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1.- Cancer de pulmon. Aspectos clinicos.

1.1.- Concepto. Histogénesis.

El cancer de pulmon es una neoplasia que, como en el resto de tumores, deriva de
una célula madre pluripotencial capaz de expresar una variedad de fenotipos distintos.
La célula madre epitelial se diferencia a células del arbol traqueobronquial incluyendo
células pseudoestratificadas de reserva, células columnares ciliadas, células
neuroendocrinas y neumocitos alveolares tipo I y II. Todas las células capaces de

dividirse pueden sufrir cambios como hiperplasia, metaplasia y neoplasia .

De acuerdo con la clasificacion histologica del cancer de pulmén, distinguimos

los siguientes tipos histologicos (Tabla 1)
Tabla 1. Clasificacion histologica del cancer de pulmon.

CARCINOMA NO MICROCITICO DE PULMON

Carcinoma de células escamosas (Epidermoide)

Variedad de células fusiformes

Adenocarcinoma

Acinar

Broncoalveolar

Tumor s6lido con mucina

Carcinoma de células grandes

Células gigantes

Células claras

Carcinoma adenoescamoso

Carcinoma indiferenciado

Estudio de los polimorfismos de genes reparadores en poblacion fumadora con y sin cincer de pulmon
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CARCINOMA MICROCITICO DE PULMON.

Variedad carcinoma de células pequenas

Variedad carcinoma mixto de células pequefnas y grandes.

Variedad carcinoma de células pequefias combinado (cancer de pulmon

de células pequenas combinado con componentes neoplasicos

escamosos y/o glandulares).

En el cancer de pulmén se observan con frecuencia dos ¢ mas patrones
histolégicos; de hecho, en un 10% de las muestras histologicas se observan elementos
. . . . 2 . .
de carcinoma epidermoide y adenocarcinoma . El 95% de las neoplasias malignas de

pulmén se engloban en uno de los siguientes tipos anatomopatologicos °.

- Carcinoma epidermoide o de células escamosas
- Carcinoma microcitico
- Adenocarcinoma.

- Carcinoma indiferenciado de células grandes pulmonar o de células gigantes o

anaplésico de células grandes

1.1.1.- Carcinoma no microcitico de pulmoén

1.1.1.1.- Carcinoma Epidermoide

Representa el 30% de todos los tumores malignos de pulmén y es el mas comiin
en el varon. En nuestro medio es el tipo mas habitual y el mas relacionado con el
tabaco. Deriva del epitelio de revestimiento bronquial y su crecimiento es lento. Con un
tiempo de duplicacién de 90 dias, se estima que tardan tres 6 cuatro afos desde el
desarrollo de un carcinoma “in situ” a un tumor plenamente establecido. Tienden a ser
centrales y a acompanarse de neumonitis obstructiva y adenopatias hiliares. Aparece
frecuentemente en el segmento proximal del bronquio y se asocia con metaplasia
escamosa. Histolégicamente, la caracteristica microscopica mas destacada es la

Estudio de los polimorfismos de genes reparadores en poblacion fumadora con y sin cincer de pulmon
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presencia de células epiteliales en forma de hoja que pueden estar bien o mal
diferenciadas. Las mejor diferenciadas muestran perlas de queratina. Es habitual la
aparicion de una marcada respuesta en el tejido pulmonar, con infiltrados

linfoplasmocitarios y células histiocitarias gigantes.

1.1.1.2.- Adenocarcinoma

Su incidencia ha aumentado de forma importante y actualmente supone el 35-40%
de todos los casos de cancer de pulmoén, siendo el tumor mas frecuente en USA. La
mayoria son periféricos y se originan del epitelio alveolar o de las glandulas mucosas
bronquiales. Histologicamente se caracteriza por la formacion de estructuras glandulares

atipicas con formacioén de moco.

El carcinoma bronquioloalveolar se considera una entidad clinicopatologica
distinta dentro de los diversos tipos de adenocarcinoma *, representando el 5% de todos
los casos de cancer de pulmén. Puede originarse a partir de los neumocitos tipo II,
células mucosecretoras ¢ células de la clara. Clinicamente puede presentarse de tres
formas: como nddulo solitario periférico, como enfermedad multifocal o en la forma
neumoénica rapidamente progresiva. Tiene una diseminacidn ganglionar temprana,
metastatizando por via hematica mas precozmente que los otros. Es el tumor menos
asociado con el tabaco y el mas frecuente en las mujeres no fumadoras, relacionandose
con la existencia de cicatrices y enfermedades pulmonares previas como la

esclerodermia o la fibrosis pulmonar.

1.1.1.3.- Carcinoma de Células Grandes

Su incidencia ha disminuido al 10-15% de todos los canceres de pulmoén al
mejorar los métodos diagnosticos con la introduccion de la inmunohistoquimica y la
microscopia electronica °. No obstante, aunque estd reconocido como un tipo
histolégico concreto, es muy posible que se trate de un grupo heterogéneo que engloba

variantes poco diferenciadas de adenocarcinoma y carcinoma epidermoide. Al

Estudio de los polimorfismos de genes reparadores en poblacion fumadora con y sin cincer de pulmon
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microscopio se caracteriza por presentar células grandes con abundante citoplasma y sin
diferenciacion escamosa 6 glandular ni evidencia de secrecion de moco. Existe un
subtipo con diferenciacion neuroendocrina en el que se ha postulado que, al igual que el
carcinoma de células pequefias, podria tener una buena respuesta al tratamiento
quimioterdpico. Clinicamente aparece como una gran masa periférica, con afectacion

hiliar y areas de neumonitis.

1.1.2.- Carcinoma microcitico de pulmoén

Aparece en un 10-20% de los casos de cancer de pulmdn en varones y 10-30% en
mujeres °, siendo el tabaco el responsable del 90% de los casos '. Es un tumor que
deriva de células neuroendocrinas del epitelio bronquial, las células de Kulchitsky.
Estas células presentan granulos que secretan hormonas peptidicas como la enolasa
neuroespecifica, la L-dopa decarboxilasa o el GRP. La aparicion de estos marcadores de
diferenciacion neuroendocrina es caracteristica pero no patognomonica, pudiendo estar
presente hasta en un 75% de carcinomas no microciticos © °. Al microscopio se
observan células de pequefio tamafio, nlicleo hipercromatico y escaso citoplasma,
asemejandose a linfocitos, con gran cantidad de mitosis y elevada presencia de necrosis.
Suele tener una localizacion central y presentar adenopatias mediastinicas, siendo una
de las principales causas de SVCS (sindrome de vena cava superior). Clinicamente es
un tumor muy agresivo con un tiempo de duplicaciéon muy corto (30 dias) y con una
gran capacidad para metastatizar por via hematica y linfatica. Estd muy relacionado con
sindromes paraneopldsicos como el de Eaton-Lambert, el de secrecion inadecuada de
ADH (SIADH) o el de Cushing. La variedad de carcinoma de células pequenas
combinado suele ser mas localizado y tener mejor prondstico, representando el 20% de

todos los carcinomas de células pequeias.
1.2.- Epidemiologia.
1.2.1.- Incidencia y mortalidad.

Estudio de los polimorfismos de genes reparadores en poblacion fumadora con y sin cincer de pulmon
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El céncer de pulmon es una de las neoplasias malignas mas frecuentes y una de
las pocas cuya incidencia global aumenta a un ritmo de un 0'5% vy, en la actualidad,
supera al cancer de mama, prostata y colon combinados '° . El niimero de casos ha ido
en ascenso desde principios del siglo pasado, cuando se consideraba que la mayor parte
de los tumores pulmonares eran metastdsicos y que el céncer primitivo era raro,
incrementando su incidencia en varones de forma exponencial hasta la década de los

ochenta, y en mujeres a partir de los afios 60.

Con el objetivo de conocer y comparar los datos de diferentes paises a nivel
mundial, en 1989 nace el proyecto GLOBOCAN, que recoge datos de incidencia y
mortalidad de diferentes registros de cancer, utilizando la misma metodologia. En el afio
1999 se publicaron los datos de dicho proyecto, segtn el cual el cancer de pulmon fue el
tumor mas frecuente en 1990, tanto en incidencia (1.04 millones de casos nuevos;
12.8% del total mundial) como en mortalidad (921.000 muertes; 17.8% del total
mundial); el 58% de los casos nuevos ocurrieron en paises desarrollados '' (Tabla 2). En
Estados Unidos, el cancer de pulmon encabeza la causa de muerte por cancer en los
varones y, desde finales de la década de los ochenta, ha superado al cancer de mama
como principal causa de muerte por cancer '*. Al igual que el proyecto GLOBOCAN,
en Europa se desarrolla el proyecto EUROCARE, que recoge datos de supervivencia de
diferentes registros de cancer, utilizando la misma metodologia con el objetivo de
conocer y comparar los datos de diferentes paises europeos. En el afio 2003 se
publicaron los datos del proyecto EUROCARE 111, en el que se analizan las historias de
mas de un millon ochocientos mil adultos y 24.000 nifios, que incluyen 44 tipos de
tumores diagnosticados entre 1990 y 1994 y que han sido seguidos hasta 1999. Los
datos han sido proporcionados por diferentes registros poblacionales de cancer de 22
paises europeos. Segun este estudio, el cancer de pulmén se encuentra dentro de los mas
letales con la tasa de supervivencia a los 5 afos durante el periodo 1990-1994 de un 9,7
% y un 9,6 % en los hombres y mujeres europeas, y de un 12,4 % y un 12,8 % en los
hombres y mujeres espafioles . Comparativamente con los resultados del quinquenio
anterior, recogidos en el proyecto EUROCARE II se observd una mejora global de la

. . . ~ 14
supervivencia en los pacientes espafioles de un 9% .
Estudio de los polimorfismos de genes reparadores en poblacion fumadora con y sin cincer de pulmon
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Tabla 2. Numero de casos nuevos y mortalidad mundial por tipo de cancer. Fuente: Globocan.

TIPO

NUMERO ESTIMADO DE NUEVOS CASOS DE CANCER Y
MORTALIDAD (MILES) POR TIPO DE CANCER A NIVEL MUNDIAL.

DE Incidencia Mortalidad
CANCER Varones Mujeres Ambos Varones Mujeres Ambos
Numero(%) Numero(%) Numero(%) Numero(%) Numero(%) Numero(%)
Boca 141 (3.3) 70 (1.8) 2129 (2.6) 66 (2.2) 34 (1.5 100 (1.9)
Nasofaringe 40 (0.8) 18 (0.5) 57 (0.7) 24 (0.8) 11 (0.5 35 (0.7)
f;:ﬁizofaﬁnge) 77 (1.8) 17 (0.4) 94  (12) | 50 A7) | 12 05 | 62 (12
Boca/Faringe 258 (6.0) 105 (2.8) 363 (4.5 140 4.7) 56 (2.5 206 (3.8)
Esofago 213 (5.0) 103 (2.7) 316 (3.9) 193 (6.5) 92 41 286 (5.5)
Estomago 511 (11.9) 287 (7.6) 798 (9.9) 397 (13.4) | 230 (10.3) | 628 (12.1)
Colo-rectal 402 (9.4) 381 (10.1) 783  (9.7) 222 (7.5) 215 (9.7) 437 (8.4)
Higado 316 (7.4) 121 (3.2) 437  (5.4) 306 (10.3) 121 (5.4 427 (8.2)
Pancreas 92 (2.1 79  (2.0) 170 (2.1) 90 (3.0) 78 (3.5 168 (3.2)
Laringe 118 (2.7) 17 (04) 136 (1.7) 65 (22 9 (0.4) 74 (1.4)
Pulmén 772 (18.0) 265 (7.0) 1.037 (12.8) | 693 (23.4) | 228 (10.2) | 921 (17.8)
Melanoma 50 (1.2) 55 (1.5) 106 (1.3) 17 (0.6) 16 (0.7) 33 (0.6)
Mama (mujeres) 0 (0.0) 796 (21.0) 796  (9.8) 0 (0.0) 314 (14.1) 314 (6.1)
Cervix 0 (0.0) 371 (9.8) 371  (4.6) 0 (0.0) 190 (8.5) 190 (3.7)
Cuerpo Uterino 0 (0.0) 142 (3.7) 142 (1.8) 0 (0.0 42 (1.9 42  (0.8)
Ovario 0 (0.0) 166 (4.4) 166 (2.1) 0 (0.0 101 (4.5 101 (1.9)
Prostata 396 (9.2) 0 (0.0) 396 (4.2) 165 (5.6) 0 (0.0 165 (3.2)
Testiculos 36 (0.8) 0 (0.0) 36  (0.4) 8 0.3) 0 (0.0 8 0.2)
Vejiga 203 (4.7) 58 (1.5) 261  (3.2) 86 (2.9 28  (L.3) 115 (2.2
Rifiones 92 (2.1 59  (1.6) 150 (1.9) 49 (1.7) 30 (1.3) 78 (1.5)
SNC 69 (1.6) 58 (1.5) 127 (1.6) 52 (1.8) 43 (1.9) 95  (1.8)
Tiroides 22 (0.5) 65 (1.7) 87  (L.1) 6 0.2) 14 (0.6) 20 (0.4
LNH (*) 126 (2.9) 95 (2.5 221 (2.7) 72 (24) 54 (24) 126 (2.4)
LH (%) 37 (0.9 22 (0.6) 59 (0.7) 17 (0.6) 9 0.4) 26  (0.5)
M. Miltiple 29 (0.7) 28 (0.7) 57 (0.7) 23 (0.8) 22 (L.0) 45 (0.9)
Leucemia 130 (3.0) 101 (2.7) 231 (2.9 103 (3.5 81  (3.6) 184(3.6)
TOTAL (**¥) 4.293(100.0) | 3.790(100.0) | 8.083(100.0) | 2.957(100.0) | 2.225(100.0) | 5.182(100.0)

»  Linfoma no Hodgking

=) Se excluye tumores de piel no melanomas

Estudio de los polimorfismos de genes reparadores en poblacion fumadora con y sin cancer de pulmon
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En Espaiia, el cancer de pulmon es el tumor mas frecuente en los varones (figura
1). Se han contabilizado 17.000 nuevos casos en hombres y 1.500 nuevos casos en
mujeres, siendo responsable de 16.000 muertes en hombres y 1.350 en mujeres en el
afio 2000 °. En el afio 2003 se diagnosticaron 18.800 nuevos casos, siendo el segundo
tumor en ambos sexos en términos absolutos tras el carcinoma colorrectal '®. La escasa
diferencia entre el nimero de casos prevalentes e incidentes refleja la alta letalidad de
este tumor. Dentro de nuestro pais, las tasas mas altas de mortalidad se localizan en el
suroeste (Cadiz y Sevilla) y en parte de las provincias del norte (Asturias y Vizcaya),

llamando la atencién la alta mortalidad en las mujeres de Las Palmas .

