observa, sélo el
SNP NCF4 rs2075939 (C>T) se asocié marginalmente con el ECOG. Los pacientes
con ECOG 0-1 presentaron con mayor frecuencia el alelo menor T (18,6%) que los
pacientes con ECOG 2-4 (11,4%), lo cual indica que los pacientes portadores del
alelo menor T exhibian un riesgo menor de presentar un ECOG =2-4, de acuerdo
con un modelo aditivo, en el que cada copia del alelo T disminuye a la mitad el
riesgo de presentar un ECOG entre 2y 4 (OR:0,52; IC 95% OR: 0,29-0,93; p=0,023).

Estadio: Se categoriz6 en dos grupos: estadios |-l frente a estadios IV. La tabla 8
muestra los resultados del test de asociaciones entre el estadio y el genotipo de
los SNPs. Nuevamente, el SNP NCF4 rs2075939(C>T) presentd una asociacion

estadisticamente significativa con esta variable. Los pacientes diagnosticados en
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estadios I-lll presentaron una mayor frecuencia del alelo menor T de NCF4 (22%)
gue los pacientes en estadio IV (8,6%), lo que indica que los pacientes portadores
del alelo menor T presentaban un menor riesgo de enfermedad metastatica de
acuerdo con un modelo aditivo, en el que cada copia del alelo T disminuye tres
veces el riesgo de presentar la enfermedad en estadio IV (OR:0,31; IC 95% OR:
0,17-0,58; p=0,0001).

Pérdida de peso: Se evalud el peso en dos categorias: ausencia de pérdida de peso

(codificado como 1), presencia de pérdida de peso (codificado como 2). No se
encontraron asociaciones estadisticamente significativas entre esta variable y
ninguno de los SNPs estudiados. La tabla 9 muestra el estudio de asociacion entre
los distintos polimorfismos y el factor pronéstico pérdida de peso en la poblacién

global.
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Tabla 7: Asociaciones de los 14 SNPs con el ECOG en la poblacién global (N= 219). Resultados del

andlisis univariado ajustado por edad y sexo.

P
Gen SNP ref, Genotipo ECOG 0-1 ECOG 2-4 OR(95%CI) Modelo
N (%) N (%)
T 31 (27.4%) 32(35,6%)
152274064 0,68 017
T 61 (54% 39 (43,3% : :
NCF2 o (54%) (43.3%) (0,38-1,19) oD
cre 21 (18,6%) 19 (21,1%)
c/C 92 (75,4%) 77 (84,6%) 0,60
r52%7>2T712 T 30 (24,6%) 14 (15,4%) (0,29-1,22) 015
NCF4 i7ii 0(0%) 0(0%) D*
0, 0/
152075939 cie L (65'30/") 12 (78’30/") 052 0,023
o CIT 39(32,2%) 19/(20,6%) ) A
/T 3(2,5%) T(11%) P
G/G 93 (77,5%) 72 (78,3%) 0,00 0,12
rleéS?SZS oI 25 (20,8%) 20 (21,7%) (0,00-NA) R
/T 2(L7%) 0(0%)
T 42 (36,2%) 33(38,8%) 1,29 0,51
NOX3 121954 o 54 (46,5%) 36 (42,4%) (0,61-2,74) R
c/C 20 (17,2%) 16 (18,8%)
G/G 93 (77,5%) 74 (80,4%) 0,00 0.12
'534352420 AIG 25 (20,8%) 18 (19,6%) (0,00-NA) R
AA 2(L7%) 0(0%)
c/c 108 (94,7%) 85 (94,4%) 0,93 09
r522c7>7Ts‘r’2 i 6(5,3%) 5 (5,6%) (027-3,18) D
NOXS5 T 0(0%) 0(0%)
i 37 (30,6%) 30 (32,6%) 0,83 0,51
rm?fg 196 T 56 (46,3%) 38 (41,3%) (0,47-1,45) oD
c/c 28 (23,1%) 24(26,1%)
/T 109 (89,3%) 75 (80,7%) 1,90 011
'517%13368 i 13 (10,7%) 18 (19,4%) (0,87-4,17) D*
XDH c/c 0(0%) 0(0%)
G/G 62 (50,4%) 51 (55,4%) 2,23 0,17
reLeRTes A/G 56 (45,5%) 33(35.9%) (0,69-7,19) R
AA 5 (4,1%) 8(8.7%)
G/G 83 (70,9%) 56 (68,3%) 0,00 0,018
rsZé&iSlB e 29 (24.8%) 26 (3L.7%) (0,00-NA) R
NOS2 AA 5 (4,3%) 0(0%)
G/G 34 (27,4%) 24(26,1%) 0,66 0,24
mgi‘f% A/G 62 (50%) 53 (57,6%) (0,32-1,33) R
A/A 28 (22,6%) 15 (16,3%)
G/G 83 (68,6%) 63 (69,2%) 0,27 0,18
rszz;?” C/IG 33 (27,3%) 27 (29,7%) (0,03-2,36) R
RAC2 c/c 5 (4,1%) 1(L1%)
/T 79 (67,5%) 56 (66,7%) 1,30 08
rsl(.)r6>i498 T 36 (30,8%) 26 (30,9%) (0,18-9,50) R
c/c 2(L7%) 2 (2.4%)

*En los polimorfismos en los que no hay individuos homocigotos para el alelo menor solo se ha evaluado el modelo dominante.

A:aditivo, R:recesivo, D:dominante, OD: sobredominante

Marginalmente significativo

Estadisticamente significativo
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Tabla 8: Asociaciones de los 14 SNPs con el Estadio en la poblacion global (N=219). Resultados del

analisis univariado ajustado por edad y sexo.

Gen SNP ref. Genotipo Estadio I-11l Estadio IV OR(95%CI) P Modelo
N (%) N (%)
NCF2 7 30 (28,9%) 33 (33,3%)
rSZZTZ‘éOGA /T 50 (48,1%) 50 (50,5%) o 3%_617 %) 0’56
c/c 24 (23,1%) 16 (16,2%) T
NCF4 2072712 c/C 86 (78,2%) 83 (80.6%) 079 049
o1 i 24 (21,8%) 20 (19,4%) (040.1.55) D
iii 0 (0%) 0 (0%) s
1s2075939 cie €5 (59,6%) 86 (82,7%) 031 0,0001
o1 CIT 40 (36,7%) 18 (17,3%) ©17.058) o
iii 4(3,7%) 0 (0%) S
NOX3 12195525 G/G 83 (76,2%) 82 (79.6%) A 0,086
o1 GIT 26 (23.9%) 10 (18,4%) (0.00NA) R
iii 0 (0%) 2(1,9%) '
rs231954 7 41 (39,4%) 34 (35%) 1,31 0,34
e i 43 (41,4%) 47 (48 5%) 0.75.2:30) op
c/C 20 (19,2%) 16 (16,5%) >
rs34960420 c/6 84 (77.1%) 83 (80.6%) NA 0,086
oon A/G 25 (22,9%) 18 (17,5%) (0.00NA) "
A/A 0 (0%) 2(1,9%) :
NOX5 277552 c/C 100 (95,2%) 93 (93,9%) Lo 060
oT il 5(4.8%) 6(6.1%) (0,39-4,62) D
/T 0 (0%) 0 (0%) s
iii 38 (34,2%) 29 (28,4%)
r512$gg 196 T 51 (46%) 43 (42,2%) o 912'_73? 31 0'%85
c/C 22 (19,8%) 30 (29,4%) e
XDH 17011363 iii 97 (87,4%) 87 (83,7%) 119 032
¢ T 14 (12,6%) 17 (16,4%) (0663.23) o
c/C 0 (0%) 0 (0%) o
G/G 55 (49,1%) 58 (56,3%)
rsnéifzs A/G 50 (44,6%) 39 (37,9%) " 4%_714 - O’SB
A/A 7(6.2%) 6 (5,8%) e
NOS2 297518 G/G 78 (74,3%) 61 (64,9%) Lo 013
oon A/G 24 (22,9%) 31 (33%) (0.86.5,05) oD
A/A 3(2,9%) 2 (2,1%) oS
G/G 32 (28,3%) 26 (25,2%)
mgi‘f% AG 57 (50,4%) 58 (56,3%) " 711223 1) Oo"gs
A/A 24 (21,2%) 10 (18,4%) e
RAC2 (<239774 G/G 76 (68,5%) 70 (69,3%) 017 0.063
ooC C/G 30 (27%) 30 (29,7%) (0.09-1.50 n
c/C 5 (4,5%) 1(1%) e
rs1064498 izl 71(67%) 64 (67,4%) 3,50 0,25
e T 34 (32,1%) 28 (29,5%) (0.35.34.66) .
c/C 1(0,9%) 3(3.2%) s

*En los polimorfismos en los que no hay individuos homocigotos para el alelo menor solo se ha evaluado el modelo dominante.

A:aditivo, R:recesivo, D:dominante, OD: sobredominante
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Tabla 9: asociaciones de los 14 SNPs con la pérdida de peso en la poblacion global (N=219).

Resultados del andlisis univariado ajustado para edad y sexo.

Gen SNP ref. Genotipo Pérdida de peso Pérdida de peso OR (IC 95%) P Modelo
No Si
N (%) N (%)
T 37 (32,5%) 25 (29,8%)
152274064 ; D 1,17
NCF2 ToC crr 55 (48,2%) 42 (50%) (063-216) 0,63
cic 22 (19,3%) 17 (20,2%)
CIC 93 (77,5%) 72 (81,8%)
152072712 CIT 27 (22,5%) 16 (18,2%) 0,85 0,64
NCE4 c>T T 0 0 (0,42-1,71) D*
0, 0/
152075939 cre 84 (70%) 62 (70.5%) 1,40 074
CIT 34 (28,3%) 24 (27,3%)
c>T T 0 7’0/)" 56 310/; (0,19-10,28) R
1% ,3%
0, 0/
er— e 52 10 10 605 o7 ous
G>T $/T g El - )") 0((85) ] (0,38-1,52) D*
2 (70 0,
0, 0
NOX3 15231954 1T 39 (34,5%) 34 (41%) 0,83 0,54
e CIT 53 (46,9%) 35 (42,2%) 046151 5
CIC 21 (18,6%) 14 (16,9%) (0:46-151)
0, 0/
1s34960420 %G 294 fgf’) ZO (;g'inf) 0,93 084
G>A Ni gE 197’;3 )") 80( (8(;/)” (0,47-1,86) D*
2 (70 0,
CIC 106 (92,2%) 82 (97,6%)
re227T%2 i 9 (7.8%) 2 (2.4%) o (%_21521) 0,054
NOX5 TIT 0 0 s
0/ 0/
J— i G35 210 120 020
T>C = = (0,75-2,55) D
CIC 30 (24,6%) 22 (25,3%)
0, 0,
rs17011368 ZT 1093 (84';)@ 72 (82,20@ 0,77 052
T>C C/g L (1(5)3, %) L (10' %) (0,35-1,71) D*
XDH
0, 0,
151884725 %G 60 (48’40/") 52 (59'80/°) 0,60 0,035
G>A Ni 5140(?83*150//‘;) 32 ggf/f) (0,37-0,97) A
1170 370
0, 0,
152297518 Zg 3728 26893/:/) 2519 226/;’,) 0,89 072
G>A (28,3%) (25.6%) (0,46-1,70) oD
NOS2 AA 3 (2,6%) 2 (2,4%)
0, 0,
G>A AA 25 Ezo’zo/n ; 7 Em'sn/o ; (0.66-2,02) oD
, 270 L0970
0, 0
152239774 GG 81 (66.4%) 62 (72.1%) 0,00 0,016
oo CIG 35 (28,7%) 24 (27,9%) (0.00-NA) R
RAC2 CIC 6 (4,9%) 0 (0%) '
0, 0,
el —— S BEss— 9%, | %
CIC 2 (L,7%) 2 (2,4%) s

*En los polimorfismos en los que no hay individuos homocigotos para el alelo menor solo se ha evaluado el modelo dominante. A:aditivo, R:recesivo,
D:dominante, OD: sobredominante

Marginalmente significativo

Estadisticamente significativo
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5.4.2. Poblacion con cancer de pulmon no microcitico:
En la poblacion de CNMP de 180 pacientes se evalu6 también la asociacién de los
14 SNPs seleccionados con los factores prondsticos clinicos en cancer de pulmon:
el ECOG, la pérdida de peso y el estadio. Al igual que en el caso anterior se
testaron los 5 modelos genéticos descritos previamente y con el mismo tipo de
codificacion para las variables. El andlisis se ajusté para el sexo y la edad. Los
resultados son analogos a los obtenidos en la poblacion global. Se resumen a

continuacion:

ECOG: Al igual que en la poblacion global, se observ6 una asociacion marginal con
el SNP NCF4 rs2075939 (OR: 0,46; IC 95% OR: 0,23-0,90; p=0,019; modelo aditivo).
Los pacientes portadores del alelo menor T presentaron un riesgo menor de
presentar un ECOG 2-4. Segun el modelo aditivo utilizado, cada copia del alelo T
disminuy6 en un 54 % el riesgo de presentar un ECOG entre 2-4. La tabla 10

muestra los resultados de la asociacién entre el ECOG y el genotipo.