Comparacion de las tasas de mortalidad por los principales canceres en Espaiia.
1984-1994-2004. Sexo masculino.
(tasas ajustadas a la poblacion europea: muertes/100.000 h/aio).

.
Pulmon

Prostata
Estomago

Colon

001984
M 1994
W 2004

Vejiga

Boca-Faringe

Laringe
Pancreas
Esofago
Leucemias

LNH

0 10 20 30 40 50 60 70 go Tasa ajustada europea

Figura 1. Mortalidad por Cancer y otras causas en Espaiia. Arios 1984, 1994y 2004.
Fuente: Centro Nacional de Epidemiologia. Elaboracion FCAECC

Estudio de los polimorfismos de genes reparadores en poblacion fumadora con y sin cincer de pulmon
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1.2.2.- Distribucion.

1.2.2.1.- Sexo.

A nivel mundial, el cancer de pulmoén es la neoplasia mas frecuente en el varon,
con las tasas observadas mads altas en América del Norte y Europa, especialmente
Europa del Este. En 1990 las tasas de incidencia en mujeres eran bajas, con una tasa

global de 10.8 por 100.000 mujeres frente a 37.5 por 100.000 hombres '

En Estados Unidos la tasa de incidencia de cancer de pulmén en varones alcanzé
su pico en 1984 (86.5 por 100.000 hab.) y de forma paralela la tasa de mortalidades en
1990 (75.2 por 100.000 hab.); ambas han ido descendiendo desde entonces, mientras
que la tasa de incidencia y mortalidad en las mujeres ha ido en aumento. La proporcion
entre sexos ha pasado de ser siete veces mayor en los hombres hace unos afios a una
relacion 2:1 en la actualidad y desde finales de los afios 80 constituye la causa mas
frecuente de muerte por cancer en la mujer, por delante del cancer de mama. ' ',

En Europa, la relacion varén: mujer es de 5:1 y en Espafia es de 11:1, reflejando el
retraso en el habito tabaquico y el menor riesgo laboral en las mujeres espafiolas . Se
ha sugerido que para un mismo nivel de exposicion al tabaco, las mujeres tienen un

. 19,20
riesgo mayor que los varones .

1.2.2.2.- Edad.

El cancer de pulmon afecta sobre todo a personas mayores de 50 afos, siendo el
promedio de edad al diagndstico de 60 afos, si bien cada vez se diagnostican mas casos

. .7 19,20
en sujetos jovenes .

1.2.2.3.- Raza.

Las tasas de incidencia de cadncer de pulmon varian ampliamente segun la raza y la

etnia. Asi en USA, existe una gran diferencia entre las elevadas tasas que presentan los

Estudio de los polimorfismos de genes reparadores en poblacion fumadora con y sin cincer de pulmon
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afroamericanos, con 73.9 casos por 100.000 hab., frente a los 27.6 casos por 100.000
hab. que presenta la poblacion hispana '®. Igualmente, los varones de raza negra parecen
tener un riesgo mas elevado que los varones caucasicos para desarrollar un cancer de

’ . . 10,20
pulmoén con un mismo nivel de consumo de tabaco .

1.3.- Factores de Riesgo.

La etiologia del cancer de pulmén es desconocida, pero existen determinados

factores de riesgo que estdn muy relacionados con el cancer de pulmon.

1.3.1.- Antecedentes familiares.

El riesgo a desarrollar cancer de pulmoén tras exposicidn a una sustancia
carcinogénica estd influenciado por la susceptibilidad genética de las personas, de forma
que los individuos no fumadores con familiares con cancer de pulmoén tienen un riesgo
dos o tres veces mayor de desarrollar cancer de pulmén que aquellos sin historia

c. 2124
familiar .

1.3.2.- Antecedentes personales.

La existencia de enfermedades pulmonares subyacentes se ha asociado con un
mayor riesgo de desarrollar cancer de pulmodn, siendo la fibrosis pulmonar idiopatica y

la enfermedad obstructiva cronica las dos entidades que se asocian con un mayor riesgo

2529 En el caso de la enfermedad obstructiva cronica, el tabaco se ha demostrado como

el principal factor de riesgo para desarrollarla * ',

1.3.3.- Dieta.

La ingesta de alimentos ricos en beta-carotenos, como las frutas y vegetales,

parecen tener un efecto protector sobre el cancer de pulmén debido a su efecto

32-36

antioxidante , 81 bien estudios mas recientes han demostrado un efecto deletéreo con

la suplementacién de la dieta con beta-carotenos >, Se ha sefialado un efecto protector
p p

Estudio de los polimorfismos de genes reparadores en poblacion fumadora con y sin cincer de pulmon
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del consumo de otros nutrientes, como el acido folico, el selenio y las vitaminas A y

E35
1.3.4.- Lugar de residencia.

Se ha sugerido que la polucion atmosférica podria suponer un riesgo en zonas
urbanas con gran densidad de poblacion debido a la mayor incidencia de cancer de

’ . , 10
pulmon en personas fumadoras residentes en areas urbanas con respecto a las rurales .

1.3.5.- Factores Ocupacionales.

La exposicion al Asbesto representa el factor de riesgo laboral mas fuertemente
asociado al desarrollo de cancer de pulmon, siendo el responsable del 3-4% de los casos
diagnosticados a nivel mundial. El periodo de latencia entre la primera exposicion al
asbesto y la aparicion del carcinoma suele ser de 20 afos, existiendo una gran relacion
entre la intensidad de la exposicion y el riesgo de desarrollar cancer de pulmoén, de
forma que una exposicion corta puede causar cancer de pulmén si ha sido

48-50

suficientemente intensa™ . En los trabajadores en contacto con asbesto, asi como con

otros carcinégenos ambientales, el tabaco ejerce un efecto multiplicativo del riesgo, y se
cree que el asbesto actuaria de cocarcindgeno del tabaco *'°.

El riesgo asociado a la exposicion del gas radon a través de los cimientos de los
edificios es controvertido *. Otros factores ocupacionales que aumentan el riesgo de
desarrollar cancer de pulmén son los compuestos de arsénico (mineros, fundidores,
agricultores que utilizan pesticidas), niquel, berilio, cadmio e hidrocarburos policiclicos

aromaticos.

Estudio de los polimorfismos de genes reparadores en poblacion fumadora con y sin cincer de pulmon
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1.3.6.- Habitos toxicos: tabaco.

1.3.6.1.- Epidemiologia.

El tabaquismo representa un importante y costoso problema de salud publica,
siendo considerado por la Organizacidon Mundial de la Salud (OMS) como una de las
amenazas mas graves para la salud mundial, representando la principal causa de

enfermedad y muerte prematura en los paises occidentales.

En 1993 Peto et al. publicaron un informe sobre la mortalidad en los paises
desarrollados durante los afios 1950-2000 en el que se estimaba que, al menos, 50
millones de muertes en hombres y 10 millones en mujeres podrian ser atribuidas al

~ 54
consumo de tabaco en mayores de 35 afios ™.

El tabaco provoca 4 millones de muertes al afio a nivel mundial, y 1,2 millones en
la Union Europea, estimandose que esta cifra aumente a 10 millones en el mundo y 2
millones en Europa en el afio 2020, afio en el una de cada seis muertes estard

55,56

relacionada con el consumo de tabaco . Uno de cada dos fumadores moriran

prematuramente como consecuencia de enfermedades atribuibles al consumo de tabaco,
con una estimacion de unos 10 afios de media de vida perdida por dicha causa "%,

En Espafia, aproximadamente el 36% de la poblacion mayor de 16 afios consume
tabaco de forma regular y en el 90% de casos el inicio comienza antes de los 20 afos,
siendo el tabaquismo la primera causa evitable de muerte en nuestro pais (56.000
personas al afio). Por autonomias, la prevalencia mas baja se sitia en Castilla-La
Mancha, Baleares y Aragén ( 32 y 34% respectivamente ), y la mas alta en Cantabria y
Murcia (42 y 40% respectivamente), situdndose Castilla y Ledn, con una prevalencia del

. . . . 59
35%, dentro de las comunidades con una menor incidencia (Figura 2) .

Estudio de los polimorfismos de genes reparadores en poblacion fumadora con y sin cincer de pulmon
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Seglin los datos de la Encuesta Nacional de Salud de 1997, en Espaiia el 45%
de los varones y el 27% de las mujeres mayores de 15 afios son fumadores, lo cual
representa al 36% de la poblacion general. El grupo de 25 a 44 afos representa el
intervalo con poblacion fumadora mas alto (52%), seguido por el grupo de 16 a 24
afios (40%). Comparando estos datos con la encuesta del afio 1987 se aprecia una
reduccion del consumo en los hombres (del 55 al 45%) respecto al incremento en las

mujeres (del 23 al 27%) (Tabla 3) >’

Asturias CantabriaPais Va
4o ey

alenciana &

Baleares
34%

Andalucia
36%

j w9
- 060 ﬁ

Figura 2. Porcentaje de fumadores mayores de 15 aiios en las diferentes comunidades
autonomas (Encuesta Nacional de Salud de 1993). Tomado de Manual de Prevencion y

Tratamiento del Tabaquismo, 2001.

Esta tendencia al alza en las mujeres, tanto en Espafia como en Europa, es
preocupante y muestra la necesidad de una estrategia eficaz en la lucha antitabaquica

e ’ e . 60
dirigida de forma especifica a la poblacion femenina ™.
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Tabla 3. Porcentaje de fumadores por grupos de edad en Espaiia en 1997.

Tomado de Manual de Prevencion y Tratamiento del Tabaquismo,; 2001.

Grupo de edad Fumador Exfumador No fumador
16-24 40 ] 35
25-44 a2 14 33
45-64 27 18 54
G4-T4 12 2l 67
2 T4 8 23 66

Si comparamos estos datos con los de la ultima encuesta nacional de salud del afio
2006, se aprecia una claro descenso del héabito tabaquico en todos los grupos de edad

(tabla 4).

Tabla 4. Porcentaje de fumadores por grupos de edad en Esparia en 2006.
Fuente: Ministerio de Sanidad y Consumo (INE). Encuesta Nacional de Salud de Esparia. Avance

de resultados junio 2006-enero 2007. Tablas estadisticas con datos provisionales a nivel nacional

Grupo de edad | Fumador | Fumador ocasional | Exfumador | No fumador

16-24 27 3 21 49
25-44 28 5 7 60

45-64 27 3 27 43

>75 7

Se calcula que en el mundo existen aproximadamente un mil millones de
fumadores. Dicho de otra manera, un tercio de la poblacion mundial mayor de 15 anos

61
es fumadora .

Estratificandolo por sexos, el intervalo de edad que engloba una mayor proporcion
de individuos fumadores tanto para varones como para mujeres es el comprendido entre
los 30 y 49 afios. Dentro de este intervalo de edad, un 47% de los varones y un 11% de
las mujeres consumen 14 cigarrillos/dia de media, representando al afio un consumo de
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5.827 billones de cigarrillos. En sexo masculino, las mayores prevalencias mundiales se
localizan en paises como Vietnam, Corea y la Republica Dominicana (73, 68 y 66%,
respectivamente), a diferencia de el sexo femenino, en donde el continente europeo
presenta las tasas mas altas, en concreto Dinamarca y Noruega (37 y 36%
respectivamente). Las prevalencias mas elevadas de consumo a nivel mundial se
alcanzan en Asia y Europa Central, y las més bajas en el Africa Subsahariana. En
numero, la mayor parte de los fumadores se agrupan en China (63% de varones
fumadores y 4% de mujeres), India (40% de varones fumadores, 3% de mujeres) y la
Federacion Rusa (63% de varones fumadores, 30% de mujeres) debido a su elevado

cr 62
volumen de poblacion .

En Europa, en donde la mayor poblacion de fumadores estd situada en los paises
mediterraneos, se estd produciendo una disminucién paulatina del consumo, con una
mayor prevalencia en los hombres excepto en Suecia, donde el consumo es un poco mas

elevado en las mujeres (Figura 3) .

Alemania Irlanda
Hombres: 36,8 Hombres: 29
Mujeres: 21,5 Mujeres: 28
Austria Italia
Hombres: 42 Hombres: 38
Mujeres: 27 Mujeres: 26

Bélgica Luxemburgo
Hombres: 31 Hombres: 32
Mujeres: 19 Mujeres: 26

Dinamarca  Paises Bajos
Hombres: 37  Hombres: 36
Mujeres: 37 Mujeres: 29

Espafia Portugal
Hombres: 47,2 Hombres: 38
Mujeres: 27,2 Mujeres: 15
Finlandia Reino Unido
Hombres: 27 Hombres: 28
Mujeres: 19 Mujeres: 26
Francia Suecia
Hombres: 40  Haombres: 22
Mujeres: 27 Mujeres: 24
Grecla

Hombres: 46
Mujeres: 28

Figura 3. Porcentaje segun el sexo de fumadores mayores de 15 aiios en los paises de

la UE. 1996. Tomado de Manual de Prevencion y Tratamiento del Tabaquismo, 2003.
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1.3.6.2.- Efectos del tabaco sobre la salud.

El tabaquismo representa el principal problema de salud publica en los paises
desarrollados debido a las consecuencias sanitarias y a los importantes costes sociales y
econdomicos que acarrea, siendo considerada una forma de drogodependencia. El
consumo de tabaco se ha asociado a mas de veinticinco enfermedades y es en la
actualidad uno de los factores de riesgo mas importantes para la salud de la poblacion
espaiola, siendo el causante de mas del 80% de los casos de enfermedad pulmonar
obstructiva cronica (EPOC) y de aproximadamente el 20% de las muertes por
enfermedades coronarias y accidentes cerebrovasculares y del 30% por cancer %,

En 1998 se atribuyeron al tabaco 55.613 muertes en Espaia, lo que supone el 16%
de los fallecimientos en personas de edad igual o superior a 35 anos, sucediendo la
mayoria de ellas en varones. Dos de cada tres fallecimientos se debieron a las
enfermedades mas prevalentes asociadas con el tabaco y anteriormente citadas: cancer
de pulmén (26,5%), EPOC (20,9%), cardiopatia isquémica (12,8%) y enfermedad
cerebrovascular (9,2%), predominando los tumores malignos (40,7%) en los hombres y

las enfermedades cardiovasculares (45,1%) en las mujeres.®*.