Estadio: De forma idéntica a lo descrito en la poblacién global, se detectd una
asociacién estadisticamente significativa con el SNP NCF4 rs2075939 (OR: 0,30; IC
95% OR: 0,15-0,62; p=0,0005; modelo aditivo). Los pacientes con CPNM
diagnosticados en estadios I-Ill presentaron una mayor frecuencia del alelo menor
T de NCF4 (21%) que los pacientes en estadio IV (7,8%). Cada copia del alelo T
disminuy6 3 veces el riesgo de presentar la enfermedad en estadio IV. La tabla 11

muestra los resultados de la asociacion entre el estadio y el genotipo.

Pérdida de peso: No se encontrd ninguna asociacion estadisticamente significativa

entre esta variable y ninguno de los SNPs analizados en la poblacion con CPNM.

Los resultados de este analisis se describen en la tabla 12.
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Tabla 10: Asociaciones de los 14 SNPs con el ECOG en la poblacion con céncer de pulmén no

microcitico (N=180). Resultados del andlisis univariado ajustado por edad y sexo.

Gen SNP ref, Genotipo ECOG 0-1 ECOG 2-4 OR(95%Cl) P Modelo
N (%) N (%)
NCF2 152274064 T 24 (26,1%) 27 (35,5%) 0,66 0,18
T>C i 51 (55,4%) 34 (44,7%) (0:36-1,22) opb
c/c 17 (18,5%) 15 (19,7%)
NCF4 152072712 c/C 73 (74,5%) 63 (81,8%)
oT cr 25 (25,5%) 14 (18,2%) 0,65 0,26
/T 0 (0%) 0 (0%) (0,31-1,38) D
rs2075939 c/C 64 (66%) 61 (79,2%) 0,46 0,019
c>T c/T 31 (32%) 16 (20,8%) (0,23-0,90) A
/T 2 (2,1%) 0 (0%)
NOX3 rs12195525 G/G 75 (77,3%) 64 (83,1%) 0,61 0,17
G>T G/T 20 (20,6%) 13 (16,9%) (0,30-1,25) A
/T 2 (2,1%) 0 (0%)
1231954 /T 34 (36,2%) 30 (42,9%) 0,79 0,46
TC cr 43 (45,7%) 28 (40%) (0,41-1,50) D
c/c 17 (18,1%) 12 (17,1%)
rs34960420 G/G 75 (77,3%) 66 (84,6%) 055 011
G>A AIG 20 (20,6%) 12 (15,4%) © 261 16) A
A/A 2(2,1%) 0 (0%) T
NOX5 12277552 c/C 88 (94,6%) 72 (96%) 0,65 0,56
oT crr 5 (5,4%) 3 (4%) (0,15-2,85) D
/T 0 (0%) 0 (0%)
rs12907196 /T 29 (29,6%) 26 (33,8%) 082 054
TC cr 45 (45,9%) 33 (42,9%) © 431 56) b
c/c 24 (24,5%) 18 (23,4%) o
XDH rs17011368 /T 87 (88,8%) 61 (78,2%) 2,12 0,074
TC i 11 (11,2%) 17 (21,8%) (0,92-4,90) D*
c/C 0 0
151884725 G/G 45 (45,5%) 42 (54,5%) 0,56 0,059
G>A A/G 51 (51,5%) 28 (36,4%) (0,30-1,03) oD
A/A 3(3%) 7(9,1%)
NOS2 12297518 G/G 71 (75,5%) 45 (65,2%)
G>A A/G 20 (21,3%) 24 (34,8%) 2,07 0,044
A/A 3(3,2%) 0 (0%) (1,02-4,21) oD
rs1060826 G/G 28 (28%) 23 (29,9%) 058 017
G>A A/G 48 (48%) 42 (54,5%) © 971 2) R
A/A 24 (24%) 12 (15,6%) o
RAC2 152239774 G/G 67 (69,1%) 53 (69,7%) 030 024
G>C /G 26 (26,8%) 22 (28,9%) © 032 75) R
c/C 4(4,1%) 1 (1,3%) e
rs1064498 /T 63 (67%) 45 (64,3%) 14 083
T>C cr 29 (30,9%) 23 (32,9%) © 179 08) R
c/C 2 (2,1%) 2 (2,9%) o

*En los polimorfismos en los que no hay individuos homocigotos para el alelo menor solo se ha evaluado el modelo dominante.

A:aditivo, R:recesivo, D:dominante, OD: sobredominante

Marginalmente significativo

Estadisticamente significativo

109




Tabla 11 asociaciones de los 14 SNPs con el Estadio en la poblacion con cancer de pulmén no

microcitico (N= 180). Resultados del analisis univariado ajustado por edad y sexo.

P
Gen SNP ref, Genotype Estadio I-11 Estadio IV OR(95%Cl) Modelo
N (%) N (%)
NCF2 /T 24.(27,9%) 27 (32,9%)
152274064 o 24 (51.0%) 21 (50%) 0,80 0,51
T>C (0,41-1,55) D
c/C 18 (20,9%) 14 (17,1%)
0, 0
LR = S 1 112 W I
S , , \ "
c>T o S S (0,45-1,96) D
0, 0/
152075939 c/e 55 (60'40/”) 70 (84’30/“) 0,30 0,0005
oo cT 34(37,4%) 13 (15,7%) (0.15.062) A
/T 2(2,2%) 0 (0%) o
0, 0/
NOX3 12195505 G/G 73(79,3 0/0) 66 (80,5 0/0) NA 0077
o1 GIT 19 (20,6%) 14 (17,1%) (0.00.NA) R
/T 0 (0%) 2 (2,4%) ’
0, {)
15231954 il 37 (430/") 21 (34‘60/“) 1,89 0,047
o0 c/T 31 (36%) 40 (51,3%) (100.3.57) oo
c/C 18 (20,9%) 11 (14,1%) e
0, 0y
1534960420 6/6 4 (80'40/") o7 (80‘70/“) NA 0,079
oo AIG 18 (19,6%) 14 (16,9%) (0.00.NA) R
AIA 0 (0%) 2 (2,4%) ’
0, 0
NOXS 152277552 gﬁ 82 856'%’) 7; 859‘3/;“) 1,24 0,77
o>T T 5 2 5 2 (0,29-5,26) D*
/T 32 (34%) 23 (28,4%)
rm?fg 196 /T 43 (45,7%) 35 (43,2%) o 812’?38 a) 0’55
c/C 19 (20,2%) 23 (28,4%) o
0, 0/
oA ooz [T | o | ereor 1 01s
T>C o S 5 (0,79-4,23) D
G/G 44 (46,8%) 43 (52,4%)
rsnéifzs A/G 42 (46,8%) 35 (42,7%) o 403;_719 2 OBM
AIA 6 (6,4%) 4(4,9%) s
0, 0
Nos2 152297518 6/e 68 (77'30@ 48 (64/2) 2,04 0,048
oon AIG 18 (20,4%) 26 (34,7%) (100-4.14) ob
AIA 2(2,3%) 1 (1,3%) o
G/G 26 (27,4%) 25 (30,5%) 088 057
rs1060826 G>A AIG 48 (50,5%) 42 (51,2%) (0,57-1,36) N
AIA 21 (22,1%) 15 (18,3%)
0, 0/
RAC2 152230774 G/G 65 (69,9?) 55 (68,5:@) 028 015
e c/G 24.(25,8%) 24 (30%) 002.212) .
c/C 4 (4,3%) 1 (1,2%) e
0, 0/
rs1064498 il 59 (66.,3%) 49 (65,3%) 3,84 0,22
cT 29 (32,6%) 23 (30,7%)
T>C e T 1% 2 @) (0,38-38,53) R

*En los polimorfismos en los que no hay individuos homocigotos para el alelo menor solo se ha evaluado el modelo dominante.

A:aditivo, R:recesivo, D:dominante, OD: sobredominante

Marginalmente significativo

Estadisticamente significativo
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Tabla 12: asociacion de los 14 SNPs con la pérdida de peso en la poblacion con cancer de pulmén no

microcitico (N=180). Resultados del andlisis univariado ajustado por edad y sexo.

Gen SNP ref. Genotipo Pérdida de peso Pérdida de peso P
No Si OR (95% IC) Modelo
N (%) N (%)
7T 29 (31,2%) 21 (29,2%)
NCF2 rszi‘é%“ T 45 (48,4%) 38 (52,8%) o 617*_225 2 Oé‘g’
c/C 19 (20,4%) 13 (18,1%) o
c/C 74 (74,8%) 60 (82,2%)
rs2072712 o 25 (25.2%) 13 (17 8%) 0,68 033
NCE4 CT 5 5 (0,32-1,48) D*
c/C 72 (73,5%) 50 (68,5%)
'52%7>ST939 T 26 (26,5%) 21(28,8%) o 610’_12832) 0,64D%
iii 0 (0%) 2(2,7%) o
0/ 0/
1512195525 G/e L (77’80@ 80 (83’3f’) 0,66 0,30
o1 G/T 20 (20,2%) 12 (16,7%) (0.30-1.46) e
iii 2 (2%) 0 (0%) Rl
0 0
NOX3 5231954 n 34 (37.4%) 29 (41.4%) 088 0,68
e I 40 (44%) 29 (41,4%) (046.1.66) b
c/C 17 (18,7%) 12 (17,1%) Ao
0/ 0,
1s34960420 6/e L& (79’80@ 80 (82,20@ 0,81 0,61
oon A/G 18 (18,2%) 13 (17,8%) 0370.78) D
AA 2 (2%) 0 (0%) 2
0/ 0,
rs2277552 cic 88 (93’? %) 69 (97’02 %) 0,36 0,19
s T 6 (6,4%) 2 (2,8%) ©OLET o
NOX5 0 0 , ,
0/ 0,
rs12907196 il 34 (33’7f’) 21 (29,20@ 1,40 0,29
o CIT 41 (40,6%) 35 (48,6%) 075.261) oD
c/C 26 (25,7%) 16 (22,2%) >
0/ 10/
rs17011368 izl 83 (83%) 62 (84,9%) 0,80 06
CIT 17 (17%) 11 (15,1%)
T>C 0,34-1,86 D*
XDH c/C 0 0 (0.34-1.86)
G/G 47 (46,1%) 40 (55,6%)
mgif% AG 47 (46,1%) 30 (41,7%) " 0%’_310 50) O‘él
AA 8 (7,8%) 2 (2,8%) o
0/ 0/
rs2297518 6/e o1 (71’3f’) 48 (71’6f) 2,69 0,97
oon A/G 26 (27,7%) 17 (25,4%) (0243047) S
NOS2 AA 1(1,1%) 2 (3%) s
0 0y
rs1060826 6/6 28 (27‘40/°) 21 (29%/“) 0,88 0,69
on A/G 54 (52,9%) 36 (50%) (045.1.63 b
AA 20 (19,6%) 15 (20,8%) O
0y 0/
rs2239774 6/6 o7 (670/°) 51 (71‘80/°) 0,00 0,02
ooC C/G 28 (28%) 20 (28,2%) (0.00NA) o
RAC2 c/C 5 (5%) 0 (0%) '
T 62 (65,3%) 44 (65,7%) 0,75
'51‘%%498 T 31(32,6%) 21 (31,3%) o lgﬁg 21) R
C/C 2(2,1%) 2 (3%) T

*En los polimorfismos en los que no hay individuos homocigotos para el alelo menor sélo se ha evaluado el modelo dominante. A:
aditivo, R: recesivo, D: dominante, OD: sobredominante.
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5.5. Relacién de los polimorfismos con la respuesta al
tratamiento de combinaciones de quimioterapia

basadas en platino

Dado que la quimioterapia estandar en el cancer de pulmaén son los dobletes de
platino (combinaciones de quimioterapia que incluyen cisplatino o carboplatino
asociados a otros farmacos), hemos considerado relevante valorar la respuesta en
este tipo de combinaciones. Por otra parte, s6lo 5 pacientes del total de la
poblacion recibieron quimioterapia que no contenia platino y han quedado

excluidos del andlisis para la respuesta

5.5.1. Poblacién global
Un total de 142 pacientes de los 219 pacientes de la poblacién global recibieron
quimioterapia. Un 96,5% (137 pacientes) recibié quimioterapia basada en
combinaciones de platino. Se pudo evaluar la respuesta en 110 pacientes que
recibieron quimioterapia basada en platino. De estos pacientes evaluables, 65
(59,0 %) alcanzaron criterios de RC o RP, 23 pacientes (21,0%) se valoraron como

EE y 22 pacientes (20,0%) presentaron PE como mejor respuesta al tratamiento.

La tabla 13 muestra las caracteristicas de estos 110 pacientes de la poblacion
global en los que se pudo evaluar la respuesta a combinaciones de platino. Un
77,3% de los pacientes presentaban ECOG 0-1 y un 25,5% correspondieron a

pacientes con diagnostico de carcinoma microcitico.
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Tabla 13: Caracteristicas de los pacientes evaluados para la respuesta tras combinaciones

de platino en la poblacion global (N=110).

Caracteristica N %
Edad (afios)

<65 47 42,7

65-74 45 40,9

>75 18 16,4
ECOG

0 18 16,4

1 67 60,9

2 24 21,8

3 1 0,9
Pérdida de peso (v,p,=2)

No 70 64,8

<10% 22 20,4

>10% 16 14,8
Tipo histoldgico

No microcitico 82 74,5

Microcitico 28 25,5
Estadio

Il 17 15,5

1l 44 40,0

v 49 445
NOX3 (rs231654) (v,p,=7)

TT+TC 85 82,5

cC 18 17,5
Respuesta al tratamiento

RC/RP 65 59,1

EE 23 20,9

PE 22 20,0
v.p.: valores perdidos
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Para evaluar el tipo de respuesta y su asociacién con los polimorfismos
seleccionados, se crearon dos categorias: bajo el término “respuesta” se
agruparon la RC, RP y EE y se comparoé frente a la categoria “no respuesta”, que

incluyé la PE. Se evaluaron los 5 modelos genéticos descritos previamente.