En nuestro pais, el cancer de pulmén continua siendo la primera causa de muerte
atribuible al tabaco en el sexo masculino, y en mujeres es, por detrds de la EPOC, la
segunda causa de muerte atribuible habiendo superado a la enfermedad cerebrovascular
5 En 2005 se produjeron en Espafia 16.647 defunciones por cancer de pulmén en
varones y 2.471 en mujeres, lo que representa el 26,6 y el 6,6% de la mortalidad por
tumores, respectivamente °°. Resumiendo las consecuencias del consumo de tabaco,
podriamos decir que la mitad de los fumadores que se inician en el hdbito tabaquico a
edad temprana y lo mantienen de forma regular durante toda su vida, falleceran a
mediana edad por una enfermedad relacionada con el tabaco, perdiendo unos 20 afos de

. 67,68
esperanza de vida °" ™",
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1.3.6.3.- Relacion tabaco y cancer.

En 1914 fue demostrado por primera vez la naturaleza carcindgena de diferentes
hidrocarburos del humo de los cigarrillos ®, si bien ya en el siglo XVIII John Hill

C ey ., r 0, 71
sugirio la relacién entre consumo de tabaco y cancer '’

. En 1923 se postuld que el
tabaco podria ser un factor etiologico principal del carcinoma broncopulmonar ">, En
1928 Lombard y Doering publicaron un informe en donde se apreciaba una mayor tasa
de fumadores entre los pacientes con cancer que entre los controles °, y en 1941 Alton

Ochsner reconoci6 la interrelacion entre el tabaquismo y la incidencia aumentada de
cancer broncopulmonar "%, Mas tarde los trabajos epidemiolégicos de Doll y Hill ",
Wynder y Gram °, y Hammond y Horn "/, permitieron concluir que el tabaco es la
principal causa de cancer de pulmon en los hombres, y fue relacionado como un factor
causal del cancer de laringe y cavidad oral '®. Actualmente son mas de 60.000 los
estudios que relacionan el consumo de tabaco y el cancer. Se calcula que el 75% de los
canceres humanos estan relacionados con la exposicidon a carcinégenos quimicos,
sustancias que, actuando sobre una célula, producen alteraciones especificas cuyo
resultado final es el desarrollo tumoral ”°.

Los carcindgenos se clasifican en directos, capaces por si mismos de causar
lesiones neoplasicas a las dosis apropiadas, e indirectos, que necesitan de una activacion
metabdlica previa para actuar como verdaderos carcindgenos. Dentro de los
carcindgenos indirectos se pueden distinguir los factores promotores, que son sustancias
inactivas por si pero que unidas a otras pueden ser activadoras del proceso; los factores
iniciadores, que son aquellas sustancias capaces de originar alteraciones especificas; y
los cocarcindgenos, sustancias que unidas a los iniciadores pueden desarrollar todo el

proceso. Los factores iniciadores y promotores son responsables del 20-40% de las

, 80
muertes humanas por cancer procedentes del tabaco “.

Al consumir un cigarrillo distinguimos dos tipos de corrientes de humo, una
principal, que es inhalada por el fumador y que contiene un 25% del total, y una
corriente lateral, con el 75% restante, procedente de la combustion pasiva del tabaco
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que pasa al aire ambiente, encontrdndose productos carcindgenos en ambas corrientes
de humo. La fase de particula de la corriente principal contiene los principales
compuestos carcindgenos. Los compuestos nocivos que se encuentran en la corriente

lateral son los responsables de la aparicion de neoplasias en fumadores pasivos *'.

Si bien el principal efecto carcindgeno del tabaco en el organismo ocurre sobre
aquellos tejidos directamente expuestos al humo del cigarrillo, los carcindgenos
presentes en el tabaco ademas de ser inhalados se disuelven en la saliva, pasando a la

circulacion sistémica y elimindndose por la orina.

De las més de 3500 sustancias quimicas diferentes que se han descrito en el humo
del tabaco ¥, mas de 20 son potentes carcindgenos, como los hidrocarburos aromaticos
policiclicos, nitrosaminas y aminas aromaticas, y otras como ciertos derivados del fenol
son promotores de la carcinogénesis . Algunas de estas sustancias act@ian en varios
escalones del proceso canceroso, produciendo alteraciones tanto de los oncogenes como
de los genes supresores tumorales, y dentro de estos ultimos es especialmente relevante

las alteraciones en el gen TP53 *.

El tabaco se ha relacionado con el cancer de pulmon, laringe, orofaringe, eséfago,
estdmago, pancreas, higado, colon-recto, rifién, vejiga, mama, aparato genital y 6rganos

linfaticos 548,

1.3.6.4.- Relacion tabaco y cancer de pulmon.

Numerosos estudios epidemioldgicos han establecido la relacion entre el

, r - 87,88
consumo de tabaco y el cancer de pulmon

. El tabaco es responsable directo de mas
del 90% de los casos de cancer de pulmdn en los varones y del 55-80% de los casos en
las mujeres *, existiendo una clara relacion dosis-respuesta entre el riesgo y el consumo
diario de cigarrillos ®, incrementando el riesgo en los cuatro tipos histologicos
principales de cancer de pulmdn: de células grandes, adenocarcinoma, epidermoide y de

células pequeiias, aunque es mayor en los dos ultimos. En los hombres fumadores el
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riesgo de padecer esta enfermedad es hasta 20 veces mayor que para los no fumadores

79

En Espana, el cancer de pulmon representa la principal causa de muerte por cancer

en varones, provocando 14.000 muertes en el afio 1998 *. Se ha establecido una clara

relacion dosis/respuesta en las siguientes variables relacionadas con el habito tabaquico:

a)

b)

d)

Numero de cigarrillos consumidos: la relacion no es lineal, ya que los fumadores
de 40 cigarrillos/dia tienen un riesgo mas de dos veces superior a los fumadores de

20 cigarrillos/dia.

Duracion del consumo: el riesgo es mayor consumiendo 20 cigarrillos/dia durante

40 afios que fumando 40 cigarrillos/dia durante 20 afos.

Edad de comienzo: El riesgo de los fumadores que comenzaron antes de los 15

afios es 4 veces mayor que aquellos que lo hicieron después de los 25.

Tipo de cigarrillo y grado de inhalacion: el riesgo es mayor en los que inhalan mas
profundamente y consumen cigarrillos con un contenido més alto de nicotina y
alquitranes *°, si bien aquellos fumadores de cigarrillos con un contenido bajo en
nicotina y alquitrdn precisan fumar mas para mantener los niveles de nicotina en

sangre, incrementando de esta manera la exposicion a los carcindgenos del tabaco.

Abandono del tabaquismo: el riesgo disminuye en gran medida tras 10 a 15 afios
de dejar de fumar, aunque nunca llega a igualarse al de un no fumador. El riesgo

. . ’ 91
disminuye mucho mas en fumadores leves y moderados ~.

Es importante incidir en la idea de que no todos los fumadores tienen el mismo

riesgo carcinogénico, puesto que solo 1 de cada 10 fumadores desarrollaran cancer de

pulmén, y hay grandes fumadores que son muy longevos. Por tanto la variacion

interindividual producida por las diferentes susceptibilidades relacionadas con los
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metabolismos de los carcindgenos, la reparacion del DNA o ambos, es importante para

. r 92
el riesgo de desarrollar cancer .

1.3.6.5.- Patologia derivada del tabaquismo pasivo.

El tabaquismo pasivo fue definido en 1986 como la exposicion de no fumadores a
los productos de la combustion del tabaco en espacios cerrados *>. El mayor riesgo se da
en aquellas personas que viven con fumadores, donde fumar esta permitido en el hogar,
en los cuales los niveles séricos de cotina, metabolito de la nicotina, estdn elevados y se
correlacionan con el numero de cigarrillos fumados °*. Tras el tabaquismo activo y el
alcoholismo, representa la tercera causa de muerte evitable en los paises desarrollados
. Numerosos estudios han documentado el riesgo para la salud que supone el

. . 93, 94, 96-98
tabaquismo pasivo 7"

. De las principales enfermedades relacionadas con la
exposicion al humo de tabaco ambiental en poblacion adulta (Tabla 5) destaca el cancer
de pulmon, existiendo estudios que han demostrado un incremento de riesgo de padecer
cancer de pulmén en mujeres no fumadoras de maridos que eran fumadores °°. Este
aumento de riesgo es de cuantia moderada, no pudiendo ser atribuido a los factores de
confusion potencialmente existentes en los diferentes estudios o a errores en la

clasificacion de los pacientes. Un reciente Meta- analisis con estudios realizados en

diferentes continentes ha corroborado esta relacion *°.

Debido a esta causa, cada afio mueren en EE.UU 53.000 personas, en Europa
22.000 y en Espafa la cifra de fallecimientos por la exposicion pasiva al humo del

95
tabaco es cercana a las 5.000 personas .
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Tabla 5. Enfermedades mas frecuentes relacionadas con el tabaquismo pasivo.

v Céncer de pulmén

v Otras neoplasias relacionadas:
Células escamosas de cabeza y cuello, senos maxilares
Carcinoma nasofaringeo
Cancer de cuello uterino
Cancer de vejiga
Céancer de estomago

Neoplasias relacionadas (datos atn insuficiente):
« Cancer de mama.
« Tumores cerebrales

Enfermedades cardiovasculares

Asma bronquial

EPOC

Sintomas respiratorios agudos y cronicos

1.4.- Manifestaciones clinicas.

Los signos y sintomas del céncer de pulmén van a depender tanto de la
localizacion del tumor, como de la extension locorregional, la diseminacion a distancia

y la aparicion de sindromes paraneoplésicos.

1.4.1.- Manifestaciones debidas al tumor

Los tumores que aparecen en la via aérea producen sintomas relacionados con el
crecimiento del tumor. Entre los sintomas mas frecuentes encontramos disnea, tos
persistente, hemoptisis, sibilancias y estridor. Si el tumor obstruye el bronquio puede
aparecer una zona atelectdsica con sobreinfeccion distal en forma de neumonia o

absceso.
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1.4.2.- Manifestaciones debidas a la extension locorregional.

La clinica depende de la estructura afectada (ganglios linfaticos, nervios, pleura-

pared toracica, vascular- cardiaca o visceral)

En tumores apicales aparece el Sindrome de Pancoast con afectacion del plexo
braquial, Sindrome de Horner y dolor en el hombro. Cuando hay afectacion linfatica
mediastinica puede haber compresion de nervios como el frénico, el vago o el
recurrente, con sus correspondientes manifestaciones. El sindrome de vena cava
superior, producido por compresion mediastinica tumoral 6 mas raramente por
trombosis, produce plétora facial y congestion de las venas del cuello y el torso. La
afectacion pleural puede ser directa o por diseminacion linfatica retrégrada apareciendo

el tipico dolor pleuritico y disnea.

El pericardio puede afectarse por invasion directa o por diseminacion metastasica
apareciendo signos de derrame pericardico y en ocasiones taponamiento cardiaco. La
disfagia es un sintoma muy poco frecuente y puede ser debido a infiltracion de la pared

del es6fago por el tumor 6 por paralisis del nervio recurrente.

1.4.3.- Manifestaciones de la enfermedad a distancia.

Un tercio de los pacientes presentan sintomas por afectacion metastasica en el momento
del diagnostico. El carcinoma de células pequenas y los poco diferenciados son los que

con mas frecuencia dan metastasis a distancia.

Los lugares mas frecuentes de metastatizacion son la pleura, el pulmon, el hueso,
el cerebro, el pericardio y el higado. El1 20% de los enfermos, preferentemente aquellos
con carcinoma de células pequefias, presenta metastasis cerebrales durante su evolucion
y estas suelen ser de localizacion frontal. La afectacion hepatica y suprarrenal suelen

indicar un estadio evolucionado de la enfermedad.
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1.4.4.- Sindromes paraneoplasicos.

El céncer de pulmon es el tumor que con mayor frecuencia produce sindromes

paraneoplasicos, siendo el principal responsable el carcinoma de células pequeiias.

La sintomatologia es muy variada y depende del tipo de polipéptido secretado. Asi,
podemos encontrar sindromes endocrinos, neurolégicos, hematologicos, esqueléticos,

cutaneos, etc.., pudiendo ser en ocasiones la primera manifestacion de la enfermedad.

1.5.- Estadificacion y diagndstico.

La clasificacion del cancer de pulmén no microcitico se realiza utilizando la
clasificacion de la International Union Against Cancer (UICC) del 2002. Esta
clasificacion se divide en T, N y M. T evalua el tumor primario, N la afectacion
ganglionar y M la existencia de metéstasis a distancia (Tablas 6 y 7). El cancer de
pulmén microcitico no se clasifica segun la clasificacion TNM de la Union
Internacional contra el Cancer sino que se divide en Enfermedad Limitada y
Enfermedad Diseminada segin la clasificaciéon del grupo de Veteranos Americanos,

siendo la enfermedad Limitada aquella que es incluible en un campo de irradiacion.
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Tabla 6. Clasificacion TNM para el Carcinoma no Microcitico de Pulmon.

Clasificacion de la International Union Against Cancer (UICC), 2002

El tumor primario no se puede valorar o el tumor se ha demostrado a través de la presencia
de células malignas en el esputo o en lavados bronquiales, pero no se ha podido visualizar
por imagenes o endoscopicamente.

No hay evidencia de tumor primario.

Carcinoma in situ.

Tumor de diametro menor o igual a 3 cm, rodeado por pulmoén o pleura visceral, sin evidencia
broncoscopica de invasion mas proxima que el bronquio lobar.