La Tabla 14 muestra el test de asociacion de los 14 SNPs con la respuesta a la

guimioterapia basada en platino en la poblacion global.

El SNP NOX3 rs231954 (T>C) presentd una asociacion estadisticamente
significativa con la respuesta, de acuerdo con un modelo de herencia recesivo.
Los pacientes que no respondieron a la quimioterapia basada en platino
presentaron una mayor frecuencia del alelo menor C de NOX3 (61,9%) que
aquellos que respondieron a la quimioterapia (37,2%). Esto significa que los
pacientes portadores del alelo menor C en homocigosis (genotipo CC) tienen un
riesgo mas alto (hasta de 6 veces) de no responder al tratamiento, comparado
con el resto de pacientes (aquellos con genotipos TTy TC) (OR: 6,08; IC 95% OR:
2,01-18,41; p=0,0015).

Analogamente, el SNP NOS2 rs1060826 (G>A) también se asocié (marginalmente)
con la respuesta, de acuerdo con un modelo recesivo. Los pacientes portadores
del alelo menor A en homocigosis (genotipo AA) tienen un riesgo mas alto (casi de
5 veces) de no responder al tratamiento, comparado con el resto de pacientes

(aquellos con genotipos GG y GA). (OR: 4,85; IC 95% OR: 1,68-13,97; p=0,0041).
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Tabla 14: Asociacion de los polimorfismos con la respuesta a la quimioterapia basada en platino en

la poblacién global (N=110)

Gen SNP ref. Genotipo Respuesta No Respuesta OR (IC 95%) P Modelo
(RC/RP/EE) (PE)
N (%) N (%)
/T 27 (32,5%) 6 (28,6%)
NCF2 YSZZTZ‘I:OGA /T 42 (50,6%) 10 (47,6%) o 418’_5; %) o,;w
c/C 14 (16,9%) 5 (23,8%)
07271 c/C 68 (79,1%) 19 (86,4%) 060 043
rs o1 /T 18 (20,9%) 3 (13,6%) © 162 24) 5
NCF4 7T 0 0 16-2,
4 (73,6% 15 (68,2Y%
152075939 cre 64(73,6%) 5 (68,2%) 0,00 017
o CIT 19 (21,8%) 7 (3L,8%) 00BNA) -
/T 4 (4,6%) 0 (0%) '
G/G 68 (79,1%) 19 (86,4%) 0,59
'512612$525 GIT 17 (19,8%) 3(13,6%) (0,16-2,09) °'A38
/T 1(1,2%) 0 (0%)
/T % 4(19,1%
NOX3 15231954 /” 30(36.6%) (19.1%) 6,08 0,0015
o C 43 (52,4%) 8 (38,1%) T 2
c/C 9 (11%) 9 (42,9%) s
1% 19 (86,4%
1534960420 6/ 68 (81%) 9 (86.4%) 0,65 0,49
oA AIG 15 (17.9%) 3(13,6%) (016233) "
A/A 1(1,2%) 0 (0%) i
0, 0y
2277552 c/C 81 (96.4%) 20 (95,2%) L35 08
e CIT 3(3.6%) 1(4,8%) (013.1368) o
NOX5 7T 0(0%) 0(0%) i
/T 26 (30,2% 40,9%
rs12907196 ! 8 (30.2%) 9 (40,9%) 0,63 035
e CIT 40 (46,5%) 9 (40,9%) (0.241.65) S
c/c 20 (23,3%) 4 (18,2%) s
0, 0/
rs17011368 Zﬁ 798 (1809 ; /A’) 157 (2727’730 /A’) 2,55 0,14
T>C (10.3%) (22.7%) (0,76-8,57) D*
XDH c/C 0(0%) 0(0%)
G/G 48 (55,2%) 10 (45,5%)
mgﬁfzs AIG 35 (40,2%) 11 (50%) " 518’_43878) 041
A/A 4 (4,6%) 1 (4,5%) e
0, 0/
1s2297518 6/e 56 (10%) 15 (75%) 0,00 0,24
oon A/G 21 (26,2%) 5 (25%) (0.00NA) .
NOS2 AJA 3(3.8%) 0 (0%) '
0, 0,
rs1060826 c/e 26 (29'?@ > (22'70@ 4,85 0,0041
on AIG 51 (58%) 8 (36,4%) (1.6813.97) R
A/A 11 (12,5%) 9 (40,9%) e
0, 0/
S - ) 106199 s o
G>C il il (0,15-1,57) D
RAC2 c/C 3(3.5%) 0 (0%)
0, 0/
rs1064498 Zﬁ gg (Zi%’) 146 (2?, /A’) 071 0,58
™C CIC 1 El % )0) o((oo/;) (021-2.38) o
&7, ()

*En los polimorfismos en los que no hay individuos homocigotos para el alelo menor solo se ha evaluado el modelo dominante. A:

aditivo, R: recesivo, D: dominante, OD: sobredominante

Marginalmente significativo

Estadisticamente significativo
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Mediante regresién logistica, se cuantificd el grado de asociacién entre el SNP
NOX3 rs231954 con la modalidad de respuesta “progresion de enfermedad (PE)”
al tratamiento. Se constato que este SNP en homocigosis aumentaba 14,41 veces
el riesgo de presentar como respuesta al tratamiento una PE (OR: 14,41; 95%CI
OR: 3,05-68,01; p=0,001) tras el ajuste con el resto de co-variables seleccionadas.
De estas Ultimas, s6lo el estadio presentd un OR ajustado asociado a la respuesta
estadisticamente significativo (OR: 9,21; 95%CI OR: 1,97-43,09; p=0,005). La tabla
15 muestra los detalles del analisis de regresion logistica para evaluar la relacion

con la respuesta en la poblacion global (Tabla 15).

Tabla 15: Andlisis de regresion logistica para evaluar la asociacién entre las variables
estudiadas y la progresion tras el tratamiento con quimioterapia basada en platino en la

poblacion global (PE vs. RC/RP/EE).

Caracteristica OR crudo | IC95% OR P OR ajustado | IC 95% OR P
Edad (afios) 0,554 0,689
<65 1 1 1 1
65-74 0,82 0,30-2,21 | 0,693 1,41 0,39-5,13 | 0,602
>75 0,41 0,08-2,06 | 0,279 0,60 0,07-4,82 | 0,629
ECOG 0,094 0,757
0-1 1 1 1 1
2-3 2,39 0,86-6,60 1,28 0,27-6,16
Pérdida de peso 0,188 0,539
No 1 1 1 1
Si 1,92 0,73-5,04 1,51 0,41-5,56
Tipo histolégico 0,065 0,072
No microcitico 1 1 1 1
Microcitico 0,24 0,05-1,10 0,12 0,01-1,21
Estadio 0,001 0,005
-1 1 1 1 1
v 5,95 2,01-17,66 9,21 1,97-43,09
NOX3 (rs231654) 0,001 0,001
TT+TC 1 1 1 1
CC 6,08 2,01-18,41 14,41 3,05-68,01
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Se complet6 el andlisis de la relacion entre la respuesta y el resto de variables en
la poblacion global mediante la metodologia CART. Este método nos permitié
construir un arbol de decisién cuyos resultados evaluados son concordantes con
los resultados obtenidos en la regresion logistica. EI primer nodo del arbol
establece el parametro que mas se asocia a la ausencia de respuesta a la
quimioterapia. En nuestro caso, es la presencia del polimorfismo NOX3
(rs231654). La presencia del alelo C en homocigosis condiciona que un 50% de
pacientes presenten PE frente a un 14% de pacientes con el alelo consenso o el
polimorfismo en heterocigosis. En el grupo de pacientes que no presentan el alelo
C en homocigosis, el estadio es la variable que mejor determina la respuesta. En
este grupo, progresan un 30% con estadios IV frente a un 2% con estadios I-lll. La
figura 15 muestra el arbol de decisién tras aplicar la herramienta CART en la

poblacion global.
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Figura 15: arbol de decision tras aplicar la herramienta CART para valorar la

asociacion de la respuesta a esquemas con platino con las variables estudiadas en

la poblacion global (N=110)

Respuesta en categarias

Nodo 0

_Categefia % 0
. 1 B RC/RPEE 200 35
| @ RC/RPYEE ! HFPE 200 22

|
|l HFE | Tatal 00,0 110
NOX3_r=231654_modelo recesiva
Mejora=0,036

TT+TC C|C
Modo 1 Nodo 2

Categoria % n Categoria % n

B RC/RFIEE 858 79 B RC/RF/EE 500 9

B PE 14,1 13 B PE 500 2

Total 2356 9z Total 16,4 18

EstadioZcat
hlejora=0,031
I‘i-" -1l
Modo 2 MNodo 4

Categoria % n Categoria % n

B RC/RF/EE 707 29 B RC/RF/EE 980 50

B FE 283 12 B FE 20 A

Total 72 M Total 46,4 51

Tipo HX 2 categorias Tipo HX 2 categorias

hejora=0,008 lejora=0,000
Ho micracitico Micracitics Mo micracitics icracitics
Hodo 5 Nodo & Nodo 7 Nodo &

Categoria % n Categoria % n Categoria % n Categoria % n
B RC/RF/EE B45 20 B RC/RF/EE 900 9 B RC/RF/EE 97,23 36 B RC/RF/EE 1000 14
B FE 255 11 B FE 00 1 B PE 27 1 B FE oo o
Taotal 282 Taotal 91 10 Taotal 238 37 Tatal 127 14
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5.5.2. Poblaciéon con cancer de pulmon no microcitico
Un total de 108 pacientes de los 180 pacientes de la poblacién con cancer de
pulmaén no microcitico recibieron quimioterapia. Un 95,4% (103 pacientes) recibi6
guimioterapia basada en combinaciones de platino. Se pudo evaluar la respuesta
en 82 pacientes que recibieron quimioterapia basada en platino. De estos
pacientes evaluables, 40 (48,7%) alcanzaron criterios de RC o RP, 22 pacientes
(26,8%) se valoraron como EE y 20 pacientes (24,4%) presentaron PE como mejor

respuesta al tratamiento.

La tabla 16 muestra las caracteristicas de estos 82 pacientes de la poblacién con
cancer de pulmoén no microcitico en los que se pudo evaluar la respuesta a
combinaciones de platino. Un 76,9% de los pacientes presentaban ECOG 0-1, un
62,2% de los pacientes presentaron histologia de tumor epidermoide y un 25,6 %
histologia de adenocarcinoma. Un 20,7% de los pacientes fueron tratados con

estadios iniciales I-II.
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Tabla 16: Caracteristicas de los pacientes con cancer de pulmén no microcitico evaluados

para la respuesta tras combinaciones de platino (N=82).

Caracteristica N %
Edad (afios)

<65 35 42,7

65-74 30 36,6

>75 17 20,7
ECOG

0 14 17,1

1 49 59,8

2 18 22,0

3 1 1,2
Pérdida de peso (v,p,=1)

No 50 61,7

<10% 16 19,8

>10% 15 18,5
Tipo histoldgico

Epidermoide 51 62,2

Adenocarcinoma 21 25,6

Otros 10 12,2
Estadio

[-11 17 20,7

Il 28 34,1

\Y 37 45,1
NOX3 (rs231654) (v,p,=5)

TT+TC 63 81,8

cc 14 18,2
Respuesta al tratamiento

RC/RP 40 48,8

EE 22 26,8

PE 20 24,4
v.p.: valores perdidos
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Para evaluar la relacién entre la respuesta y los polimorfismos analizados en la

poblacién con CPNM se siguié la misma metodologia que para la poblacién global.

El SNP NOX3 rs231954 (T>C) presentd una asociacion estadisticamente
significativa con la respuesta, de acuerdo con un modelo de herencia recesivo.
Los pacientes que no respondieron a la quimioterapia basada en platino
presentaron una mayor frecuencia del alelo menor C de NOX3 (60%) que aquellos
gue respondieron a la quimioterapia (35%) (OR: 5,67; IC 95% OR: 1,65-19,41;
p=0,00031).

Anéalogamente, el SNP NOS2 rs1060826 (G>A) también se asocio (marginalmente)
con la respuesta, de acuerdo con un modelo recesivo. Los pacientes portadores
del alelo menor A en homocigosis (genotipo AA) exhibieron un riesgo 5 veces mas
alto de no responder al tratamiento, comparado con el resto de pacientes
(aquellos con genotipos GG y GA); (OR: 5,39; IC 95% OR: 1,54-18,83; p=0,008).