Tumor con cualquiera de las siguientes caracteristicas en tamafio o extension: Mayor de 3 cm
de didmetro méaximo, Invasion del bronquio principal a una distancia a la carina mayor o
ingual a 2 cm, Invasion de la pleura visceral, Asociacion a atelectasia o pneumonitis
obstructiva con extension a la region del hilio, pero sin afectar a la totalidad del pulmoén.

Tumor de cualquier tamafio que invada directamente algiin 6rgano o estructura de los
siguientes: pared toracica, diafragma, pleura mediastinica, pericardio parietal; o tumor del
bronquio principal a una distancia menor de 2 cm de la carina pero sin afectarla; o atelectasia o
pneumonitis asociada que afecte a la totalidad del pulmon.

Tumor de cualquier tamafio que invada directamente algin organo o estructura de los
siguientes: mediastino, corazon, grandes vasos, traquea, esofago, cuerpo vertebral, carina,

nodulo tumoral secundario en el mismo 16bulo; tumor con efusion pleural maligna.

T- Tumor primario

Los ganglios linféticos regionales no se pueden evaluar.

No hay evidencia de metastasis en los ganglios linfaticos regionales

Metastasis en los ganglios hiliares y/o peribronquiales homolaterales, y/o en los ganglios
intrapulmonares, incluyendo la extension directa.

Metastasis en ganglios medistinicos homolaterales y/o subcarinales.

Metastasis en los ganglios mediastinicos y/o hiliares contralaterales, y/o en los escalenos y/o

supraclaviculares homo o contralaterales.

N- Ganglios linfaticos regionales
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Las metastasis a distancia no se pueden valorar.

No hay evidencia de metastasis a distancia.

Metastasis a distancia incluyendo noédulos tumorales separados, situados en 1obulos

diferentes al tumor primario (homo o contralateral)

M- Metastasis a distancia

Tabla 7. Agrupacion por Estadios del Cancer no Microcitico de Pulmon

Carcinoma oculto NO

Estadio 0 i NO

Estadio TA T1 NO

Estadio IB T2 NO

Estadio ITA Tl N1

T3 NO
T2 N1

Estadio IIB

T1,T2 N2
T3 NI,N2

Estadio IITIA

Cualquier T N3

Estadio I1IB .
T4 Cualquier N

Estadio IV Cualquier T Cualquier N

La realizacion de una historia clinica minuciosa y un examen fisico detallado es

fundamental para orientar el diagnéstico clinico.

Las principales exploraciones complementarias utilizadas en el diagnodstico del

tumor primario son:

a) Radiografia de torax.

Suele ser la técnica inicial que hace sospechar el diagnostico. Los signos

radiologicos mas comunes derivan de la afectacion de la via aérea principal,
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apareciendo ensanchamiento hiliar y atelectasia. El tipo histolégico puede ser
intuido en funcion del patrén radiologico: el carcinoma epidermoide suele aparecer
como una masa central de gran tamafio, a menudo cavitada. El adenocarcinoma se
manifiesta frecuentemente como un noédulo o masa de distribucion periférica. El
carcinoma microcitico presenta una localizacion perihiliar en el 80% de los casos y

se asocia a adenopatias mediastinicas.

b) Citologia de esputo.

Tiene una alta rentabilidad en las tumoraciones de localizacion central,
debiéndose analizar un minimo de 4 muestras diferentes para alcanzar la maxima

rentabilidad diagnostica.

¢) Fibrobroncoscopia.

Proporciona el diagnostico especifico en el 70% de los casos, elevandose al
95% en los casos en los que se visualiza la tumoracion. En los tumores periféricos y
en la linfangitis carcinomatosa es adecuado realizar biopsia transbronquial y lavado

broncoalveolar.

d) Puncion pulmonar transparietal.

Es la técnica de eleccion en los nddulos periféricos, en los que con frecuencia
la fibrobroncoscopia 6 el analisis de esputo no aportan el diagndstico, con una

sensibilidad y un valor predictivo positivo superior al 90%.

En cuanto a las pruebas utilizadas en el diagnostico de extension, cabe destacar:

a) Tomografia Axial Computerizada (TAC).

Es la técnica de eleccion para evaluar la tumoracion y su extension

intratoracica, al mostrar lesiones milimétricas indetectables por la radiografia y
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definir las caracteristicas anatomicas del tumor. Igualmente se ha sugerido como

. .y . . 100
screening en poblacion de riesgo para detectar tumores en estadios precoces .

b) Tomografia por emision de positrones ( PET).

Estd indicado en los pacientes candidatos a cirugia para el estudio de
adenopatias mediastinicas, donde la sensibilidad y especificidad de esta técnica es
del 80%, y para el rastreo de posibles metéstasis a distancia no evidenciadas en la

TAC ',

¢) Otras técnicas diagnosticas.

La mediastinoscopia estd indicada para evaluar la afectacion mediastinica
inoperable detectada por la TAC 6 el PET. En el caso de sospecha de afectacion
metastdsica de drganos como higado, hueso, o glandula suprarrenal, la realizacion
de biopsia para confirmar la existencia de invasion tumoral nos puede aportar el
diagnoéstico y el grado de extension de la enfermedad. En el carcinoma de células
pequeiias, dada su capacidad de diseminacion a distancia, el estudio de extension

debe incluir un TAC cerebral y una gammagrafia osea.
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1.6.- Factores Prondsticos.
1.6.1.- Cancer de pulmon no microcitico.

1.6.1.1- Estadios precoces (Estadio I, I1 y III resecable)

El factor prondstico mas importante es el tamafio tumoral y la presencia 6 ausencia

102 ~ .
. La edad mayor a 60 afios y el sexo masculino o la

de diseminacion ganglionar

realizacion de una cirugia distinta a la lobectomia o la neumonectomia también se han
. fogi o 103 . . .

asociado a un peor pronostico . Igualmente la expresidon de mucina se ha asociado a

104-106 . e,
. Una variedad de nuevos factores pronodsticos han

un pronostico desfavorable
aparecido con el aumento de la disponibilidad de sofisticadas pruebas moleculares,
cémo la activacion de Oncogenes ( RAS, MYC, C-ERB B-2, BCL2 ) o la perdida de
genes supresores de tumores ( RB, p53, pl6 ) ' %1% Asi mismo, los pacientes con

. . . , : 108,110, 111
tumores diploides sobreviven mas que aquellos con tumores aneuploides .

1.6.1.2 Estadios avanzados (Estadio III no resecable y estadio 1V)

Los factores pronosticos mas importantes son el estadio antes del tratamiento, el
estado general y la pérdida de peso. Las metastasis medulares y hepaticas se han

asociado como un predictor de corta supervivencia.

1.6.2 Cancer de pulmon microcitico.

El factor pronostico mas importante es el estadio, siendo el prondstico mucho mas

favorable en aquellos pacientes con enfermedad limitada a un hemitérax, lo que s6lo

112

ocurre en un 30-40% de los casos ~. Los valores elevados de LDH al diagnoéstico,

enolasa neuroespecifica, asi como un mal estado general se asocian también a un mal

pronéstico ',
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1.7.- Tratamiento

1.7.1 Cancer de pulmon no microcitico.

El tratamiento a elegir en los pacientes con carcinoma no microcitico de pulmén
depende del estadio inicial de la enfermedad, variando este desde la cirugia en los
estadios iniciales localizados, a la quimioterapia, radioterapia 6 ambas en los estadios

avanzados.

1.7.1.1.- Cirugia.

Es el tratamiento de eleccion en los pacientes con estadios I y II que toleren la
intervencion, con una supervivencia global a los 5 afios entre el 35 y el 80% °. La
lobectomia es preferible a la neumonectomia siempre que la reseccion quirurgica sea
completa, pues las supervivencias son similares y la morbilidad menor con la

118 . . . . s ~
. No se recomiendan resecciones limitadas (reseccidn en cuia,

lobectomia
segmentectomia) pues se acompafian de mas recaidas locorregionales que la

lobectomia.'"”. Ambas técnicas deben acompaiiarse de linfadenectomia mediastinica '*%
121

En el estadio IITA el papel de la cirugia tras la quimioterapia es controvertido, y en
el estadio IIIB por N3 6 por afectacion de estructuras vitales no esta indicada salvo
algunos pacientes en estadio T4 por invasion de la auricula izquierda, donde la cirugia

aumenta la supervivencia a los 5 afios hasta el 22% '°.

En los pacientes con tumores resecables y metastasis cerebral, suprarrenal o

pulmonar tnica, debe valorarse la reseccidon quirirgica de la metéstasis.

1.7.1.2.- Radioterapia.

Existen varias modalidades de tratamiento radioterapico: de modo adyuvante tras

la cirugia si los margenes son positivos o hay afectacion ganglionar N2; directamente
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sobre el tumor primario en Estadios I y II inoperables, IIIA irresecables o I1IB asociados
a quimioterapia; con fines paliativos, para el tratamiento de metdstasis cerebrales,
compresion medular, hemoptisis, sindrome de vena cava superior, dolor Oseo

secundario a metastasis o0seas, etc...

1.7.1.3.- Quimioterapia.

Numerosos estudios randomizados y metanalisis demuestran que el tratamiento
quimioteradpico aumenta la supervivencia y mejora la calidad de vida en el cancer de

. ” 2-130
pulmén metastatico '*

. Igualmente se ha demostrado su beneficio como tratamiento
adyuvante tras la cirugia de tumores resecados en estadio II-IIIA "', De entre los
muchos farmacos empleados en el cancer de pulmon, los mas activos son los derivados
del platino, como el Cisplatino y el Carboplatino. Otros farmacos muy eficaces son los
agentes antimicrotibulos, como el Paclitaxel y el Docetaxel, la Vinorelbina,
Gemcitabina, Pemetrexed, Irinotecan, etc... empleandose en la mayoria de los casos en
asociacion con los derivados del platino en forma de combinaciéon de dos farmacos **
33 Con esta estrategia terapéutica, la mediana de supervivencia en la enfermedad
metastasica es de aproximadamente 10 meses, la supervivencia al afio del 40%, y a los 2

afios del 20% '°.

A los pacientes que no responden al tratamiento inicial y tienen un buen estado
general, debe de ofrecérseles una segunda linea de tratamiento, siendo los farmacos

estandars el Docetaxel y el Pemetrexed ** ',

El descubrimiento de importantes respuestas y mejoras en la supervivencia en
pacientes con mutaciones en el gen del receptor del factor de crecimiento epidérmico '*°
que son tratados con inhibidores de la tyrosin kinasa han permitido la utilizacion de
nuevos agentes terapéuticos como erlotinib o genitinib *’. La utilizacién de vacunas
usando células antdlogas tumorales genéticamente modificadas con factores
estimulantes de colonias, constituyen una nueva opcion terapeutica en pacientes con

NSCLC avanzado quimioresistente >* %,
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Actualmente, las nuevas lineas de investigacion que se estan llevando a cabo en
cancer de pulmén tienen por objetivo personalizar el tratamiento en funcion de las
variables genéticas que presentan los pacientes. Se estan realizando estudios con analisis
gendmico, intentando delimitar cuales son los pacientes que obtienen un mayor
beneficio terapéutico en funcidon de diferentes pardmetros bioldgicos, basados en el

analisis molecular de polimorfismos genéticos.

Se han descubierto marcadores genéticos en ADN de sangre periférica que pueden
ser utiles para predecir la respuesta y supervivencia a combinaciones especificas de
citostaticos (quimioterapia). Mediante el andlisis de la presencia de determinados
polimorfismos en sangre periférica se podria saber la causa de las diferencias en la
respuesta a cada terapia segun el paciente. Con ello se facilitard la eleccion del
tratamiento mas indicado, logrando mejoras en la supervivencia y en la calidad de vida
1% En este sentido recientes estudios han demostrado que polimorfismos en el gen

reparador de tumores ERCC1 modifican la respuesta de los pacientes al tratamiento con

cisplatino '*'.

1.7.2.- Cancer de pulmoén microcitico.

La mediana de supervivencia de los pacientes con carcinoma microcitico de
pulmoén sin tratamiento es de s6lo 6-18 semanas. La adecuada combinacion de la

quimioterapia y radioterapia son la base del tratamiento.
1.7.2.1.- Enfermedad limitada.

La cirugia esta indicada en casos muy seleccionados y el tratamiento se basa en la
administracion de radioterapia tordcica de forma concomitante con regimenes de
quimioterapia basados en Cisplatino y Etopdsido, logrando hasta un 50% de remisiones

143 .. .
142,143 1 4 administracion de

completas y una supervivencia a los 5 afios del 20-25%
radioterapia hiperfraccionada ha conseguido mejores resultados que el fraccionamiento

. .. 144 . .,
convencional pero a costa de una mayor toxicidad . En los pacientes con remisiéon
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completa esta indicada la irradiacion craneal profilactica al disminuir la incidencia de

metastasis cerebrales y aumentar la supervivencia '*> %,

1.7.2.2.- Enfermedad diseminada.

El tratamiento de eleccion es la poliquimioterapia con derivados del platino y
Etoposido, con unas tasas de respuesta global del 60-80% y una mediana de

19719 "En la poblacién japonesa la combinacion del

supervivencia de 7 a 12 meses
platino con CPT-11 fue superior al estandar platino-etoposido, pero no asi en la
poblacion americana, lo cual puede indicar la influencia racial de los diferentes
polimorfismos en el metabolismo de los farmacos empleados en su tratamiento '°, "',
En los pacientes en que se consigue una respuesta completa al tratamiento
quimioterdpico inicial estd también indicada la irradiacién craneal profilactica al

disminuir la incidencia de metastasis cerebrales y aumentar la supervivencia '*.
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2.- Biologia molecular y genética del cancer: Aspectos generales.

El céncer es una enfermedad producida por una serie de cambios en el genoma
resultado de la interaccion entre factores exdgenos y endogenos, cuyo efecto final es la
transformacion de las células normales en cancerigenas. El céncer es, por tanto, una
enfermedad genética. Se denominan carcindgenos a los agentes externos que originan
mutaciones en el genoma. Dada la heterogeneidad de la poblacion, la susceptibilidad al
dafio para una misma exposicion es diferente entre los distintos individuos, jugando un

papel muy importante en esta interaccion la variabilidad genética.

Desde un enfoque bioldgico, las células cancerosas se caracterizan por presentar
un crecimiento incontrolado, perder la diferenciacion y tener capacidad de difundir
invadiendo los tejidos vecinos originando metdstasis. Seis son las alteraciones aceptadas

en la fisiologia celular responsables del fenotipo de la célula cancerosa '>*:

I.- Autosuficiencia en las sefiales de crecimiento.

Las células requieren una serie de sefiales de crecimiento para pasar de la fase
quiescente o GO a la fase G1 del ciclo celular. Estas sefiales, pasan al espacio
intracelular mediante receptores transmembranales y se unen a moléculas sefializadoras,
como los factores de crecimiento difusibles, componentes de matriz extracelular, y
moléculas de adherencia/interaccion célula-célula. En este sentido, las células tumorales
generan sus propias sefiales de crecimiento disminuyendo la dependencia de la
estimulacion exodgena del crecimiento por el microambiente del tejido normal,
rompiendo la homeostasis necesaria para el funcionamiento celular normal dentro de un
tejido. Las células cancerosas adquiririan asi la capacidad de sintetizar factores de
crecimiento que autoestimularian a las mismas, creando una retroalimentacion positiva
en el circulo de sefalizacion, denominada estimulacion autocrina, perdiendo la

. . ’ 153
dependencia exocrina de las células sanas "~.

11.- Insensibilidad a las sefiales inhibitorias del crecimiento.
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En el mantenimiento de la quiescencia celular y la homeostasis tisular participan
multiples sefiales antiproliferativas. Entre ellas debemos incluir factores solubles y otros
existentes en la matriz extracelular. Estas sefiales pueden inhibir el crecimiento
haciendo que las células entren en estado GO del ciclo celular, manteniéndolas en
estados postmitoticos. La mayoria de las proteinas responsables de esta funcion estan
asociadas con el ciclo celular y, a nivel molecular, casi todas las sefales
antiproliferativas implican a la proteina del retinoblastoma (pRb), de manera que,
cuando estd hipofosforilada, bloquea la proliferacion secuestrando la proteina E2F, un
factor de trascripcion que controla genes, como myc, esenciales para la transicion de la
fase G1 a fase S del ciclo celular. La alteracion del gen Rb, libera E2F y favorece la
proliferacion celular. La pérdida de funcion de otros genes supresores de tumores
implicados en el control del ciclo celular como pl5 y pl6, también favorecerian la

adquisicion de esta capacidad por las células tumorales ',
I1I.- Pérdida de la apoptosis o muerte celular programada.

El crecimiento tumoral esta determinado no s6lo por el aumento de la capacidad
de proliferacion de las células tumorales, sino también por la tasa de muerte celular. La
apoptosis representa la fuente principal de ésta muerte, y la resistencia adquirida a la
apoptosis es un distintivo del proceso carcinogénico. La maquinaria apoptotica puede
dividirse en dos tipos de componentes: a) proteinas que actuan como sensores, que
reciben sefiales del interior celular o del medio ambiente extracelular, como los
receptores para IGF e IL-3, que envian sefiales de supervivencia, o Fas y TNF alfa, que
envian sefiales que inducen muerte celular. Estas sefiales acaban en la mitocondria,
donde se procesan las senales proapoptéticas y se induce la liberacion de citocromo C;
este proceso estd regulado por los miembros de la familia de proteinas Bcl-2. La
proteina p53 induce apoptosis regulando la expresion del gen Bax. b) proteinas
efectoras, entre las que se encuentra un conjunto de proteasas intracelulares
denominadas caspasas, que intervienen en la destruccion de las organelas celulares. Las
células tumorales pueden adquirir resistencia a entrar en apoptosis por varios
mecanismos, siendo el mas comun el asociado con la proteina p53 **, pero alteraciones
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en cualquiera de los genes que codifican proteinas implicadas en apoptosis pueden ser

responsables de la aparicion del fenotipo tumoral.

IV.- Capacidad para reproducirse sin limitacion.

Las células poseen un programa intrinseco que permite limitar el nimero de veces
que pueden dividirse y que opera de forma independiente de las senales intra y
extracelulares que regulan la proliferacion celular. De esta manera, para que pueda
expandirse un clon de células tumorales es necesaria la pérdida de esta limitacion.
Cuando las células no tumorales se cultivan “in vitro”, alcanzado un cierto nimero de
divisiones (entre 60 y 70) entran en un proceso de envejecimiento que les conduce a la
muerte; este fendmeno, denominado senescencia, que no se observa en las células
tumorales en cultivo, puede ser revertido mutando los genes Rb y p53. Otro mecanismo
que limita el nimero de veces que pueden dividirse las células, se produce por el
acortamiento de los teldmeros debido a la pérdida de actividad de una enzima
denominada telomerasa. Las células tumorales mantienen la actividad de la telomerasa,
lo que facilita su proliferacion ilimitada. Alteraciones en los genes que codifican estas
proteinas se asocian con el desarrollo del fenotipo tumoral, adquiriendo la capacidad de

multiplicarse ilimitadamente, proceso llamado inmortalizacion '>°.

V.- Angiogénesis sostenida.

Todas las células del organismo necesitan estar a una distancia minima de 100
micras de un capilar sanguineo para sobrevivir (debido a la necesidad de aporte de
oxigeno y nutrientes). La organogénesis se asocia de manera indisoluble con la
angiogénesis, que es resultado de un equilibrio entre estimulos favorables, como es la
produccion de factores solubles como VEGF y FGF1/2, que actuan sobre receptores
tirosinakinasa de las células endoteliales estimulando su proliferacion, y estimulos
negativos como el mediado por la trombospondina-1. Otras proteinas, como las
integrinas, implicadas en la interaccion intercelular y con las células del estroma,

realizan una importante funciéon en el proceso de la vascularizacion. Hoy dia estd
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aceptado que, para que las células tumorales puedan expandirse, es necesario que
controlen los mecanismos de angiogénesis, adquiriendo la capacidad para progresar a un
mayor tamafio "*°, y dicha capacidad la adquieren durante la progresién tumoral como

consecuencia de mutaciones en los genes encargados de regular este proceso.
VI.- Difusion tumoral y metastasis.

Durante su evolucion, la mayoria de los tumores adquieren la capacidad no solo de
invadir los tejidos adyacentes, sino de escapar del tumor primario y colonizar nuevos

sitios.

La invasion tisular y la metastatizacion son procesos extraordinariamente
complejos cuyos determinantes genéticos y bioquimicos permanecen parcialmente
comprendidos, y en los que estan implicados diferentes proteinas que intervienen en la
interaccion con la matriz extracelular, como las integrinas "', la beta-catenina y la E-
cadherina, cuya funcién se pierde en la mayoria de las células tumorales '>*, y proteasas
degradadoras de la matriz extracelular como las metaloproteasas cuya alteracion
favorece la diseminacion tumoral y sus inhibidores '**'°'. Alteraciones en los genes que
codifican estas proteinas favorecen el crecimiento de la masa tumoral y la aparicion de

metastasis.

Existen igualmente factores de crecimiento y motilidad que juegan un papel muy
importante en los mecanismos de migracion a varios niveles de la cascada metastasica,
actuando de manera autocrina o paracrina mediante la utilizacion de receptores

r : ~ . . . sr 162,163
especificos que median sefiales como la tirosin-fosforilacion = °.

En resumen, el céncer es el resultado de la acumulacion de alteraciones en genes
que codifican proteinas involucradas tanto en el control de los mecanismos de
proliferacion y diferenciacion celular, como en la interaccion entre diferentes tipos

celulares y con proteinas de la matriz extracelular.
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3.- Biologia molecular y genética del cancer de pulmodn.
3.1.- Protooncogenes en cancer de pulmon.

3.1.1.- Genes de la familia de los receptores del factor de crecimiento.

Los productos de los protoncogenes incluyen varios receptores de la familia de los
factores de crecimiento, como el EGFR '*°, ERBB2, KIT y MET. Muchos de estos
factores son expresados tanto por las células tumorales como por las células adyacentes
normales, produciendo de este modo una estimulacidn autocrina y paracrina del

crecimiento (figura 4).

Figura 4. Fuente: Cancer: Principles and practice of Oncology, 6th Edition,
edited by Vincent T. De Vita, Jr Samuel Hellman, Steven A. Rosenberg.
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La expresion aumentada de EGFR 1 codificada por el gen ERBB1 es mas
frecuente en el NSCLC que en el SCLC y se puede asociar al estadio y diferenciacion
tumoral. La expresion aumentada de EGFR y sus ligandos, especialmente el factor de
crecimiento trasformador alfa (TGF-alfa), por las células tumorales indican la presencia
de un factor autocrino estimulante de crecimiento. La expresion aumentada de EGFR
ocurre en el 70% de los NSCLC y la expresion aumentada de EGFR y TGF-alfa en un
38% '**. Clinicamente, el aumento de expresion de este factor autocrino estimulante -
TGF-alfa - no tiene impacto en la supervivencia global en los estadios iniciales, y
parece que juega un papel en la formacion del tumor mas que en la progresion tumoral
¢4 ERBB2 (HER2/neu) esta sobre expresado en mas de un tercio de los NSCLC,
especialmente en los adenocarcinomas, relaciondndose con una mayor

.. . . . . 165
qulmlorre51sten01a ¥y una menor supervivencia .

KIT y su ligando, el factor de “stem cell” (SCF) se hallan expresados en un gran
porcentaje de SCLCs, facilitando un mayor crecimiento tumoral y una mayor
quimiosensibilidad. MET y su ligando, el factor de crecimiento de los hepatocitos
(HGF), estd involucrado en el desarrollo pulmonar durante la etapa fetal, y su co-
expresion se ha observado en la muchos NSCLCs, asociandose la presencia de niveles

elevados de HGF con un peor prondstico en pacientes con NSCLCs resecables '*°.

Aparte de los productos de los protooncogenes, otros factores estimulantes del
crecimiento han sido identificados en el cancer de pulmon, siendo el péptido liberador
de gastrina (GRP) el mejor conocido, pudiendo representar en el futuro una buena diana
terapeutica a la luz de los resultados de ensayos con Ac anti-GRP en pacientes tratados

de SCLC '®.
3.1.2.- Genes de la familia RAS.

Los genes de la familia RAS (KRAS, HRAS, y NRAS) pueden ser activados por
mutaciones situadas en los codones 12, 13, o 61, y un miembro de esta familia esta

mutado en aproximadamente el 20-30% de los NSCLC (particularmente los
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adenocarcinomas) pero probablemente nunca en el SCLC ', KRAS participa en el
90% de las mutaciones en RAS en los adenocarcinomas de pulmdn, afectando el 85%
de las mutaciones al codon 12. Habitualmente el 70% de las mutaciones de KRAS son
transversiones de G a T, con la sustitucion de una glicina (GGT) por una cistena (TGT)
o una valina (GTT). Similares transversiones de G por T afectan al gen p53 en el cancer
de pulmon y representan el tipo de dafio al DNA producido por los aductos causados
por los hidrocarburos policiclicos y nitrosaminas del humo del tabaco. Este tipo de dafio
también estd apoyado por la relacion entre las mutaciones en KRAS y el consumo de

tabaco.

La presencia de mutaciones en KRAS son una sefial de mal prondstico tanto en
. 168 . .
estadios tempranos como avanzados del NSCLC ™, si bien los datos al respecto son

SR 169
algo conflictivos

. No obstante, un metanalisis realizado sobre ocho estudios que
recogia 217 pacientes con NSCLC y mutaciones en KRAS sugirieron que los portadores

<7 ’ ] 170
de la mutacion tenian un peor prondstico '’°.

Un estudio prospectivo ha mostrado que ni la quimiosensibilidad ni la
supervivencia se correlacionan con mutaciones en KRAS en adenocarcinomas de
pulmén avanzados "', Otros genes de la familia RAS, como el protoncogen RAF1, no
se han encontrado mutados en cancer de pulmon, si bien moléculas por debajo de RAF1
en la cascada de transducion celular, como MEKK, MEK, y la proteinkinasa
(MAPK/ERK), pueden estar ocasionalmente relacionadas con el proceso de

72 El gen PPP2RIB, que codifica la isoforma beta de la

carcinogénesis pulmonar
proteinfosfatasa 2* (PP2A), la cual regula la cascada RAS/MAPK, se encuentra

. . . r 173
igualmente mutada en muy pocas ocasiones en el cancer de pulmén ™.

3.2.- Genes supresores en cancer de pulmon: El gen TP53

El gen TP53 desempefia un papel fundamental en el desarrollo tumoral, pues se

. 174
encuentra mutado en aproximadamente el 50% de estos tumores .
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Recibe este nombre porque codifica la proteina p53, fosfoproteina nuclear de 53
KDa, que actiia sobre genes que codifican proteinas que regulan el ciclo celular, de
forma que, en situaciones de dafio al DNA, detiene el ciclo celular hasta que el DNA es
reparado o hasta la muerte celular, evitando la proliferacion de células mutadas ', Esta
proteina funciona regulando la trascripcion y modulando el ciclo celular en los puntos
de control G1/S y G2/M, permitiendo detener el crecimiento celular y reparar el DNA 6
activando la apoptosis si el dafio es irreparable. La proteina p53 induce la detencion del
ciclo celular en multiples puntos mediante la induccidon de p2l, inhibidor de la
progresion del ciclo, y la inhibicion catalitica de PCNA, proteina promotora de la
replicacion del DNA "* 7% Asi mismo, induce la trascripcion de las proteinas
encargadas de la reparacion del DNA. La inactivacion de la proteina se realiza por
fosforilacion dependiente de kinasas, su exclusion nuclear por mecanismos
desconocidos y la formacion de complejos con la proteina MDM-2, codificada por un

proto-oncogén inducible por la proteina p53 .

La mutacioén de una copia del gen TP53 y la delecion/inactivacion del otro alelo
origina la perdida de la funcion de la proteina p53. La mutacion origina una proteina

con cambio de conformacién, una vida media mas larga y una funcion desordenada '’

El gen TP53 estd constituido por 393 codones distribuidos en 11 exones que
ocupan cerca de 20 kb en el brazo corto del cromosoma 17(Figura 5). En el 13% de los
tumores las mutaciones se localizan en los codones 175, 248 y 273, que tienen un alto

. 178
contenido en CG " '°.