La Tabla 17 muestra las asociaciones de los 14 SNPs con la respuesta a la
guimioterapia basada en platino en la poblacién con cancer de pulmén no

microcitico.
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Tabla 17: Asociacion de los polimorfismos con la respuesta a la quimioterapia basada en platino en

la poblacién de cancer de pulmén no microcitico (N=82)

Gen SNP ref. Genotipo Respuesta No Respuesta OR (IC 95%) P Modelo
(RC/RP/EE) (PE)
N (%) N (%)
T 20 (33,9%) 6 (30%)
NCF2 r5212.7>4C064 o 28 (47,5%) 10 (50%) o 315’_328 " Og
cic 11 (18,6%) 4 (20%)
CIC 48 (78,7%) 17 (85%)
152072712 o 13 (21.3%) 3 (15%) 0,58 044
NG T T 00%%) 0 (0,14-2,41) D
0, 0,
152075939 cre 48 (78,7%) 15 (15%) 1,18 0,79
P CIT 11 (18%) 5 (25%) 095397 D+
TT 2 (3.3%) 0 (0%) (0.35-3,97)
0, 0,
1512195525 Sl E (Ss’i/") 18 (92/") 0,70 0,66
G>T ‘TB;I 91((1145//‘;) 20((1(3//‘;) (0,13-3,64) D*
1070, 0
0, 0,
NOX3 15231954 Eﬁ gg (jg"l‘;’) g (ig(f) 567 0,0031
T>C (CHE) (G (1,65-19,41) R
cIc 6 (10,5%) 8 (40%) oY
0, 0,
1$34960420 %G 5L (85 f’) 18 (9?] %) 077 0,76
G>A G 8 (13,3%) 2 (10%) (0,15-4,09) D*
AA 1 (1,7%) 0 (0%) T
0, 0,
152277552 8‘; 52 (387’:?‘/") li (905/") 3,64 0,39
c>T (L,7%) (5%) (0,21-63,15) D*
NOX5 T 0 0 21-63,
0, 0,
1512907196 T 18 (29.5%) 8 (40%) 051 0,33
ToC CIT 27 (44,3%) 9 (45%) (0.13.2,05) Be
CIC 16 (26,2%) 3 (15%) e
0, 0,
rs17011368 Tg %5 (90’02/") 15 (7?,/") 313 0,11
T>C G 6 (9.8%) 5 (25%) (0,80-12,19) D*
XDH CIC 0 0 o
0, 0,
151884725 sl 32 (52.5%) 8 (40%) 1,52 0,44
AIG 28 (45,9%) 11 (55%)
G>A aad) 2 (0,58-4,00) A
AA 1 (16%) 1 (5%) e
0, 0,
152297518 %g 411421 (Zi;") 153 (2772;320//") 1,22 0,75
G>A (21.1%) (27,8%) (0,35-4,23) D*
NOS2 AIA 1 (1,8%) 0 (0%)
0, 0,
151060826 /GJS éo (32'30/") > (250@ 539 0,008
GoA Blbols ) =) (1,54-18,83) R
AIA 7 (11,3%) 8 (40%) i
0, 0,
152239774 gg ‘S Eggg"g 137 ((185?,/3) 0,36 0,012
G>C : (0,09-1,41) D*
RAC2 CIC 2 (3,3%) 0 (0%)
0, 0,
rs1064498 T 42 (73’70/") 15 (83’30/") 0,62 0,49
o0 CIT 14 (24,6%) 3 (16,7%) 0.15.252) D%
CIC 1 (18%) 0 (0%) e

*En los polimorfismos en los que no hay individuos homocigotos para el alelo menor solo se ha evaluado el modelo dominante. A:aditivo,
R:recesivo, D:dominante, OD: sobredominante

Marginalmente significativo

Estadisticamente significativo
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También mediante regresién logistica, se cuantificd el grado de asociacion entre el

SNP NOX3 rs231954 con la “progresion” al tratamiento de quimioterapia basada

en platino en la poblacién con CPNM. Nuevamente se constatd que este SNP en

homocigosis aumentaba 13,19 veces el riesgo de progresar al tratamiento (OR

13,19; IC 95% OR: 2,33-74,66; p=0,0041) tras el ajuste con el resto de co-variables

seleccionadas. De estas ultimas, s6lo el estadio presentd un OR ajustado asociado
a la respuesta estadisticamente significativo (OR 11,65; IC 95% OR 2,05-66,25;
p=0,006; Tabla 18).

Tabla 18: Andlisis de regresion logistica para evaluar la asociacion entre las variables

estudiadas y la progresion tras tratamiento con quimioterapia basada en platino en la

poblacion de cancer de pulmdn no microcitico (PE vs. RC/RP/EE).

Caracteristica ORcrudo | IC95% OR P OR IC 95% OR P
ajustado

Edad (afios) 0.319 0.821
<65 1 1 1 1
65-74 0.66 0.22-2.01 | 0.468 1.12 0.28-4.43 0.873
>75 0.29 0.06-1.50 | 0.140 0.55 0.06-5.00 0.597

ECOG 0.046 0.933
0-1 1 1 1 1
2-3 3.09 1.02-9.35 1.08 0.20-5.94

Pérdida de peso 0.353 0.452
No 1 1 1 1
Si 1.64 0.58-4.63 1.70 0.43-6.70

Tipo histoldgico 0.249 0.838
Epidermoide 1 1 1 1
Adenocarcinoma 2.52 0.82-7.73 0.105 1.54 0.36-6.58 0.559
Otros 1.03 0.19-5.59 | 0.977 1.32 0.13-13.21 0.814

Estadio 0.001 0.006
I-111 1 1 1 1
v 7.81 2.32-23.33 11.65 2.05-66.25

NOX3 (rs231654) 0.006 0.004
TT+TC 1 1 1 1
CC 5.67 1.65-19.41 13.19 2.33-74.66
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En la poblacion de CPNM también se complet6 el andlisis de la relaciéon entre la
respuesta a esquemas con platino y el resto de variables con la metodologia
CART. Los resultados evaluados mediante esta metodologia también fueron
concordantes con los resultados obtenidos en la regién logistica. En este caso el
parametro que aparecio en el primer nodo fue el estadio. Un 43,2 % de pacientes

con estadio IV presentaron como respuesta PE frente a un 8,9% en estadios I-I11.

El segundo nodo establecié que la presencia del polimorfismo NOX3 (rs231654)
fue la variable asociada a una respuesta tipo PE en ambos estadios. En estadios |-
Il progresaron un 37,5 % de pacientes que presentan el alelo C en homocigosis
frente a un 2% de pacientes que no expresaron este genotipo. En el estadio IV
progresaron un 83,3% de los pacientes con el alelo en C en homocigosis frente a

un 35,5% de los pacientes que no expresaron esta variable.

La figura 16 muestra el arbol de decision tras aplicar la herramienta CART en la
poblacion de pacientes con cancer de pulmén no microcitico para evaluar las

variables asociadas a la respuesta a platino.
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Figura 16: arbol de decision tras aplicar la herramienta CART para valorar la
asociacion de la respuesta a esquemas con platino con las variables estudiadas en

la poblacién de CPNM (N=82)

Respuesta en categorias

Nodo O
Categoria % n
r T 1 B RC/RR/EE 7506 62
| ® RC/RP/EE | BFPE 244 20
| W PE ! B ——
] 1 atal 1000 52
EstadioZcat
Mejora=0,053
nr -1
Modo 4 Modo 2
Categoria % n Categoria % n
B RC/RP/EE 562 24 B RC/RP/EE 91,1 44
B FE 432 16 B FE 248 4
Tutal 45,1 37 Total 54,9 45
NOX3_1s221654_modelo recesivo NOX3_ 2231659 _modelo recesivo
M ejora=0026 hejora=0,012
TT+TC E:ll: TT-'|-TI3 E:ll:
Modo 2 Modo 4 Modo 5 Modo 6
Categoria % n Categeria % n Categoria % n Categeria % n
B RC/RF/EE 64,5 20 B RC/RF/EE 16,7 1 B RC/RF/EE 973 36 B RC/RF/EE 625 5
EFE 355 11 EFE 833 & EFE 27 1 BFE 75 3
Tatal crl=Rch| Tatal 736 Tatal 45,1 27 Tatal 958 8
ECOG codifizado ECO& codificade
fejora=0,008 flejora=0,000
2-|4 D-|1 2-|4 D-|'1
Modo 7 Nodo & Nodo 9 Moda 10
Categoria % n Categoria % n Categoria % n Categoria % n
B RC/RFFEE 500 5 B RC/RF/EE 71,4 15 B RC/RF/EE 1000 5 ¥ RC/RF/EE 96,9 =21
B PE 500 & HPE 286 & B PE oo o B PE 3.1 1
Tatal 12,2 10 Tatal 256 21 Tatal 61 & Tatal 39,0 32
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Figura 17: diagrama de barras que representa el porcentaje de respuestas a

quimioterapia basada en platino en funcion de la presencia de NOX3 rs231654

(modelo recesivo) en la poblacién global (N=110)
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Figura 18: diagrama de barras que representa el porcentaje de respuestas a
quimioterapia basada en platino en funcion de la presencia de NOX3 rs231654

(modelo recesivo) en la poblacién de cancer de pulmén no microcitico (N=82).
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5.6. Resultados de supervivencia

5.6.1. Poblacion global
Para el estudio de supervivencia se constatdé que, tras una mediana de
seguimiento de 135 meses (intervalo de 103-212 meses), 203 pacientes habian
fallecido. No hubo ninguna pérdida de seguimiento. La supervivencia global de los
219 pacientes estudiados fue del 43,4%, 24,2% y 12,8% al afio, a los dos y a los
cinco afios, respectivamente, con una mediana de supervivencia de 10,2 meses.

La Figura 19 muestra la curva de supervivencia de la poblacién global

Figura 19: curva de supervivencia global de la poblacién N=219
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Influencia de los polimorfismos en la supervivencia de la poblacion global:

Se evalud la influencia de cada uno de los polimorfismos en la supervivencia

global mediante curvas de Kaplan-Meier y la prueba de los rangos logaritmicos
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(Tabla 19). Se observd que s6lo el SNP NCF4 rs2075939 (C>T) presentd una
asociacién estadisticamente significativa con la supervivencia (HR (del inglés
“hazard ratio”): 0,56; IC 95% HR: 0,41-077; p=0,0005) de acuerdo con un modelo
dominante. La supervivencia al afio, a los 2 afios, a los 5 afios y a los 10 afios de
los individuos con la variante CT o TT fue significativamente superior que la de los

pacientes portadores de la variante consenso CC (Figura 20, tabla 20).

Figura 20. Curvas de Kaplan-Meier de supervivencia global para la poblaciéon global (N=219) en
funcién del polimorfismo rs2075939 en NCF4.
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Los polimorfismos rs2297518 en NOS2 (modelo recesivo) y rs2239774 en RAC2
(modelo aditivo) presentaron una asociacion marginalmente significativa con la

supervivencia (Tabla 19).
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Tabla 19: Andlisis univariado de la asociacion de los polimorfismos con la supervivencia de la
poblacién global (N=219).

Gen SNP ref. Genotipo Mod. HR (IC 95%) P (Cox)
TTvs. CT +CC D 1,11(0,82-1,52) 0,50
NCF2 '522T7>‘é°64 TT+CT vs. CC R 1,22 (0,86-1,74) 0,26
A 1,12 (0,91-1,37) 0,28
N CC vs. CT+TT D 0,67 (0,47-0,96) 0,03
I'S.
CC+CTvs. TT
o7 R NC
NCF4 A NC
CCvs. CT+TT D 0,56 (0,41-0,77) 0,0005
“2%73939 CC+CT vs. T/T R 0,80 (0,29-2,15) 0,66
A 0,61 (0,45-0,82 0,001
GG vs. GT+TT D 0,95 (0,68-1,33) 0,78
r512é§$525 GG+GT vs. TT R 0,96 (0,23-3,89) 0,95
A 0,96 (0,70-1,31) 0,79
TTvs. CT+CC D 0,88 (0,65-1,18) 0,39
NOX3 '5233554 TT+CT vs. CC R 0,07 (0,67-1,41) 0,86
A 0,93 (0,76-1,14) 0,51
34960420 GG vs. AGHAA D 0,95 (0,68-1,34) 0,79
G>A R NC
A NC
R CCvs. CT+TT D 0,88 (0,46-1,66) 0,68
R NC
C>T
NOX5 A NC
) 033
12007195 TTvs. CT+CC D 0,86 (0,64-1,16)
T>C TT+CTvs. CC R 1,14 (0,82-1,57) 0,44
A 0,9 (0,81-1,19) 0,87
17011368 TTvs. CT+ CC D 1,13(0,76-1,67) 0,55
T>C R NC
XDH A NC
GG vs. AG+AA D 0,95 (0,72-1,25) 0,71
mgif% GG+AG vs. AA R 1,34 (0,76-2,35) 0,31
A 1,00 (0,79-1,28) 0,95
GG vs. AG+AA D 0,97 (0,71-1,33) 0,84
“22;1518 GG+AG vs. AA R 0,19 (0,046-0,75) 0,018
NOS2 A 0,85 (0,65-1,11) 0,24
GG vs. AG+AA D 0,97 (0,71-1,33) 0,88
151060826 G>A GG+AG vs. AA R 1,00 (0,71-1,41) 0,09
A 0,99 (0,81-1,21) 0,92
GG vs. GC+CC D 0,77 (0,57-1,05) 0,01
152239774 G>C GG+GC vs. CC R 0,38 (0,14-1,03) 0,058
RAC2 A 0,75(0,58-0,98) 0,037
TT vs. CT +CC D 0,76 (0,56-1,04) 0,088
mgﬁ‘é‘lgs TT+CT vs. CC R 2,17 (0,80-5,89) 0,13
A 0,82 (0,61-1,10) 0,19
Mod: modelo A: aditivo, R: recesivo, D: dominante, HR (del inglés ‘Hazard Ratio’) NC: no calculable

Marginalmente significativo

Estadisticamente significativo
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Influencia de los factores prondsticos clasicos en la supervivencia de la poblacion

global: Se realizaron andlisis de supervivencia mediante curvas de Kaplan-Meier y
se estimé la influencia de la edad, el EGOG, la pérdida de peso y el estadio en la
supervivencia mediante la prueba de los rangos logaritmicos. Todos estos factores
tuvieron un impacto negativo en la supervivencia estadisticamente significativo

(Tabla 20).