TP53 (0 P53) es el gen supresor de tumores mds frecuentemente mutado en cancer
de pulmon (figura 6), estando presente su mutacion en aproximadamente el 90% de los

. . " r : re: 179, 180
carcinomas microciticos de pulmoén y el 50% de los no microciticos "

. La mayoria
de las mutaciones ocurren entre los exones 5 y 8 de p53, que corresponden con la region

conservada filogenéticamente.
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Figura 5. Organizacion del gen TP53. Los exones (E) estin numerados

progresivamente en la barra principal y los intrones (I) se magnifican como flechas.

Dentro del carcinoma no microcitico, las alteraciones de p53 ocurren con mas
frecuencia en el carcinoma escamocelular (51.2%) y el carcinoma de célula grande

(53.7%) que en el adenocarcinoma (38.8%) '*

. Las mutaciones en p53 se correlacionan
con el consumo de tabaco y la mayoria son por transversiones de G por T por accion de
los carcinégenos del tabaco, asi como por la formacion de aductos en puntos

. .. .y : 181
mutacionales conflictivos del p53 por accion de los benzoapirenos
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Figura 6. Frecuencia de mutaciones de p53 en los tumores mas frecuentes.
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Aproximadamente el 15% de los pacientes con cancer de pulmon desarrollan Ac
frente a la proteina del p53, incrementando la posibilidad de que la expresion aumentada
de la proteina p53 mutada pueda producir una respuesta inmune humoral. Si bien los Ac

182

anti p53 han sido propuestos como marcadores de diagndstico temprano y de

183

respuesta a la quimioterapia ~, el desarrollo de estos Ac no parece mejorar el

s 184
pronostico de la enfermedad .

Se han realizado ensayos clinicos de terapia génica con resultados prometedores,
obteniendo tasas de respuestas objetivas de aproximadamente un 10-15%. En ellos se
administran inyecciones intratumorales del gen p53 normal utilizando como vectores
retrovirus '*> o adenovirus '*, y se estdn combinando con Quimio y radioterapia para
comprobar si la terapia génica incrementa la sensibilidad de los tratamientos

convencionales.

Mutaciones en otros genes supresores de tumores como pl6, PTEN, FHIT, RAR-

beta, etc... también han sido implicados en la patogénesis del cancer de pulmén °.
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3.3.- Mutaciones en el gen TPS3

La inactivacion del gen TP53 puede ocurrir por mutacion, pérdida alélica,
secuestro de la proteina mediante unidn con productos virales, como las proteinas del
adenovirus E1b y la proteina E6 del virus del papiloma humano, o por interacciéon con
la proteina MDM2. Cuando la proteina p53 esta inactivada, disminuyen los niveles de
p21, lo que favorece que la proteina del retinoblastoma esté¢ fosforilado y la célula
pueda avanzar en el ciclo celular. Se han identificado aproximadamente 10.000
mutaciones del gen TP53 en tumores humanos '*’. La cuarta parte de estas mutaciones
son sustituciones en pares de bases G:C. El 87% de las mutaciones caracterizadas se
encuentran en los exones 5-8 y el 8% en el exdn 4. Las mutaciones en la region central
del gen suelen ser del tipo “missense” —por cambio de sentido-, mientras que las que se
producen en las regiones amino y carboxilo terminal, mucho menos frecuentes, suelen
ser del tipo “nonsense” —producen un cododn sin sentido-, mutaciones que cambian la

fase de lectura, mutaciones en las secuencias de procesamiento o mutaciones silenciosas
188
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Figura 7. Localizacion y frecuencia de mutaciones en p53.
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Las mutaciones por cambio de sentido (“missense”) pueden no sélo producir
pérdida de la funcion supresora de tumores, sino favorecer funciones oncogénicas al

modificar la expresion de genes que estan controlados por este factor de trascripcion, lo

189, 190

que se denomina efecto de ganancia de funcion . La ganancia de funcion se

consigue estimulando factores de crecimiento o receptores de factores de crecimiento,

136 D
y el factor de crecimiento

como el receptor del factor de crecimiento epidérmico
vascular endotelial (VEGF). Otros genes que pueden aumentar su expresion cuando p53

estd mutado son c-myc, c-fos, 1l-6, isoformas de mdm2, MDR, etc 175,

393
Y - A
Exon 2-4 Exon 3-8 Exon 9-11
4,2% 88% 7.8%
S B

_"‘-\V/’_

Missesense mutations

Mutaciones en p53

Figura 8. Principales localizaciones de las mutaciones Missesense en el gen p53.

Existen diferencias en el espectro mutacional de p53 entre distintas etnias,

posiblemente debido a la exposicion a carcindgenos especificos o a caracteristicas

cr 191,192
heredadas por una poblacion 7.

Estudio de los polimorfismos de genes reparadores en poblacion fumadora con y sin cincer de pulmon

44



Universidad de Salamanca Capitulo 1. INTRODUCCION

3.4.- Genes reparadores del DNA

El genoma humano, al igual que otros genomas, codifica informacion para
proteger su propia integridad. Las enzimas reparadoras de DNA supervisan
continuamente los cromosomas para corregir los dafios en residuos de nucleotidos
generados por la exposicidon a carcindgenos o a compuestos citotoxicos. Este dafio es
una consecuencia parcial del efecto de factores ambientales como la radiacion
ultravioleta solar, la inhalacién del humo de cigarrillo o algunos factores aun no bien
establecidos de la dieta. Sin embargo, una gran proporcion de las alteraciones en el
DNA son una causa inevitable de mutagenos endégenos como el agua oxigenada, las
moléculas de oxigeno reactivas y ciertos metabolitos que actuian como agentes
alquilantes. Estos dafios en general causan una desestabilizacion en el DNA incluso en
células que no proliferan. La inestabilidad genémica causada por la gran variedad de
agentes toxicos representaria un problema mayor para las células y los organismos en el

caso de que no existieran los mecanismos de reparacion del DNA.

Hasta el momento se han descrito mas de 150 genes implicados en la reparacion
de DNA humanos ' y han sido identificados un gran numero de polimorfismos (SNPs)

Ly 194, 195
en genes de reparacion de DNA

. La asociacion entre los defectos en la reparacion
del DNA y el cancer fue establecida en 1968 '*® al demostrarse que el Xeroderma
Pigmentosum (XP) es causado por una deficiente mecanismo de reparacion por escision
de nucleétidos (NER). Durante mas de un cuarto de siglo, tras este descubrimiento, se
pensé que solo unos pocos sindromes raros como el de Ataxia telangiectasia, el XP o el
sindrome de Cockaine se asociaban con estos defectos en la reparacion del DNA 7.

Actualmente se estan identificando continuamente polimorfismos en genes reparadores

del DNA que tienen un papel principal en la carcinogénesis esporadica.

En mamiferos, las células han desarrollado en general cuatro mecanismos de
reparacion que incluyen mas de 80 genes diferentes, que poseen una actividad directa en
la reparacion del dafio en el DNA. Estos cuatro mecanismos junto con los genes claves

de reconocimiento de dafio en el DNA se relacionan con los genes de control del ciclo
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celular para retrasar la replicacion y la division celular hasta que el nivel de dafio en el

DNA sea reducido.

.- MMR( mismatch repair pathway) incluye por lo menos 6 genes y corrige
principalmente nucleétidos que han sido erroneamente incorporados y que se generan
durante la replicacion del DNA primordialmente por la via de recombinacidon no
homologa. Sin embargo, su papel en la reparacion de dafios causados por exposicion es
limitada. Si estas lesiones no son reparadas se generan estructuras aberrantes —
generalmente bases Unicas o en tandem que llegan a ser extrahelicas debido al mal
alineamiento de las cadenas del DNA, causando incrementos o disminuciones
hereditarias en la longitud de una determinada secuencia repetitiva. En genes de
expresion, estos dafios resultan en cambios en la fase de lectura y en la sintesis de

proteinas inactivas y truncadas.

El reconocimiento de pequefios lazos generados por la insercion o pérdida de
nucleétidos al igual que por las incorporaciones errdéneas de bases (A:X) es realizado
por un complejo denominado MUTSa, un heterodimero de MSH2 y MSH6. Otro
heterodimero MUTSP, que comprende el 10% del MSH2 celular y MSH3 ',
igualmente reconoce la formacion de estas estructuras aunque tiene una mayor afinidad
por estructuras mas complejas como inserciones-pérdidas de 2-4 pares de bases. Un
cierto grado de redundancia funcional entre los heterodimeros MUTSa y MUTSP
asegura que la correccion de todos los errores de replicacion se inicie eficientemente a
pesar de que la mayoria de ellos sean reconocidos por MUTSa. Aunque el mecanismo
de reconocimiento y reparacion MMR no esta totalmente descrito, varios complejos
proteicos que intervienen en este proceso han sido identificados, como MLH1, PMS2 y
MLH3, que forman igualmente dos heterodimeros, MutLo y MutLB. Estos son
reclutados al sitio de reparacion tras interactuar con MSH2 y bajo la union de ATP y/o
hidrolisis. Adicionalmente otras proteinas implicadas en los subsecuentes pasos han
sido identificadas: PCNA (proliferating cell nuclear antigen) actiia como enlace entre el

complejo de MMR y la DNA polimerasa en la orquilla de replicacion, posiblemente
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facilitando el reconocimiento y reparacion de la nueva cadena. RFC (replication factor
C) es un factor necesario para la unidon de PCNA al DNA. Las exonucleasas
EXOI/HEXI, FENI y las DNA polimerasas 0 y € interactian con MSH2 dirigiendo la
escision de las secuencias erroneas. Finalmente la resintesis de la nueva cadena parece
resultar tras la accion concertada de la DNA polimerasad y posiblemente de otras DNA
polimerasas sensibles a la afidicolina. Las DNA ligasas que finalizan el mecanismo de

reparacion de MMR no han sido identificadas hasta el momento (Figura2).

IL.- El mecanismo de reparacion por escision de bases (BER) implica 25 genes que
procesan bases alteradas, pérdidas de bases y otros dafios en su mayoria causados por
radicales libres. La hidrdlisis espontanea de residuos nucledtidos ocurre con bastante
frecuencia a 37°C, generando oxigeno reactivo y pequeilas moléculas intracelulares
como la s-adenosilmetionina que causan lesiones en el DNA '*°. En general, lesiones en
el DNA causadas por agentes endogenos son mayormente reparadas por esta ruta. Este
proceso de reparacion se inicia cuando una clase especifica de enzima reparadora de
DNA-DNA glicosilasa reconoce una base que ha sido alterada quimicamente o que es
inapropiada. La especificidad de substrato de cada una de las glicosilasas humanas acttia
como indicador del dafio causado (Tabla 8). Asi, la uracil DNA-glicosilasa reconoce
especificamente uracilo como la base incorrecta en el DNA y cataliza la hidrolisis del
enlace N-glicosil que une la base y la estructura deoxiribosa-fosfato del DNA, dejando

el sitio libre para la incorporacion de la base correcta.
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Tabla 8. DNA Glicosilasas humanas y su especificidad enzimatica

(Modificado de Lindhal & Wood,1999) '*°.

Tamafio Localizaciéon Base alterada removida
(vesiduos de amino4cidos) | cromosomica del gen del DNA

UNG 313 12923-q24 U y 5-hidroxiuracilo

U o T opuesto a G,
TDG 410 12g24.1 o
etenocitosina

U( preferiblemente de DNA

hSMUGI 270 12q13.1-q14 ..
de cadena tnica)

U o T opuesto a G en
MBD4 580 3921 i
secuencias CpG

8-0x0 G opuesto a C,
hOGG1 345 3p25 e
formamidopirimidina

MYH 521 1p32.1-p34.3 A opuesto a 8-oxo G

Timina glicol, citosina glicol,
16p13.2-p13.3 dihidrouracilo,
formamidopirimidina

16p (cerca al 3-Me¢A, ctenoadenina,

teldémero) hipoxantina.

Las DNA glicosilasas humanas poseen un dominio catalitico de hasta 250 residuos
de amino 4acidos y utilizan una regiéon terminal NH, o COOH que permiten
interacciones adicionales con la cadena complementaria. La DNA glicosilasa permanece
entonces anclada al sitio de dafio hasta ser desplazada por la endonucleasa APE1(o
HAPI), que tiene una mayor afinidad por los sitios abasicos. Esta estrategia protege los
residuos abasicos de la transformacion de la deoxiribosa en un aldehido reactivo que
podria causar entrecruzamiento ademas de otros efectos nocivos en el DNA. La uniéon
de APE1 al DNA induce la interaccién de esta proteina con la siguiente enzima en el

proceso de BER, POL f, y recluta la polimerasa al sitio de reparacion (Figura 9). POL 3
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posee dos dominios que le confieren funciones diferentes: un dominio polimerasa y un
pequenio dominio terminal NH, que posee actividad AP liasa y que sustrae el residuo de
azucar-fosfato abésico. POL [ ademas interactia con el complejo heterodimero de
XRCCI1-DNA ligasa III. XRCC1 actua como proteina estabilizadora permitiendo la
unién de la polimerasa y la ligasa al sitio de reparacion. En ciertos casos en los que el
residuo terminal de azicar fosfato es estructuralmente mas complejo, se establece una
ruta alternativa de reparacion; la polimerasa POL & actta incorporando los nucledtidos
faltantes. La nucleasa FEN1 remueve la region desplazada, evitando la formacion de
bucles durante la subsecuente sintesis de DNA y la proteina PCNA estimula estas
reacciones estabilizando las diferentes proteinas al igual que XRCC1 lo hace en la ruta
convencional. Otro factor de replicacion, la DNA ligasal (LIGI), finaliza entonces esta

ruta alternativa de reparacion (Fig. 9).