Tabla 20: Supervivencia de la poblacién global (N=219) asociada a los factores pronésticos clinicos
Caracteristica 1 afio (%) 2 afos (%) 5 afios (%) 10 afios (%) p*
Poblacién total 43,4 24,2 12,8 7,6
Edad (afios)
<65 45,3 30,7 20,0 14,5 0,002
65-74 49,4 25,9 12,9 7,1
>75 32,2 13,6 34 0
Estado general (ECOG)

0-1 63,2 384 22,4 11,7 <0,0001
>2 17,0 53 0 0

Pérdida de peso (v.p.=2)

No 56,3 34,9 20,6 12,5 <0,0001
Si 26,1 10,2 2,3 1,1

Estadio

I-111 64,9 41,2 22,8 13,8 <0,0001
\% 20,0 57 19 1,0

NCF4 (rs-2075939)

CcC 36,4 21,2 9,3 2,6 0,0004
CT+TT 59,7 30,6 21,0 194

*Valor de la p seguin la prueba de los rangos logaritmicos
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La figura 21 muestra las curvas de supervivencia de la poblacién global asociada a

las variables de edad, ECOG, estadio y pérdida de peso.

Figura 21: curvas de supervivencia de la poblacion global (N=219) asociada a las variables de edad

(A), ECOG (B), estadio (C) y pérdida de peso (D)
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Se realiz6 un analisis de Cox multivariado ajustado por edad, ECOG, pérdida de
peso y estadio para evaluar la asociacion de NCF4 rs2075939 con la supervivencia.
La edad, el ECOG, la pérdida de peso y el estadio se mantuvieron como factores
independientes asociados a la supervivencia. No se mantuvo la asociacion con la

supervivencia del SNP de NCF4. La tabla 21 muestra los resultados de este analisis

Tabla 21: Andlisis de Cox uni- y multivariado para la supervivencia global en la
poblacién global (N=219).

Univariado Multivariado
Caracteristica HR | 1C95% HR P HR | 1C95% HR P
Edad 0,002 0,010
<65 1 1 1 1
65-74 1,23 | 0,88-1,71 | 0,222 | 1,09 | 0,78-1,54 | 0,610
>75 1,89 | 1,32-2,71 | 0,001 | 1,74 | 1,19-2,56 | 0,005
ECOG <0,001 <0,001
0-1 1 1 1 1
2-4 4,08 | 3,01-553 2,99 | 2,16-4,16
Pérdida de peso <0,001 <0,001
No 1 1 1 1
Si 2,53 | 1,89-3,38 2,14 | 157-291
Estadio <0,001 <0,001
I-111 1 1 1 1
I\ 3,23 | 2,40-4,35 3,16 | 2,29-4,34
NCF4 (rs2075939) 0,0004 - - N.S.
cc 1 1
CT+TT 0,56 | 0,41-0,78
N.S.: no significativo , HR: (hazard ratio)

Se evalud la distribucién de las variables prondsticas en relacion con la presencia
del polimorfismo rs2075939 en NCF4 en la poblacion global de cancer de pulmon
y se objetivo una asociacion significativa con el estadio. Los pacientes en estadio |-
Ill presentaron una incidencia mayor del alelo T en homocigosis o heterocigosis.
La tabla 22 muestra la distribucion de estas caracteristicas en relacion con el

polimorfismo
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Tabla 22. Distribucién de las variables pronésticas en relacién con la presencia del polimorfismo

rs2075939 en NCF4 en la poblacién global de cancer de pulmén (N=219)

Caracteristica Cc CT+TT
N % N % P
Edad 0,405
<65 57 | 37,7 | 18 | 29,0
65-74 55 | 36,4 | 28 | 45,2
>75 39 | 258 | 16 | 25,8
ECOG 0,039
0-1 79 | 52,3 | 42 | 67,7
2-4 72 | 47,7 | 20 | 32,3
Pérdida de peso 0,944
No 84 | 57,5 | 36 | 58,1
Si 62 | 425 | 26 | 41,9
Estadio 0,0002
I-11 65 | 43,0 | 44 | 71,0
\% 86 | 57,0 | 18 | 29,0

Al detectar esta asociacién del polimorfismo con estadios |-l se realizé un analisis
de Cox estratificado para estadios I-lll. La edad, el ECOG y la pérdida de peso
mantuvieron una asociacion estadisticamente significativa con la supervivencia
pero no se detectd asociacion significativa entre la supervivencia y el

polimorfismo (Tabla 23).
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Tabla 23. Estudio de supervivencia uni- y multivariado para la supervivencia en la poblacion global:

Andlisis restringido a _estadios I-1ll (N=114).

Univariado Multivariado
Caracteristica HR | IC95% HR P HR | IC95% HR P
Edad <0,001 0,003
<65 1 1 1 1
65-74 191 | 1,14-3,18 | 0,013 | 1,67 | 0,98-2,85 | 0,061
>75 3,51 | 2,03-6,06 | <0,001 | 2,87 | 1,55-5,28 | 0,001
ECOG <0,001 0,014
0-1 1 1 1 1
2-4 2,96 | 1,84-4,75 1,91 | 1,14-3,20
Pérdida de peso <0,001 <0,001
No 1 1 1 1
Si 2,30 | 1,50-3,51 2,31 | 1,48-3,60
NCF4 (rs2075939) 0.021 - - N.S.
cC 1 1
CT+TT 0,60 | 0,39-0,93

También se completd el andlisis de la relacion entre la supervivencia y las
variables independientes (incluyendo el polimorfismo en NCF4) mediante la
metodologia CART. En el primer nodo fue el polimorfismo en NCF4 la variable

seleccionada por el arbol para discriminar supervivencia (Figura 22).

Cuando se realiz6 el CART estratificado por el estadio, NCF4 ocupd el segundo

nodo tras la edad sélo para los estadios I-ll (Figura 23).
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Figura 22: CART en poblacion global (N=219). Evaluacion de la supervivencia
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Figura 23: CART en poblacion global (N= 219) estratificado por estadio
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5.6.2. Poblacion con cancer no microcitico de pulmon
Se realiz6 también el analisis de supervivencia en los 180 pacientes que
representaron la poblacion de CPNM. Se constaté que, tras una mediana de
seguimiento de 135 meses (intervalo 103-153 meses), 167 pacientes habian
fallecido. La supervivencia global de la poblacién de CPNM fue del 43,3%, 25,0% y
13,3% al afio, a los dos y a los cinco afios, respectivamente. La mediana de
supervivencia en este grupo de poblacién fue de 9,9 meses. La figura 24 muestra
la curva de supervivencia de la poblacion de cancer de pulmén no microcitico

(CPNM)

Figura 24: curva de supervivencia CPNM (N=180)
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Influencia de los polimorfismos en la supervivencia de la poblacion de cancer de

pulmon no microcitico:

Se evalud la influencia de cada uno de los polimorfismos en la supervivencia
global mediante curvas de Kaplan-Meier y la prueba de los rangos logaritmicos
(Tabla 24). Se observé que s6lo el SNP NCF4 rs2075939 (C>T) present6 una
asociacién estadisticamente significativa con la supervivencia (HR: 0,51; IC 95%
HR: 0,35-074; p=0,0003) de acuerdo con un modelo dominante. La supervivencia
al afo, a los 2 afios, a los 5 afios y a los 10 afios de los individuos con la variante
CT o TT fue significativamente superior que la de los pacientes portadores de la

variante consenso CC (Tabla 25 y figura 25).

El polimorfismo rs2239774 en RAC2 (modelo aditivo) presentd una asociacion

marginalmente significativa con la supervivencia (tabla 24).

Figura 25: Curvas de supervivencia global en cancer de pulmén no microcitico (N=180) en funcion del

polimorfismo rs2075939 en NCF4.
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Tabla 24: Andlisis univariado de la asociacion de los polimorfismos con la supervivencia en la

poblacion de cancer de pulmén no microcitico (N=180).

Gene SNP ref. Genotipo Mod. OR (IC 95%) P (Cox)
TTvs. CT +CC 5 1,08 (0,76-1,52) 0,67
152274064
NCF2 T>C TT +CT vs. CC R 1,13 (0,76-1,67) 0,55
A 1,07 (0,86-1,35) 0,54
CC vs. CT+TT D 0,72 (0,49-1,05) 0,086
52072712 CC+CTvs. TT R NC
c>T
NCF4 A NC
CCuvs. CT+TT D 0,51 (0,35-0,74) 0,000
'52215;*39 CC+CT vs. T/T R 0,75 (0,19-3,04) 0,69
A 0,54 (0,38-0,77) 0,001
GG vs. GT+TT D 0,96 (0,65-1.41) 0,83
r312612$525 GG+GTvs. TT R 0,95 (0,23-3,86) 0,94
A 0,96 (0,67-1,36) 0,83
TTvs. CT+CC D 0,92 (0,67-1,28) 0,64
NOX3 rszT3,>1(9:54 TT +CT vs. CC R 0,88 (0,58-1,34) 0,56
A 0,93 (0.75-1,16) 0,53
31960420 |GG Vs AG+AA D 0,95 (0,65-1,40) 0,81
G>A R AL
A NC
S CCvs. CT+TT g 111 (0,\,‘551-2,26) 0.77
C>T
NOX5 A NC
0,83 (0,59-1,15 0.26
1512907196 TT vs. CT+CC D ( )
Toe TT+ CT vs. CC R 1,04 (0,73-1,49) 0,83
A 0,94 (0,76-1,16) 0,56
011368 TTvs. CT+ CC B 129 (o’\,lsg-l,gs) 0,23
XDH >c A NC
GG vs. AGTAA D 1,05 (0,77-1,42) 0.77
rs1gnerzs GG+AG vs. AA R 161 (0,85-3,07) 0,14
A 1,10 (0,85-1,44) 0,45
GG vs. AGTAA D 1,22 (0,86-1,73) 0,26
'Széiflg GG+AG vs. AA R 0,40 (0,01-1,63) 0,20
NOS2 A 1,08 (0,80-1,46) 0,61
GG vs. AGTAA D 0,86 (0,61-1,20) 0,37
mgi(f% GG+AG vs. AA R 0,95 (0,65-1,38) 0,77
A 0,92 (0,74-1,15) 0,45
GG vs. GC+CC D 0,73 (0,51-1,02) 0,069
r52(233>9C774 GG+GC vs. CC R 0,34 (0,11-1,06) 0,062
RAC2 A 0,72 (0,53-0,96) 0,026
TT vs. CT +CC D 0,79 (0,56-1,10) 0,17
rs1004498 TT+CT vs. CC R 2.22 (0,81-6,02) 0,12
A 0,85 (0,62-1,18) 0,33

Mod: modelo A: aditivo, R: recesivo, D: dominante, HR (del inglés ‘Hazard Ratio’) NC: no calculable

Marginalmente significativo

Estadisticamente significativo
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Influencia de los factores prondsticos clasicos en la supervivencia de la poblacion

de cancer _de pulmén no microcitico: Se realizaron andlisis de supervivencia

mediante curvas de Kaplan-Meier y se estimo la influencia en la supervivencia de
la edad, el EGOG, la pérdida de peso y el estadio mediante la prueba de los rangos
logaritmicos. Todos estos factores tuvieron un impacto negativo en la

supervivencia (tabla 25).

Tabla 25. Supervivencia segun las caracteristicas de la poblacién con cancer de pulmén no

microcitico (N=180)

Caracteristica 1 afio 2 afos 5 afios 10 afios p*
(%) (%) (%) (%)

Poblacién total 43,3 25,0 13,3 7,6

Edad (afios)

<65 42,6 29,5 21,3 14,6 0,011

65-74 51,5 28,8 13,6 7,6

>75 34,0 15,1 3,8 0

Estado general (ECOG)

0-1

>2 65,3 40,6 23,8 13,6 <0,0001
15,2 51 0 0

Pérdida de peso (v.p.=2)

No

Si 57,7 37,5 21,2 12,2 <0,0001
24,7 8,2 2,7 14

Estadio

-1 65,6 42,7 24,0 14,3 <0,0001

\% 17,9 4,8 1,2 0

Histologia

Epidermoide 46,0 27,0 15,0 9,0 0,752

Adenocarcinoma 43,6 25,5 10,9 2,7

Otros 32,0 16,0 12,0 12,0

NCF4 (rs-2075939)

CcC 36,0 20,8 8,8 1,6 0,0003

CT+TT 61,2 34,7 24,5 22,4

*Valor de la p seguin la prueba de los rangos logaritmicos
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La figura 26 muestra las curvas de supervivencia de la poblacion de CPNM en

funcién de las variables de edad, ECOG, estadio y pérdida de peso.

Figura 26: curvas de supervivencia de la poblacién de CPNM (N=180) asociada a las variables de
edad (A), ECOG (B), estadio (C) y pérdida de peso (D)
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Se realiz6 un andlisis de Cox multivariado ajustado por la edad, el ECOG, la
pérdida de peso y el estadio para evaluar la asociacion de NCF4 rs2075939 con la
supervivencia. La edad, el ECOG, la pérdida de peso y el estadio se mantuvieron

como factores independientes asociados a la supervivencia. Sin embargo, no se
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mantuvo la asociaciéon con la supervivencia del SNP de NCF4. La tabla 26 muestra

los resultados de este analisis

Tabla 26: Estudio de supervivencia uni- y multivariado para la supervivencia global en la poblacion de

cancer de pulmon no microcitico (N=180)

Univariado Multivariado
Caracteristica HR | IC95% HR P HR | IC95% HR P
Edad 0,002 0,006
<65 1 1 1 1
65-74 1,17 | 0,80-1,69 | 0,222 | 1,02 | 0,70-1,49 | 0,926
>75 1,77 | 1,19-2,61 | 0,001 | 1,81 | 1,20-2,73 | 0,005
ECOG <0,001 <0,001
0-1 1 1 1 1
2-4 4,39 | 3,12-6,16 2,98 | 2,06-4,32
Pérdida de peso <0,001 <0,001
No 1 1 1 1
Si 2,66 | 1,93-2,67 2,36 | 1,66-3,34
Estadio <0,001 <0,001
I-11l 1 1 1 1
I\ 3,71 | 2,65-5,20 3,77 | 2,61-5,46
NCF4 (rs2075939) 0,0003 - - N.S.
cC 1 1
CT+TT 0,51 | 0,35-0,74
N.S.: no significativo, HR (hazard ratio)

Se evalud la distribucion de las variables prondsticas en relacion con la presencia
del polimorfismo rs2075939 en NCF4 en la poblacion con cancer de pulmén no
microcitico y se objetivd una asociacion significativa con el estadio (Tabla 27). Los
pacientes en estadio I-lll presentaron una incidencia mayor del alelo T en

homaocigosis o heterocigosis.
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Tabla 27. Distribucion de las variables prondsticas en relacion con la presencia del polimorfismo
rs2075939 en NCF4 en carcinoma de pulmoén no microcitico

€e CT+TT
N % N % P
Edad 0,188
<65 49 | 39,2 12 24,5
65-74 43 | 344 | 21 | 429
>75 331264 | 16 | 327
ECOG 0,054
0-1 64 | 51,2 | 33 |673
2-4 61488 | 16 | 32,7
Pérdida de peso 0,477
No 72 1590 | 26 |531
Si 50 | 41,0 | 23 | 46,9
Estadio 0,0005
-1l 55| 44,0 36 73,5
v 70| 56,0 13 | 265

Al detectar esta asociacion del polimorfismo con estadios -1l se realizd un analisis
de Cox estratificado para estadios I-lll. La edad, el ECOG y la pérdida de peso
mantuvieron una asociacion estadisticamente significativa con la supervivencia.
En esta ocasion NCF4 (rs2075939) también mostré asociacién estadisticamente

significativa con la supervivencia (Tabla 28).

144



Tabla 28. Estudio de supervivencia uni- y multivariado para la supervivencia global en la poblacion de

cancer de pulmén no microcitico: Restringido a los estadios |-l (N=96).

Univariado Multivariado
Caracteristica HR | IC95% HR P HR | IC 95% HR P
Edad <0,001 0,002
<65 1 1 1 1
65-74 195 | 1,08-3,51 | 0,026 | 1,84 | 0,99-3,40 | 0,051
>75 4,00 | 2,20-7,28 | <0,001 | 3,32 | 1,71-6,48 | <0,001
ECOG <0,001 0,015
0-1 1 1 1 1
2-4 3,18 | 1,89-5,34 2,02 | 1,15-3,56
Pérdida de peso <0,001 <0,001
No 1 1 1 1
Si 2,39 | 1,50-3,81 2,51 | 1,54-4,09
NCF4 (rs2075939) 0,013 0,028
cC 1 1 1 1
CT+TT 0,54 | 0,34-0,88 0,58 | 0,36-0,94

También se completd en este grupo de pacientes el analisis de la relacion entre la
supervivencia y las variables independientes (incluyendo el polimorfismo en
NCF4) mediante la metodologia CART. En el primer nodo fue el polimorfismo en
NCF4 la variable seleccionada por el arbol para discriminar supervivencia (Figura

27).

Cuando se realizé el CART estratificado por el estadio, NCF4 ocup6 el primer nodo

para los estadios I-lll (Figura 28).
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Figura 27. CART en poblacion de cancer pulmoén no microcitico (N=180)
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Figura 28. CART en poblacion de cancer de pulmén no microcitico forzado por

estadio (N=180)

Muerte
Nodo O
Categoria % n
T " No 72 13
| ®No B si 928 167
1880 Total 1000 180
[ =
Estadio2cat
Mejora=0,009
I\I/ 111
Nodo 1 Nodo 2
Categoria % n Categoria % n
¥ No 00 0 ¥ No 135 13
B si 1000 84 B si 865 83
Total 45,7 84 Total 533 96
=
NCF4_rs2075939_modelo dominante
Mejora=0,017
C|C CToTT
Nodo 3 Nodo 4
Categoria % n Categoria % n
¥ No 33 2 ¥ No 306 11
usi 96,7 58 usi 694 25
Total 333 60 Total 200 36
= | =
Edad en categorias Edad en categorias
Mejora=0,002 Mejora=0,024
<65 afios 65-74 afios; »/=75 afios <65 afios 65-74 afos; »/=75 afios
Nodo 5 Nodo 6 Nodo 7 Nodo 8
Categoria % n Categoria % n Categoria % n Categoria % n
¥ No 118 2 ¥ No 00 o0 " No 700 7 " No 154 4
u si 882 15 usi 1000 43 u si 300 3 u si 8486 22
Total 94 17 Total 239 43 Total 56 10 Total 144 26

147



148



DISCUSION

149



150



6. DISCUSION

En esta tesis se presentan los resultados del estudio de la relacion entre 14 SNPs
localizados en la region codificante de 7 genes relacionados con el estrés oxidativo
(en concreto genes relacionados con la produccién de radicales libres) con las
caracteristicas, la respuesta y la supervivencia en pacientes con cancer de pulmén.
Todos los andlisis se realizaron en la poblacion global de los 219 pacientes y la
poblacion de cancer de pulmén no microcitico de 180 pacientes. Por primera vez,
se detectaron 3 asociaciones relevantes. EI SNP rs2075939(C>T) del gen NCF4
presentd una asociacion estadisticamente significativa con el estadio. EI SNP
rs231954 (T>C) del gen NOX3 presentdé una asociacion estadisticamente
significativa con la respuesta y el SNP rs2075939(C>T) del gen NCF4 se asocid

significativamente con la supervivencia en los estadios I-11l de CPNM.

Nuestra serie de pacientes no fue recogida de forma prospectiva, por lo que es
importante sefialar que, a pesar de ello, sus caracteristicas no son diferentes a las
publicadas en los registros estadisticos. La edad mediana de nuestra poblacién al
diagnéstico es de 70 afios, similar a la edad mediana de las series internacionales
y nacionales (204, 205). Un 87% de los pacientes fueron varones y un 13%
mujeres. La razén entre hombres y mujeres de nuestra serie es 6,5. Esta razon es
practicamente idéntica a la recogida en la Red Espafiola de Registros de Cancer en

el periodo entre 2003-2007 (la razén fue de 6,3).

La distribucion por tipo histol6gico es parecida a la descrita en otras series (un
82% de la poblacion correspondi6 a tumores no microciticos y un 18% a tumores
microciticos). En el grupo de CPNM, un 55% de pacientes presentaron histologia
de tumor escamoso (45,6% del total de casos con cancer de pulmén), un 30,5%

fueron adenocarcinomas y un 14% no se pudieron clasificar en ninguno de estos
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dos grupos (205). Aunque en la Ultima década la frecuencia de tumores
epidermoides y adenocarcinomas se ha invertido (23), nuestra serie corresponde
a una etapa en que el carcinoma epidermoide era el tumor mas frecuente en

nuestro medio (206).

Por lo que respecta a la distribucién por estadios, esta fue similar en la poblacion
global y en la poblacién con cancer de pulmén no microcitico. En la poblacion
global un 19% de pacientes se diagnosticaron en estadios iniciales y un 48%
presenté una enfermedad avanzada en el momento del diagnéstico. Esta

proporcion es también similar a la comunicada en registros internacionales (204).

Los datos de supervivencia global de nuestra serie de pacientes también
concuerdan con los descritos en la literatura. En el periodo comprendido entre
2004 y 2007, la supervivencia estimada a los 12 meses para pacientes
diagnosticados de cancer de pulmén fue de un 44,5% en los registros SEER (204).
La supervivencia a los 5 afios estimada en ese mismo periodo para CPNM y CPM
fue de un 17.1% y un 6.1%, respectivamente (204). En nuestra serie la
supervivencia a los 12 meses es de un 43,4% y la supervivencia para la serie de
CPNM a los 5 afios es de un 13.3%. Aunque la supervivencia global a los 5 afios de
nuestra serie es inferior a la descrita en los registros SEER para el mismo periodo,
coincide sin embargo, con las cifras de supervivencia absoluta de la mayor parte
de regiones europeas (inferiores a un 15%)(205, 207, 208). El origen de estas
diferencias procede de la expresion de la supervivencia en términos de
“supervivencia relativa” en los registros SEER (204) a diferencia de la
supervivencia expresada en términos de “supervivencia absoluta” en el resto de

series (205).
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6.1. Analisis de los resultados

6.1.1. Asociacion de NCF4 con el estadio y con la supervivencia
El SNP rs2075939(C>T) del gen NCF4 presentd una asociacion estadisticamente
significativa con el estadio en la poblacion global de pacientes. Los pacientes
diagnosticados en estadios I-Ill presentaron una mayor frecuencia del alelo menor
T de NCF4 (22%) que los pacientes en estadio IV (8,6%), Estos resultados se
corroboraron en la poblacion de pacientes con CPNM. Este SNP también se asocié
significativamente con la supervivencia en los estadios I-lll de CPNM. Los
individuos con estadios I-lll que presentaron la variante CT o TT exhibieron una
supervivencia significativamente superior (42% mayor) que la de los pacientes

portadores de la variante consenso (CC).

Como ya hemos mencionado, esta asociacion no ha sido descrita en estudios
previos. Su asociacion podria explicarse, al menos en parte, por la funcién que
tiene NCF4 en el complejo NADPH-oxidasa. EI gen NCF4 codifica para una proteina
gue es una subunidad citosdlica reguladora del complejo NADPH-oxidasa (209).
Especificamente, NCF4 funciona como estructura de soporte para NCF2, NCF1 y
RACL. Tras una infeccion, el complejo se trasloca a la membrana de la célula
fagocitica donde colabora con NOX2 y p22°" para catalizar la produccién de EROs
y facilitar la erradicacion de la bacterias invasoras (210, 211). NCF4 forma parte,
por tanto, del sistema NADPH y existe una evidencia creciente que sugiere que la
produccion de EROs por las distintas subunidades de la familia NOX esta
relacionada con la proliferacion y con la capacidad invasiva de distintos tumores
malignos (136, 137). Tenemos numerosos ejemplos en la literatura que
corroboran esta evidencia. Se ha descrito que NOX4 promueve, tanto in vitro
como in vivo, la progresion del CPNM a través de la activacion de la via PI3K/Akt.

La sobreexpresion de NOX4 en los pacientes con CPNM se asocia con una
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supervivencia desfavorable, lo que sugiere que NOX4 se relacionaria con la
presencia de metastasis y se comportaria con un factor pronéstico en el cancer de
pulmén (212-214). La familia de proteinas Rac que estan implicadas en la
activacion de varios miembros del sistema NAPH oxidasa, también se han
relacionado con el fendbmeno de progresion y metéstasis en el cancer de pulmén
(215-217). La expresiobn de NOX puede ser crucial en el desarrollo de un
microambiente oxidativo donde la produccion de EROs genere sefiales
proangiogénicas que favorezcan la replicacion del tumor y las metastasis (95,
138). Ademads se ha descrito que la inhibicién de la actividad NADPH oxidasa
protege frente a las metéastasis en el cancer de prostata (218) y en el cancer de
pulmoén (219). Por lo que respecta a NCF4, se ha descrito que su sobreexpresion
induce la activacion del complejo NADPH oxidasa 2, la produccién de EROs, y se
relaciona con el fendmeno de Transicion Epitelio Mesenquimal (TEM) mediado
por EROs (220). El fendmeno de TEM es un proceso esencial asociado a la

progresion tumoral y a las metastasis.

De acuerdo con los resultados obtenidos en nuestro estudio y con los datos
existentes en la literatura, sugerimos que la funcion de NCF4 podria estar
relacionada con el desarrollo de metastasis en los pacientes con cancer de
pulmén. El rs2075939 es un SNP no sindnimo en NCF4 que conlleva un cambio de
aminodcido (Pro_Leu), que podria modificar la funcion del gen y dar lugar a una
disminucion o contencién del proceso de metastatizacion (esto explicaria su
relacién con estadios iniciales de la enfermedad). La consecuencia l6gica seria un
incremento en la tasa de supervivencia de los individuos portadores del alelo
menor. El hecho de que este polimorfismo pierda asociacién significativa con la
supervivencia en el analisis multivariado de Cox podria explicarse por el tamafio
de la muestra que disminuye la potencia del estudio para asociaciones débiles.

Desconocemos el modo en que la sustitucion del aminoéacido induce cambios en
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la actividad enzimatica de NCF4 ya que este polimorfismo no ha sido descrito en

estudios previos.