=
A BT T g 11 o 3 4 ] =
F:m
B - S
. =] .
= i.l I I I | | I I I ::,
S,
- ..'-r
B TODG iy
= * r s E
£ P | I 1 I 1 I I | [~
e
S o~ RS
g. | 1 I I I _?,
= GPpC e
: e ore.
e e | T Ry
: CpG :
SR T R i e R e )
GPpC e
POL &
R
xRCel ey
F =1 I | T T 7 | | —=
GPCme
RO
o LMSS
- =] .
& ST T T 0 -
= 5
[~ =

Figura 9. Mecanismo de reparacion por escision de bases (BER) '
II1.- Las lesiones por ruptura de doble cadena (DBS) son probablemente las mas

nocivas para la célula; surgen tras la accion de agentes exdgenos como la radiacion
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ionizante, ciertas drogas quimioterdpicas, agentes endogenos como moléculas de
oxigeno reactivas, y el estrés mecanico en los cromosomas. Estas lesiones son
igualmente ocasionadas cuando las horquillas de replicacion del DNA encuentran
rupturas en una cadena o en el extremo terminal de los cromosomas debido a un
metabolismo defectuoso de los telomeros. Una vez el dafio en el DNA es detectado, el
ciclo celular se detiene y se inicia la formacion de complejos de ciertos factores de
reparacion, entre ellos la proteina quinasa ATM, que controla los reguladores del ciclo
celular. Otros factores adicionales estan representados por BRCA1 y BRCA2 que se
encuentran mutados en el 15-20% de los canceres de mama familiares y cuya funcién
reside en la coordinacion de la maquinaria de precombinacion homologa. Existe otro
factor XRCC3 (de la familia de proteinas de RADS51) relacionado con polimorfismos
asociados a un incremento en el riesgo de melanoma maligno y cancer de vejiga **.
Existen dos mecanismos de reparacion de rupturas de doble cadena, nonhomologous
end joining (NHEJ) y recombinacion homologa (HRR), que incluyen mas de 20 genes
que codifican las proteinas de RADS50-55, RAD57, y RAD59, MRE11, XRCC2,
XRCC3 y XRS2, que reparan las rupturas de cadena producidas directamente por la
exposicion a radiacion ionizante IR o indirectamente por reparacion incompleta de otros

dafios.

Durante la precombinacion homéloga pueden desarrollarse tres tipos diferentes

de reparacion:

- En la conversién génica los extremos de DNA son cortados en direccion 5°-3” por las

nucleasas. Los extremos 3" de unica cadena resultantes invaden la doble hélice de una
molécula homologa y sin dafo de DNA (localizado en una cromatida hermana, un
cromosoma homologo o en una posicidon ectopica) y copian las secuencias de esta por
la accion de la DNA polimerasa. Esta interaccion entre cadenas resulta en una
conformacion estructural particular (Holliday junctions) que permite, la separacion

final de las dos moléculas de DNA intactas (Figura 10 a).
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- Single strand annealing ocurre cuando secuencias repetitivas directas (de minimo 30
pb) flanquean los dos extremos del DNA provocando la perdida de secuencia en el
DNA por alineacion de una sola cadena (Figura 10a).

- En algunas ocasiones solo un extremo de una lesion de doble cadena (DSB) es capaz
de realizar precombinacion homoéloga, tal es el caso de los cromosomas haploides o
hemicigotos de diploides G1 que no poseen un cromosoma homoélogo. En estos casos
se produce una replicacion que induce ruptura (break-induced replication) (Figura
10c) en donde secuencias cercanas al lado proximal del centrémero del sitio de DSB
son capaces de encontrar secuencias homologas en algun otro lugar del genoma y

crear una translocacion no reciproca.
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Figura 10. Mecanismos alternativos de reparacion

por recombinacién homéloga de BSD >

Estudio de los polimorfismos de genes reparadores en poblacion fumadora con y sin cincer de pulmon

51



Universidad de Salamanca Capitulo 1. INTRODUCCION

La recombinaciéon no homdloga (Non homologous end joining, NHEJ) por el
contrario, no requiere homologias en los extremos terminales del DNA. Incluso en
algunas ocasiones la union de los dos extremos se produce simplemente tras una
degradacion limitada de las secuencias terminales **>. Durante NHEJ el heterodimero de
uniéon de extremos terminales de DNA de las proteinas Ku70 y Ku80 activa la
subunidad catalitica (DN A-PKcs) de la proteina quinasa dependiente de DNA (DNA-
PK) estabilizando su unién con el DNA. Gracias a su conformacion estructural DNA-
PK forma un anillo con tres aberturas que permite el paso de cadenas simples de DNA
facilitando una alineacion previa a la ligacion. El proceso concluye tras la ligacion de

los extremos por accion de la DNA ligasa IV/Xrcc4 (Figura 11).
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Figura 11. Mecanismos de recombinacién no homéloga de BSD *"

IV.- El mecanismo de reparacion por escision de nucleétidos (NER) incluye mas de
35 genes y remueve lesiones inducidas por UV y aductos de DNA asociados a
exposiciones a quimicos que distorsionan las hélices de DNA e interfieren en la unién
normal de bases, pudiendo bloquear la replicacion y trascripcion normales. Existen dos
mecanismos de reparacion NER, uno general GG- NER que escanea el genoma entero y
depende del complejo de reparacion XPC-hHR23B, y otro sistema de reparacion

durante la trascripcion TCR (transcription coupled repair) que reconoce dafios que
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bloquean la actividad de la RNA polimerasa II en sitios transcripcionalmente activos.

La tabla 9 muestra los factores implicados en NER, sus funciones, subunidades y sus

respectivos homologos en levadura y en murinos.

Tabla 9. Factores enzimdticos implicados en NER. Modificado de Hoeijmakers *

Nombre

Funcion en NER

Funcion
adicional

Nombre

Tamaifio
proteina(aa)

Mutante
murino

Homologo
S.cervisiae

Observaciones

Sensor de dafio.
Factor de
reclutamiento de

reparacion

Solo en GG-NER.
No en TC-NER

HHR23B
HHR23A

940

Rad4

Rad23
Rad23

Afinidad por DNA
con dafio
Estimula actividad
XPC in vitro

Puede sustituir
hHR23B in vitro

Cataliza formacion
del complejo a
abertura sobre la
lesion. Facilita
ensamblaje
complejo de

reparacion

Trascripcion basal
RNA Pol I
Regulacion ciclo

celular

Funcion adicional
NER-no
especifica en
TCR

XPB
XPD
P34
P44
P62
P52
Mat1

Cdk7
Ciclina H

Rad25/SSL2
Rad3
TFB4
SSL1
TFB1
TFB2
TFB3

Kin28
CCL1

3’-5'helicasa

5’-3helicasa
unién a DNA?
unién a DNA?

Subcomplejo CAK
Subcomplejo CAK
Subcomplejo CAK

Se une a DNA
dafado. Facilita
ensamblaje
de complejo de

reparacion

Afinidad por DNA
lesionado de cadena

Gnica

Estabiliza apertura
del complejo de
DNA. Localiza

nucleasas

Replicacion

recombinacion

Unién ssDNA
Unién ssDNA

Cataliza incision 3.
Estabiliza complejo

de apertura

Actividad
adicional no-NER
especifica en
TCR(;)

Miembro de familia
nucleasas de
estructura
especifica FEN-1

Cataliza incision 5

Reparacion de
entrecruzamiento
entre cadenas.
recombinacion via
single-strand

annealing

Endonucleasa de

estructura-

especifica

Estudio de los polimorfismos de genes reparadores en poblacion fumadora con y sin cincer de pulmon

53



Universidad de Salamanca Capitulo 1. INTRODUCCION

En un primer paso de reconocimiento del dafio en el DNA interviene la proteina
XPC, al igual que XPA y un complejo de tres proteinas conocidas colectivamente como
proteina de replicacion A (RPA). XPC forma un complejo de iniciacién junto con
HHRAD?23 e induce el reclutamiento y la posterior union del resto de proteinas al DNA.
Una tercera proteina denominada centrin2/caltracinl presente en el centrémero de
varios organismos ha sido recientemente identificada como estabilizadora del complejo
XPC/HHRAD?23 **. El ensamblaje de la maquinaria de reparacion restante, incluye el
factor de trascripcion TFIIH constituido por 6 subunidades que facilitan parcialmente la
apertura de las cadenas de DNA. Dos de sus subunidades, XPB y XPD, poseen
actividad ATPasa y helicasa dependiente de DNA. XPB desenvuelve el DNA en
direccion 3’-5y XPD lo hace en la direccion contraria. Las endonucleasas (XPG,
ERCC1-XPG) cortan las uniones aberrantes en las cadenas de DNA a una distancia
aproximada de 30 nucledtidos y segliin la polaridad; XPG tiene el sitio de corte 3’,
mientras que ¢l heterodimero ERCCI1-XPF lo hace en el sitio 5°. El fragmento es
sustituido entonces por las DNA polimerasas & o € y las proteinas de repara racion
PCNA, RPA y RFC. RF-C se une preferiblemente al extremo 3" del primer de DNA y
facilita la union de PCNA que forma una estructura anillada y homotrimérica que puede
desplazarse a lo largo del DNA. Este complejo permite la union de las polimerasas Pold
y Pole que, formando holoenzimas con los cofactores, pueden replicar los fragmentos de
una sola cadena de DNA. Finalmente la DNA ligasa I se encarga de la union del

extremo 5° del nuevo fragmento sintetizado con la secuencia original (Figura 12).
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Figura 12. Mecanismo general de reparacién por escision de nucledtidos NER. **
El mecanismo de reparacion de las regiones transcripcionalmente activas (TCR)
no ha sido bien descrito hasta el momento, sin embargo es claro que el reconocimiento

del dafio esta caracterizado por una detencion en el complejo transcripcional de la RNA
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polimerasa II y el reclutamiento de ciertas proteinas como CSA y CSB. Igualmente
interactiian los complejos de helicasas de TFIIH y XPG *”°. Mutaciones que inactivan
los genes que codifican estas dos proteinas (CSA y CSB) producen una enfermedad

hereditaria conocida como el sindrome Cockayne caracterizada por una alta

fotosensibilidad (Figura 13) *%.

a  Maquinaria de
trascripcion WU R

Reclutamiento de otras protdnas Reclutamiento de protdnas BER

NER y reparacin de DNA(TCN@)’ )eparacbn de DNA

Figura 13. Mecanismo de reparacion de las regiones activas transcripcionalmente (TCR) en NER *".

Defectos en el mecanismo de reparacion NER suponen fotosensibilidad extrema y
predisposicion al cancer de piel observado en el fenotipo prototipo de un sindrome de

reparacion como es Xeroderma pigmentosum (XP).
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4.- Polimorfismos del DNA.

Menos del 10% del total del genoma humano engloba al DNA “funcional”,
constituido por genes y regiones implicadas en la regulacion transcripcional, asi como

en mantener la estructura e integridad cromosémica **.

Alrededor del 15% del genoma humano es moderada a altamente repetitivo,
dividiéndose en funcion de como se agrupen las unidades de repeticion, en “DNA
repetitivo” cuando las unidades de repeticion individuales estan dispersas aisladamente,

o en “DNA satélite” cuando las unidades estan reunidas en grupos.

Un locus polimorfo se define como aquél cuyos alelos o variantes son tales que la
variante mas comun entre ellos ocurre con menos del 99% de frecuencia en la poblacion
total. Entre los polimorfismos se incluyen los SNP (single nucleotide polymorphism) y
los STR (short tandem repeat) los cuales nos permiten realizar estudios en los que se

intenta asociar con determinados fenotipos.

Polimorfismo de nucledtido tnico (SNP): Es la forma mas simple de

polimorfismo y se origina como resultado de la mutacion de una sola base. Inicialmente
se denomind polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion debido a que su
estudio se realizo utilizando enzimas de restriccion que localizaban puntos concretos
donde el cambio de una sola base producia variantes en los tamafios de los fragmentos

208
generados.” .

Los SNPs constituyen la variacion genética humana mds importante,
produciéndose con una densidad promedio de 1/1000 nucledtidos de un genotipo,

pudiendo encontrarse con un promedio de cada 0.3-1 kilobase (kb) en el genoma *%.

Aquellos SNPs que se originan en regiones codificantes, al producir variantes
aminoacidas, afectan con mayor probabilidad al fenotipo, estimandose que
aproximadamente el 20% de los SNPs humanos originan una proteina variante. El
genotipo humano es portador de aproximadamente 103 de estos SNPs que juntos causan
una importante variacion del fenotipo.>'.
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Repeticiones en tandem de namero variable (variable number of tandem repeats,

VNTR) o sencillas ( simple tandem repeats, STR): También denominados minisatélites

y microsatélites. Se producen como resultado de una insercion o delecion de una
seccion del DNA. Los VNTR presentan patrones de repeticion de varios cientos de

pares de bases (bp) y los STR de 2-4 bp con una frecuencia de cada 3-10 kb.

Polimorfismos de grandes inserciones/deleciones™’: Se producen con un
promedio de 3 kb. Los segmentos resultantes de este polimorfismo presentan dos
secuencias de 120-150 bp de longitud, separadas por un segmento rico en adeninas,

produciendo grandes diferencias en los fragmentos resultantes de la amplificacion.

Los polimorfismos bialélicos, que se originan habitualmente de un SNP originan
tres genotipos diferentes: El homocigoto de alelo comun, el heterocigoto, y el
homocigoto de alelo raro. Por el contrario, los STR producen muchos genotipos, los
cuales se agrupan para simplificar el analisis. La alta tasa de mutaciones en los STR
seguramente lleva a asociaciones mas débiles a menos que el polimorfismo se localice

en una region codificante.

Tabla 10. Clasificacion del DNA repetitivo *".

. Minisatélite Minisatélite ,
Satélite . . . Microsatélites
(telomérico) (hipervariable)

Otro

nombre

VNTRs STRs

Tamafio 500-1000 bp ttaggg (humanos) 6-50 bp 1-5bp

Expansion
total

100-10.000 kb 10-15 kb 100 bp — 20 kb 10-100 bp

... | Heterocromatin Todos los La mayoria en regiones L
Localizaciéon . . . Ubicuitamente
a centromerica telémeros teloméricas

. Probablemente | Protege el final del Raros ejemplos de Tono fino de la
uncion ) . . S
ninguna cromosoma expresion desconocida | expresion génica
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4.1.- Significado bioldgico.

El estudio de polimorfismos permite definir, en el caso del céncer, perfiles
gendmicos asociados con la susceptibilidad a desarrollar ciertos tumores. No s6lo eso,
sino que permitird predecir la respuesta a los farmacos facilitando el acceso a un
tratamiento cada vez mas individualizado. También sirven, en el caso de los
microsatélites, como marcadores genéticos para identificar genes relacionados a
enfermedad por estudios de asociacion familiar, si bien la informacién serd menor que
la proporcionada por los polimorfismos multialélicos de longitud de secuencia sencilla,
al tener Unicamente dos alelos, problema que puede ser compensado por la mejor
automatizacion de los SNPs debido a una mayor densidad de estos. El mapeo de
extensas colecciones de SNPs podria servirnos para realizar estudios genéticos a gran

escala en humanos.