Por lo que respecta a la presencia de polimorfismos en NCF4, un nico estudio
reciente ha relacionado rs5993355, un SNP en NCF4 con un riesgo elevado de
desarrollar cancer colorrectal (221). Se trata de un polimorfismo sinénimo y el
trabajo sugiere que la variante alélica no afecta la expresién de NCF4 pero modula
la actividad del complejo NADPH. Las alteraciones en NCF4 conducirian a un
ensamblaje deficiente del complejo NADPH, lo que podria aumentar la
susceptibilidad a infecciones recurrentes, con un consiguiente aumento del riesgo
de cancer. Una base de datos de expresién de genes, muestra que la expresién de
NCF4 esta reducida en cancer de colon. Por otra parte, la expresion elevada de
este gen se ha asociado a una reduccién de la mortalidad (datos procedentes de
Prognoscan, una base de datos que contiene perfiles de expresién génica y su

repercusion en cancer) (222).

Adicionalmente al andlisis convencional univariado y multivariado de
supervivencia, se realiz6 tanto en la poblacion global, como en la poblacion de
CPNM un estudio multivariado mediante la metodologia CART para analizar la
relacion entre las variables independientes y la variable supervivencia. Con esta
metodologia, en comparacion con el modelo de regresion, se identifican variables
predictivas que influyen de forma diferente en grupos especificos de pacientes.
Por lo tanto, este modelo no es excluyente respecto al de regresion sino que
aporta un enfoque diferente. Cuando se aplic6 este método a la poblacion de
CPNM, el polimorfismo aparecié en el primer nodo como la mejor variable
asociada a la supervivencia. Cuando se realiz6 el CART estratificado por estadio, el
polimorfismo fue la variable que apareci6 en el primer nodo para discriminar una

mejor supervivencia en los estadios I-lll.
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Por tanto, este trabajo muestra que le polimorfismo NCF4 rs2075939 se asocia a
la presencia de estadios mas iniciales tanto en la poblacion global como en la
poblacién de cancer de pulmon no microcitico y presenta también una asociacion
estadisticamente significativa con la supervivencia en los pacientes con CPNM en
estadio I-lll. Este Gltimo hallazgo es interesante porque permitiria discriminar en
el grupo de pacientes con estadios I-lll, subgrupos con una supervivencia mas
favorable. No hemos encontrado en la literatura ningln estudio que haya

relacionado este polimorfismo con el cancer de pulmon.

Durante las ultimas décadas se han publicado numerosos trabajos cuyo objetivo
ha sido analizar la relacién de diferentes polimorfismos con el pronéstico del
cancer de pulmén. La metodologia, los tamafios muestrales, las caracteristicas de
la poblacion estudiada y los genes evaluados han sido muy variables vy,
consecuentemente, los resultados obtenidos han sido muy dispares. Entre las vias
mas estudiadas cabe mencionar el grupo de enzimas glutation S transferasas
(GST), en la que se ha constatado que polimorfismos en GSTM1 (“genotipo nulo™)
se asocian a una peor supervivencia en cancer de pulmén (195, 196); por el
contrario polimorfismos en la isoforma GSTP1 (variante en el exén 6) se han
asociado a medianas de supervivencias mayores en pacientes con cancer de
pulmén (197, 198). Una gran cantidad SNPs en distintos genes han sido evaluados
como marcadores pronésticos en cancer de pulmoén. Polimorfismos en genes
relacionados con la apoptosis(223), en genes relacionados con reparacion del
ADN(224), en CD3EAP, AKT1, en genes de la familia de las caspasas(225-227), se

han asociado al prondstico de los pacientes con cancer de pulmon tras la cirugia.

Aungue el EO se ha relacionado con la patogénesis, el prondstico y la respuesta al
tratamiento en el cAncer de pulmon, practicamente no existen trabajos que hayan

evaluado el impacto de variantes genéticas en grupos de genes relacionados con
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el EO en esta enfermedad. Un estudio reciente ha explorado el efecto de 20 SNPs
en 20 genes relacionados con el EO en el pronostico de 219 pacientes
diagnosticados de CPNM vy tratados con TKI-EGFR. En el analisis multivariado se
identifican 2 SNPs, como factores prondsticos independientes que determinan
una supervivencia desfavorable en este grupos de pacientes (rs1695 en GSTP1 y
rs2333227 en el gen de la MPO)(193). Ninguno de estos genes ha sido analizado

en nuestro estudio.

No pudimos encontrar asociaciones significativas ni con las caracteristicas de la

poblacidn, ni con la supervivencia para el resto de los polimorfismos estudiados.

NCF2 es un componente citosélico del complejo NADPH oxidasa y el gen que
codifica para esta proteina esta regulado al alza por el factor de necrosis tumoral-
a (TNF-a). TNF-a y su gen codificante estan relacionados con el desarrollo del
cancer de cérvix mediante el aumento de susceptibilidad a la infeccién por el virus
del papiloma humano (HPV). En un estudio reciente, se ha constatado una
sopreexpresion de NCF2 en el cancer escamoso de cérvix microinvasor(228).
Recientemente también se ha identificado NCF2/p67°"™ como una nueva diana
del gen p53. La actividad pro-apopt6tica de p53 y su funcion como gen supresor
esta bien documentada. Sin embargo, en los Ultimos afios, se ha descrito un
aspecto menos conocido de p53 como mediador activo de vias de sefializacion
anti-apoptoticas con una numerosa lista de dianas anti-apoptéticas dependientes
de p53. Se ha sugerido que NCF2 constituiria una nueva diana antiapoptdtica
mediada por p53 (229). No hemos identificado ningun estudio en la literatura que
analice polimorfismos en este gen y los relacione con el prondstico en cancer de

pulmén.

NOX5 es una isoforma de la familia NADPH oxidasa. La funcién de NOX5 es

todavia desconocida. Su expresion y su actividad se encuentran alteradas en las
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enfermedades cardiovasculares y en el cancer, aunque se desconocen sus
mecanismos fisiol6gicos y fisiopatolégicos. Se han identificado multiples
polimorfismos en las secuencias codificantes de este gen, pero se desconoce Si
estos se traducen en una alteracion de la funcién enzimética. Un trabajo en lineas
celulares ha identificado 7 SNPs no sindbnimos en NOX5 que carecen de efecto
sobre la actividad enzimatica. Se desconoce si la presencia de variantes
disfuncionales de NOX5 en humanos puede alterar la fisiologia o el

comportamiento de las enfermedades (230).

La XDH constituye un sistema enzimatico esencial en la produccion de EROs y esta
implicada en el metabolismo oxidativo de las purinas. Un estudio analiz6 la
expresion de XDH en muestras de tumor de 88 pacientes con adenocarcinoma de
pulmén. El hallazgo de niveles elevados de expresion de XDH se comporté como
un factor prondstico independiente asociado a una disminucion de la
supervivencia libre de enfermedad a los 5 afios (115). Se desconoce el mecanismo
por el que la sobreexpresién de XDH puede actuar como un factor de progresion
tumoral. Se ha constatado que la disminucién de los niveles del gen supresor
SAFB1 induce una sobreexpresion de XDH y la progresion tumoral, lo cual
explicaria la supervivencia desfavorable en este grupo de pacientes (231). Otros
estudios en diferentes tumores no han podido corroborar este hallazgo (232, 233)
e incluso, en otro trabajo sobre pacientes con cancer de pulmon, se ha objetivado
que la reduccidn de expresion de XDH en las muestras tumorales de 82 pacientes
se asocid a una peor supervivencia (135). No tenemos conocimiento de ningin
estudio en la literatura que analice polimorfismos en este gen y los relacione con
el pronéstico en cancer de pulmén. Como ya mencionamos en la introduccion, un
estudio realizado en pacientes con cancer de mama, describe la asociacion entre

rs207454 (un polimorfismo en XDH) y una supervivencia libre de enfermedad
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significativamente peor en un subgrupo de pacientes con receptores de

progesterona negativos (199).

RAC2 forma parte de la familia de proteinas Rac que, a su vez, pertenecen a la
familia de GTPasas-Rho que se encuentran sobreexpresadas en una gran variedad
de tumores y poseen una amplia gama de funciones dentro de la célula que
incluyen la regulacion de la migracion y adhesion celular, la mitosis, la regulacion
de la actividad quinasa, asi como la regulacion de la trascripcién de factores a
través de la vias de sefializacion celular (234). En nuestro trabajo, el SNP
rs2239774 (G>C) del gen RAC2 mostr6 una asociacion marginal con la
supervivencia, tanto en la poblacién global como en la poblacion de cancer de
pulmén no microcitico. Dado que la asociacion no alcanzé los niveles de
significacion estadistica fijados por nuestro estudio no se incluy6 en los analisis
multivariados. Es posible que el hallazgo sea consecuencia del azar asociado a la
comparacion maltiple, pero también puede ser debido al tamafio muestral, por lo
que podria ser interesante su estudio en otras series, especialmente porque tiene
soporte biologico. RAC2 es una proteina que se expresa en las células
hematopoyéticas y endoteliales. Un trabajo interesante publicado en el Gltimo
afio, demuestra que RAC2 controla el proceso de diferenciacion de los macréfagos
M1 en macrofagos M2 (evento importante en la progresién tumoral). En modelos
de ratones deficientes para RAC2 se observaron defectos en el crecimiento
tumoral, la angiogénesis y las metéstasis (216). Esto explicaria que un cambio en
la funcion del gen RAC2 inducido por el polimorfismo sin6nimo rs2239774 podria
asociarse a una supervivencia mas favorable. Por otra parte, no existen trabajos
en la literatura que relacionen la presencia de polimorfismos en RAC2 con el

prondstico del cancer de pulmon.
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NOS2 forma parte de la familia de enzimas intracelulares NOS, encargadas de
sintetizar el radical libre NO implicado en numeroso procesos fisiologicos y
patoldgicos que incluyen, entre otros, la carcinogénesis. Como ya describimos en
la introduccion de esta tesis, NOS2 no se expresa en las células en reposo, pero es
capaz de expresarse rapidamente como respuesta a estimulos proinflamatorios
(121). En nuestro estudio el polimorfismo rs2297518 (G>A) en el gen NOS2 mostré
una asociaciéon con la supervivencia marginalmente significativa en la poblacion
global de los 219 pacientes. Esta asociacién no se objetivé en poblacién con
CPNM. Al igual que en el caso de RAC2, la magnitud de la asociacion no alcanzo la
significacion fijada por el estudio y no fue subsidiaria de estudio en el analisis
multivariado. No existen practicamente estudios que evallen el impacto de los
polimorfismos en los genes NOS en el prondstico del cancer de pulmon. Un
estudio ha analizado la asociacion entre el polimorfismo (CCTTT)n en el promotor
de NOS2 con el riesgo de cancer de pulmon en una poblacion de 185 pacientes
con cancer de pulmén y 164 controles. Los pacientes homocigotos para las
repeticiones cortas mostraron un riesgo significativamente aumentado de cancer
de pulmén, comparados con los portadores de los dos alelos largos. Esta
asociacién fue especialmente significativa entre la poblacién no fumadora (235).
En una serie de 108 pacientes diagnosticados de CPNM en estadio llI-IV, la
mediana de supervivencia fue significativamente mayor en los pacientes
portadores del alelo “a” de menor tamafio de un polimorfismo consistente en un
numero variable de repeticiones en tdndem en el intrén 4 (VNTR) del gen eNOS
(185). EI NO puede inducir proliferacion o apoptosis dependiendo del contexto
celular. Se ha demostrado que la expresion de eNOS en la microcirculacion
peritumoral constituye un factor prondstico favorable en las pacientes
premenopadsicas con cancer de mama (236). Por tanto, la presencia de un
polimorfismo no sinénimo en NOS2 podria inducir la liberacién de NO, generar

apoptosis y derivar en un pronéstico mas favorable.
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6.1.2. Asociacion de los polimorfismos con la respuesta
El SNP NOX3 rs231954 (T>C) presentd, tanto en la poblacion global, como en los
pacientes con CPNM, una asociacion estadisticamente significativa con la
respuesta a esquemas de quimioterapia con platino, de acuerdo con un modelo
de herencia recesivo. Los pacientes portadores del alelo menor C en homaocigosis
(genotipo CC) presentaron un riesgo proximo a 6 veces mayor de no responder al

tratamiento de quimioterapia con platino, comparado con el resto de pacientes.

Uno de los farmacos mas activo y mas frecuentemente utilizado en el tratamiento
del cancer de pulmon es el cisplatino. El cisplatino genera EROs (139) que pueden
producir dafio tisular extenso mediante su interaccibn con todas las
macromoléculas biolégicas, como los lipidos, las proteinas y los acidos nucleicos.
Las combinaciones de quimioterapia con cisplatino inducen una disminucion de
los niveles plasmaticos de antioxidantes que pueden ser consecuencia de un
fracaso de los mecanismos de defensa antioxidantes o de un consumo de los
mismos frente al dafio oxidativo (143). Varios estudios muestran niveles elevados
de malondialdehido (MDA) en pacientes con cancer de pulmén y confirman un
aumento de la peroxidacion lipidica en estadios avanzados (133, 144). Tras la
quimioterapia también se observa aumento de los niveles de nitritos y

disminucion de los niveles de superoxido dismutasa (SOD) y glutatiéon (GSH) (133).

Aungue la quimioterapia basada en platino ha demostrado ser eficaz en el
tratamiento del cancer de pulmdn, las tasas de respuesta siguen siendo bajas y
existe una gran variabilidad interindividual en las tasas de respuesta. Todo ello
justifica el interés de estudiar la influencia de los polimorfismos en genes

relacionados con el EO en la respuesta a los esquemas con platino
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NOX3 codifica para una isoforma de la subunidad catalitica del complejo NADPH
oxidasa, que como ya hemos visto constituye un importante fuente endégena de
EROs. El cisplatino activa la expresion de los genes NOX (incluido NOX3) (237,
238). NOX3 se expresa en las células epiteliales sensoriales de la coclea y el
vestibulo del oido interno y se ha relacionado con la génesis del sistema de
otolitos y con la percepcion de la gravedad y el equilibrio (99, 100). Estudios
recientes han identificado que la isoforma NOX3 constituye la fuente principal de
EROs utilizada por el cisplatino en la coclea y por tanto tiene un papel esencial en
la ototoxicidad mediada por este farmaco (239). Esto indica que esta isoforma
interacciona con el cisplatino por lo que parece plausible que por algln
mecanismo, todavia por determinar, influya en el mecanismo de respuesta a este

farmaco.

La activacion de la mayoria de enzimas NOX y la produccion de EROs requiere el
ensamblaje con numerosas proteinas reguladoras para constituir complejos
enzimaticos funcionales. p22°"™ es una de estas proteinas reguladoras, cuya
funcion principal es estabilizar las enzimas NOX a las que se une. Este hecho se
sustenta por varios estudios que demuestran que la regulacion a la baja de p22°™*
da lugar a una disminucion de la actividad de varias enzimas NOX (91, 240). Un
estudio ha demostrado que p22°™* modula la resistencia a cisplatino en el
carcinoma epidermoide de cavidad oral (CECO). Se ha encontrado una expresion
elevada de esta proteina en el tejido tumoral de pacientes con CECO resistentes a
cisplatino. Los estudios “in vitro” han revelado que la sobreexpresién de p22°"*
disminuye la apoptosis inducida por el cisplatino y confiere un efecto
citoprotector frente a este farmaco (241). Este estudio demuestra por primera vez
que p22°" un componente crucial para la activacion de NADPH oxidasa, modula
la resistencia al cisplatino. NOX3 forma parte de este complejo. Aunque NOX3

rs231954 (T>C) es un SNP sindnimo y no modifica la secuencia de aminoécidos de
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la proteina, podrian alterar su funcion y su relacion con proteinas reguladoras

como p22°",

En ambas poblaciones, como método de corroboracion de los resultados
obtenidos, se completo el andlisis de la relacion entre la respuesta a esquemas
con platino y el resto de variables con la metodologia CART. En la poblacién
global, el primer nodo del arbol establecio que el parametro que mas se asociaba
a la ausencia de respuesta a la quimioterapia, era la presencia del polimorfismo
NOX3 (rs231654). En la poblacion con CPNM el primer nodo relacionado con la
respuesta fue el estadio. En el segundo nodo el polimorfismo en NOX3 fue la
variable mas relacionada con la ausencia de respuesta para los estadios

localizados y avanzados.

El SNP rs1060826 (G>A) en NOS2 se asocid marginalmente con una respuesta
desfavorable a la quimioterapia basada en platino, tanto en la poblacién global
como en la poblacion de CPNM. No obstante, al no alcanzar la significacion
estadistica exigida por el estudio, no se incluyd en las pruebas de regresion
logistica. NOS2 se ha relacionado con la angiogénesis en el cancer de pulmén
(242). También recientemente se ha descrito que el cisplatino induce una
regulacion al alza de NOS2, ello da lugar a un aumento de la produccién de NO y
confiere resistencia al cisplatino en lineas celulares de cancer de pulmoén (243).
Estos datos podrian explicar que modificaciones en la expresion de este gen se
relacionaran con la respuesta al tratamiento. Un estudio analiz6 35 SNPs en NOS2
y NOS3 en una cohorte de 198 pacientes con CPNM tratados con quimioterapia y
radioterapia. No se hall6 relacion entre ninguna de estas variantes genéticas y la
respuesta al tratamiento (184). El polimorfismo de nuestro estudio no se

encontraba entre los SNPs analizados.
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La mayoria de estudios de asociacion entre variables genéticas y respuesta al
tratamiento en pacientes con cancer de pulmaén han explorado polimorfismos en
los genes relacionados con la via de reparacion del DNA (ERCC1, XRCC1, XPG,
XPD)(155-162). Se dispone de pocos estudios que relacionen el impacto de
polimorfismos en conjuntos de genes relacionados con el EO en la respuesta a los

tratamientos en la poblacion con cancer de pulmén.

Uno de los aspectos a destacar de esta tesis es su caracter novedoso. No existe
ningln trabajo previo que haya analizado conjuntamente este grupo de
polimorfismos en genes que codifican proteinas productoras de radicales libres en
la poblacion de pacientes con cancer de pulmoén. Por tanto, nuestro estudio
proporciona, por primera vez, evidencia de un impacto significativo de varios
polimorfismos en genes relacionados con el EO en una poblacion de pacientes con
cancer de pulmén. El SNP de NCF4 (rs2075939) se asocia significativamente a la
supervivencia y al estadio y el SNP de NOX3 (rs231954) se asocia con una
respuesta desfavorable al cisplatino. En el caso del SNP en NCF4, sugerimos que
su influencia puede atribuirse a la relacion de la funcion de NCF4 con el desarrollo
de metastasis, que podria verse restringida en aquellos pacientes portadores del
alelo menor. En el caso del SNP en NOX3, su influencia sobre la respuesta podria
estar relacionada con la implicacion de este gen en la resistencia al platino, lo que

podria verse potenciado en los portadores homocigotos del alelo menor.

Aunque los resultados son llamativos, hay que evaluarlos con cautela. Durante
décadas hemos asistido a la identificacion de incontables SNPs en genes
potencialmente implicados en el desarrollo y la progresién del cancer. Sin
embargo, el proceso de carcinogénesis es un proceso complejo caracterizado por
la acumulacion de mudltiples alteraciones genéticas y epigenéticas que

colectivamente dirigen la proliferacion tumoral. Por tanto, resulta poco probable,
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gue un anico polimorfismo induzca efectos dramaticos en el prondéstico y en la
respuesta a los tratamientos de los procesos tumorales. Parece logico que el
analisis combinado de grupos de polimorfismos que hayan demostrado impacto
en algunos aspectos del tumor, pueda proporcionar una informacion mayor sobre
la magnitud del impacto de estas variables genéticas que el analisis por separado

de cada una de ellas.

Por ello, los resultados de estudio deberian confirmarse en una serie de pacientes
mas amplia, con una metodologia prospectiva y posiblemente con un anélisis

combinado con un mayor nimero de SNPs.

6.2. Debilidades del estudio

Al interpretar nuestros resultados hay que tener en cuenta una serie de

circunstancias que pueden limitar su valor.

En primer lugar, se trata de un estudio retrospectivo. Este hecho puede
condicionar que la muestra seleccionada puede no ser representativa de una
poblacién normal de cancer de pulmén vy, por lo tanto, se halle sujeta a sesgos de
seleccion. A pesar de ello, conviene destacar de nuevo que las caracteristicas de
nuestra poblacién fueron similares a las descritas en la literatura. En segundo
lugar, el tamafio de la muestra es pequefio y esto, indudablemente, puede
cuestionar el valor de las asociaciones encontradas porgue la potencia del estudio

puede estar muy influida por el tamafio muestral.
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6.3. Fortalezas del estudio

En contrapartida, el estudio tiene algunas caracteristicas que hacen que sus
resultados merezcan, al menos, ser replicadas en otras series. En particular, los
hallazgos significativos se han considerado tras la correccién para comparaciones
multiples con la prueba de Bonferroni. Esta prueba es la mas exigente para
corregir este efecto, por lo que los hallazgos significativos encontrados es muy

probable que realmente lo sean.

Por otra parte, se han utilizado diversas herramientas estadisticas como es la
regresion (Cox y Logistica) y el CART, lo que ha permitido valorar el impacto de los
polimorfismos significativos con una buena concordancia entre las metodologias

utilizadas.

Merece la pena destacar que la obtencion de los datos procedentes de la revision
de historias clinicas ha sido realizada por un tnico observador lo que garantiza la

homogeneidad en la recogida de los mismos.

Finalmente, la informacion referente al seguimiento de los pacientes ha sido
rigurosamente evaluada. No existe ninguna pérdida de seguimiento. Los datos de
mortalidad de los pacientes han sido recogidos de las historias clinicas y
confirmados en su totalidad en el Registro Nacional de Mortalidad lo que confiere

una mayor validez al anélisis.

166



CONCLUSIONES

167



168



7. CONCLUSIONES

1. Primera conclusion:
El SNP NCF4 rs2075939(C>T) presenta una asociacion estadisticamente
significativa con el estadio. Los pacientes diagnosticados en estadios I-lI
presentan una mayor frecuencia del alelo menor T de NCF4 que los pacientes
en estadio 1V, tanto en la poblacién global (OR: 0,31; IC 95% OR: 0,17-0,58;
p=0,0001), como en la poblacién de CPNM (OR: 0,30; IC 95% OR: 0,15-0,62;
p=0,0005).

2. Segunda conclusion:
El SNP NOX3 rs231954 (T>C) se asocia con la respuesta. Los pacientes que no
responden a la quimioterapia basada en platino presentan una mayor
frecuencia del alelo menor C de NOX3 que aquellos que responden a la
guimioterapia, tanto en la poblacion global (OR: 6,08; IC 95% OR: 2,01-18,41;
p=0,0015) como en la poblaciéon de cancer de pulmén no microcitico (OR:

5,67; IC 95% OR: 1,65-19,41; p=0,0031).

3. Tercera conclusion:
EL SNP NCF4 rs2075939(C>T) se asocia con la supervivencia de acuerdo con
un modelo dominante, en el que los individuos portadores del alelo T
presentan una mejor tasa de supervivencia que los no portadores, en la
poblacién de CPNM con estadios I-lll (HR: 0,58; IC 95% OR: 0,36-0,94;
p=0,028).
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

Tabla. Distribucion de los polimorfismos segun el tipo histol6gico de cancer de pulmén

No microcitico | Microcitico | OR (95%Cl) | Modelo
(N=180) (N=39)

Polimorfismo N % N % P

NCF2_rs2274064 (v.p.=16)
T 51 304 | 12 | 34,3 1,26 N.S.
CT 85 50,6 | 15 | 429 (0,52-3,03) 0,61
cC 32 19 8 | 229 R

NCF4_rs2072712 (v.p.=6) N.S
cC 136 | 77,7 | 33 | 86,8 0,53 0,19
CT 39 22,3 | 5 | 1372 (0,19-1,44) D*

NCF4_rs2075939 (v.p.=6)
cC 125 | 71,8 | 26 | 66,7 4,65 N.S.
CT 47 27,0 | 11 | 28,2 | (0,63-34,07) 0,15
T 2 1,1 2 51 R

NOX3_rs12195525 (v.p.=7) N.S.
GG 139 | 799 | 26 | 684 1,97 0,097
GT 33 190 | 12 | 31,6 (0,90-4,31) oD
T 2 1,1 0 0,0

NOX3_rs231954 (v.p.=18) N.S.
T 64 39,0 | 11 | 29,7 1,51 0,28
TC 71 433 | 19 | 514 (0,90-4,31) D
cC 29 17,7 | 7 | 189

NOX3_rs34960420 (v.p.=7) N.S.
GG 141 | 80,6 | 26 | 70,3 1,89 0,13
GA 32 18,3 | 11 | 29,7 (0,85-4,22) oD
AA 2 1,1 0 0,0

NOX5_rs2277552 (v.p.=15) N.S.
cC 160 | 952 | 33 | 91,7 1,82 0,42
CT 8 4,8 3 8,3 (0,46-7,22) D

NOX5_rs12907196 (v.p.=6) N.S.
cC 42 24,0 | 10 | 26,3 1,13 0,76
CcT 78 | 446 | 16 | 42,1 | (0,51-2,52) R
T 55 314 | 12 | 31,6

XDH_rs17011368 (v.p.=4) N.S.
T 148 | 84,1 | 36 | 92,3 0,44 0,16
CT 28 159 | 3 7,7 (0,13-1,53) D*
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XDH_rs1884725 (v.p.=4)

GG 87 | 494 | 26 | 66,7 0,42 0.024
GA 79 | 449 |10 | 256 | (0,19-0,92) oD
AA 10 | 57 | 3| 7,7

NOS2_rs2297518 (v.p.=20) N.S
GG 116 | 712 | 23 | 63,9 3,14 0,25
GA 44 | 27 | 11| 306 | (0,50-19,50) R
AA 3 18 | 2 | 56

NOS2_rs1060826 (v.p.=3) N.S
GG 51 | 288 | 7 | 17,9 1,73 0,13
GA 9 | 508 | 25 | 64,1 | (0,84-3,54) oD
AA 36 | 203 | 7 | 179

RAC2_rs2239774 (v.p.=7) N.S
GG 120 | 69,4 | 26 | 66,7 1,16 0,71
GC 48 | 277 | 12| 30,8 | (0,54-2,47) oD
cC 5 290 | 1| 26

RAC2_rs1064498 (v.p.=18) N.S.
T 108 | 659 |27 | 73,0 0,00 0,2
cT 52 | 31,7 | 10 | 27,0 | (0,00-NA) R
cC 4 24 | 0] 00

Modelo: A: aditivo, R: recesivo, D:

dominante. OR: odds ratio
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