4.2.- Polimorfismos del gen TPS3.

En el gen TP53 se han descrito varios polimorfismos; entre los mas frecuentes

podemos citar:

- Intrén 1. Se ha descrito un polimorfismo que crea un sitio Bgl-11 (5-A*GATCT-3%*).
Como consecuencia del cambio de un residuo adenina en la posicién 8.545 por una
timidina, complementandose con la presencia, en algunos alelos, de una timidina en

lugar de la habitual citosina en la posicion 8550 ',

- Intréon 3. Se ha encontrado una insercion e 16 bp en el nucledtido 11.951 de la
secuencia de la TP53 (figura 14), correspondiente a la repeticion exacta de 16 bp. La
secuencia repetida se encuentra entre dos motivos idénticos de 8 bp (5'-
GGGCTGGG -37) también encontrado al final de la repeticion de 16 bp y puede ser el
responsable de la generacion de la repeticion por error de apareamiento durante la

sintesis de DNA. En realidad son secuencias alternas repetidas.
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nt11.943 nt11.990
gggctggg+gacctgga-gggcetggg+gacctgga-gggetggg-gggctggg-gggetg1g-gacctgg
insercion

Figura 14. Polimorfismo bialélico en el intron 3.

- Exo6n 4 (codon 47). Este infrecuente polimorfismo reemplaza a la Prolina (CCG) con
una Serina (TCG) en el codén 47 del exén 4 de TP53, perdiéndose el lugar de corte
de Nci-1 (5’-CC*C/GGG-3"). Debido a su rareza, no se han determinado ain sus

. . 212
consecuencias sobre el fenotipo “ .

- Ex6n 4 (codon 72). En 1987, Matlashewski y cols, observan que algunas células
humanas transformadas (SV-80, Raji y lineas celulares linfoblastoides) contenian dos
proteinas p53 distintas, y que las diferentes formas no eran debidas a glicosilacion o

213 Iy
. La secuenciacion del

variacion en la cantidad de fosforilacion del polipéptido
cDNA del gen p53 *'* mostré una diferencia de una sola base entre estos clones que
resultaba de un cambio no conservador, un residuo Arginina en p53 de fibroblastos
humanos normales reemplazado por un residuo Prolina en p53 de fibroblastos
humanos transformados por SV-40 (SV-80). La G en el nucledtido 347 genera un
codon que codifica Arginina (CGC) en el residuo aminoacido 72. La C en el
nucleétido 347 da lugar a un codon que codifica Prolina (CCC) en el residuo

aminodacido 72 (pérdida de un sitio BstU-1: 5-CG*CG-3).

- Intrén 6. Se ha encontrado una substitucion de una base en el intron 6 producida por
la substitucion de un residuo de guanina en la posicion 13.494 (a 61 bp 3’del exon 6)
por una adenina *"° originando la perdida de un sitio de restriccion Msp-1 (5'-

C*CGG-3").

- Intrén 6. Se ha identificado una transversion de G a C en la base 13.964 en mujeres
con cancer de mama y ovario, relacionandolo en un principio con un polimorfismo de
significado no claro. Actualmente se ha asociado dicha mutacién a actividad

funcional en cancer de mama no asociado a genes de susceptibilidad (BRCA1/2) en el
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7.1% versus 0% en cancer de mama esporadico

Cfo-1 que es destruido por la mutacion.

216

. El alelo comun contiene un sitio

Tabla 11. Polimorfismos caracterizados en regiones intronicas del gen TP53.

Nucleotido

Tipo

Cambio

Autor

Intrén 1

8545

Puntual

T>A

Willems (1992)

Intrén 1

8703

Insercion

(AAAAT)n

Futreal (1991)

Intrén 1

Hae III RFLP

Tto (1994)

Intrén 2

38 pb 3’ ex6n 2

Puntual

G>C

Pleasants (1994)

Intrén 3

11951

Insercion

+16 pb

Lazar (1993)

Intron 6

61 pb 3’ ex6n 6

Puntual

A>G

Chumakov (1991)

Intron 7

20 pb 3’ ex6n 7

Puntual

>G

Prosser (1991)

Intrén 9

12 pb 3’ ex6n 9

Puntual

T>C

Graziani (1999)

Tabla 12. Polimorfismos caracterizados en regiones codificantes del gen TP53.

Tipo Inicio

Cambio

Frecuencia

Autor

Puntual GAC

Silente ?

Ahuja (1990)

Puntual CCG

Silente

Felix (1994)

Puntual CCG

Pro>Ser

Felley-Bosco
(1993)

Puntual

Arg>Pro

Matlashewski
(1987)

Puntual

Silente

Carbone (1994)
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4.2.1.- Relacion del polimorfismo en el codon 72 de pS53 con el cancer

de pulmon.

El tabaquismo es un factor de riesgo fundamental para el cancer de pulmén. No
obstante, dado que solo una pequefia proporciéon de los fumadores desarrollan la
enfermedad, otros factores, incluida la susceptibilidad genética, deben ser importantes

. ., . , .50
en la determinacion del riesgo del cancer de pulmén .

El codoén 72 del exon 4 codifica dos tipos de alelos, arginina (CGC) o prolina
(CCC). Este polimorfismo se ha asociado con una mayor susceptibilidad para

desarrollar cancer de pulmén. Sin embargo, no todos los estudios han sido consistentes,

y esta hipotética asociacion continua siendo controvertida '***!".

La mayoria de los estudios epidemiolégicos han sido de casos-controles,

mostrando un incremento del riesgo de padecer cancer de pulmon tanto para el gendtipo

194, 218-224

homocigoto prolina como para el genotipo heterocigoto arginina/prolina '**

2 225

2y un efecto protector del genotipo homocigoto Arginina **°. Igualmente se han

publicado estudios en los que no se ha demostrado un incremento del riesgo de
desarrollar cancer de pulmon con dichas variantes genotipicas > % 22622,

Algunos estudios indican que el polimorfismo en el codon 72 incrementa el riesgo
de desarrollar determinados subtipos histolégicos del carcinoma no microcitico de

pulmén, especialmente la variedad adenocarcinoma '** %',

Este polimorfismo se ha visto asociado a una mayor respuesta al tratamiento

quimioterdpico con platinos en paciente con carcinoma no microcitico de pulmon.
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4.2.3.- Relacion del polimorfismo en el intron 3 de p53 con el cancer de

pulmon.

Este polimorfismo consiste en la repeticion unica de 16 nucledtidos en el intron 3
de p53. Fue descrito por primera vez en 1993 en la poblacion caucésica, observandose

un 28% de heterocigosidad en los 82 pacientes estudiados **°.

Dos estudios han examinado la asociacion entre el polimorfismo en el intrén 3 y el
riesgo de cancer de pulmén. En uno de ellos no se detecto una asociacion significativa
entre este polimorfismo y el riesgo de cancer de pulmén **°; OR 1.24 (95% CI
0.37+4.20) para la variante alela homocigota y 0.74 (95% CI 0.46+1.18) para los
potadores. En otro estudio se observo un incremento del riesgo de cancer de pulmon
para los homocigotos (OR ajustada 2.37, 95% CI 0.76+7.39) y para los portadores de
los genotipos con el alelo variante (1.77, 95% CI 1.24+2.52) en la raza caucésica y
hispano-americanos. Esta asociacion no se observo en la raza afroamericana *'. La OR
comun para la variante alela homocigota y los genotipos portadores fue 1.50 (95% CI
0.76+£2.97) y 1.11 (95% CI 0.53+£2.35) respectivamente. Un posterior meta-analisis
publicado en 2003 combinando estos estudios mostrd una OR de cancer de pulmén de
1.50 (95% CI1 0.76-2.97) y 1.11 (95% CI 0.53-2.35) para el genotipo homocigoético y la

variante alélica 22,

4.3.- Polimorfismos en los genes reparadores de tumores XRCC1 y

ERCC1 y relacion con el cancer de pulmon.

El humo del tabaco contiene miles de sustancias quimicas que modifican
quimicamente el DNA * y permiten el desarrollo de mutaciones. La capacidad para
reparar el DNA dafiado por los carcinégenos activados parece ser uno de los principales
factores que pueden influenciar en el cancer de pulmoén, y una menor capacidad para

233-237

reparadora se ha asociado con un mayor riesgo de cancer de pulmoéon . Estos

estudios sugieren que una menor capacidad de actuacion en varios mecanismos de
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reparacion del DNA predisponen individualmente al cancer de pulmén. Se han
identificado un gran nimero de polimorfismos (SNPs) en genes de reparacion de DNA
195:238 105 polimorfismos en los genes de reparacion del DNA se pueden asociar con
diferencias en la reparacion del DNA dafiado, pudiendo influir en el riesgo individual de
cancer de pulmoén debido a que la variante genotipica en ese polimorfismo puede

destruir o alterar la funcion reparadora.

ERCC1 y XRCC1 juegan un importante papel en el proceso de reparacion de
escision de nucledtidos. El hecho de que polimorfismos en estos genes reparadores
disminuyen la capacidad para la reparacion del dafio causado al DNA por el tabaco
queda reflejado en trabajos que demuestran que polimorfismos en ERCC1 y en XRCC1
pueden modificar el riesgo de cancer de pulmon en funcion del numero de paquetes/afio

239-242
fumados .

El gen XRCCI expresa una proteina involucrada en la adecuada reparacion de los
puentes de unidén en el DNA producidos por la exposicion a radiaciones ionizantes y
agentes alquilantes. Esta proteina interactua con la DNA ligasa III, DNA polimerasa
beta, APE, polinucledtido kinasa y poil(ADP-ribosa) polimerasa, participando en la via
de reparacion por escision de bases. Puede jugar un papel en el procesamiento del DNA
en las células germinales. El gen de XRCCl1 se localiza en el cromosomal9ql13.2. Esta
formado por 17 exones y codifica una proteina de 633 aminoacidos. Los polimorfismos
de nucledtido tinico (SNP) mas ampliamente estudiado son Arg280His localizado en el
exon 9, Arg399Gin localizado en el exén 10 y Arg194Trp localizado en el ex6n 6 y que

es el polimorfismo estudiado en nuestro trabajo doctoral.

Se han encontrado asociaciones entre polimorfismos en XRCC1 y mutaciones en
el gen p53 que pudieran explicar el papel de XRCC1 en el dafio al DNA inducido por el

. , s 243
tabaco en pacientes con cancer de pulmon ~.

La region codificante de ERCCI tiene una longitud de 1.1 kb y comprende 10

exones. Este gen se localiza en 19q13.2-q13.3. Se han identificado polimorfismos en 3
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de los exones de ERCCI, todos los cuales resultan en mutaciones silentes '°°, no

observandose sustituciones de aminoacidos entre los polimorfismos de ERCC1 ***.
Desde hace ya mas de una década es bien sabido que el mecanismo de reparacion
por escision de nucledtidos estd involucrado en la resistencia a la quimioterapia en
ciertos tipos de tumores, incluyendo las sales de platino. En 2006, Olaussen et al.
publicaron que la ausencia de evidencia inmunohistoquimica de la proteina ERCCI1 en
los tumores se asociaba a un beneficio en la supervivencia en los carcinomas no
microciticos de pulmén tratados con quimioterapia basada en cisplatino '*'. ERCCI es
una proteina altamente conservada esencial para la vida. Si bien es solo una de las
multiples proteinas implicadas en la reparacion por escision de nucledtidos, juega un
papel limitante de funcion. Forma un complejo con otra proteina, XPF, y el
heterodimero realiza el tltimo de los pasos iniciales en la via de reparacion por escision
de nucledtidos — la escision del extremo 5° de la hebra de DNA en el lugar del DNA
dafiado. La expresion de ERCC1 estd influenciada por complejos factores, incluyendo

polimorfismos y uniones alternativas.
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2.- HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Estudio de los polimorfismos de genes reparadores en poblacion fumadora con y sin cincer de pulmon

66



Universidad de Salamanca Capitulo 2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1.- HIPOTESIS

El cancer de pulmodn representa uno de los problemas de salud mas importantes,
ya que es la causa de muerte de la mayoria de los enfermos que lo desarrollan, y la
supervivencia a los 5 afios continua siendo menor del 10%. Encabeza la lista de los
tumores mas frecuentes en el varon y la tendencia en las mujeres es a igualarse con la de
los hombres, habiendo superado al cdncer de mama en algunos paises desarrollados. Asi
pues, nos encontramos ante el cancer mas importante, tanto en términos de incidencia
como en lo que respecta a agresividad y letalidad. El tabaquismo es una causa
fundamental del cancer de pulmon. No obstante, dado que solo una pequeia proporcion
de los fumadores desarrollan la enfermedad, otros factores, incluida la susceptibilidad

genética, deben ser importantes en la determinacion del riesgo del cancer de pulmon .

El gen supresor de tumores p53 se encuentra mutado en muchos tipos de
carcinomas humanos. Ademas se ha descrito un polimorfismo en el codén 72 del exon

4, que codifica dos tipos de alelos, o arginina o prolina **

. Este polimorfismo se ha
asociado con una mayor susceptibilidad para desarrollar cdncer. Sin embargo, no todos
los estudios han sido consistentes, y esta hipotética asociacidon continua siendo

194, 217

controvertida . Igualmente se han descrito polimorfismos en el intrén 3 de p53 que

pueden predisponer a una mayor susceptibilidad para desarrollar cancer >,

El humo del tabaco induce dafio al DNA y una menor capacidad para reparar el
DNA se ha asociado con un mayor riesgo de cancer de pulmén. ERCC1 y XRCCl1
juegan un importante papel en el proceso de reparacion de excision de nucleotidos. Una
baja expresion de mRNA de ERCCI1 y XRCCI se ha asociado con un mayor riesgo para

padecer cancer. Para comprobar la hipotesis de que la diferente capacidad de reparacion
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del DNA determinada por alteraciones genéticas puede variar la susceptibilidad al
riesgo de padecer cancer de pulmdén, se han realizado multiples estudios

epidemiologicos caso-control.
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2.- OBJETIVOS

2.1.- Objetivo principal

En este trabajo pretendemos determinar si existe un mayor riesgo de desarrollar
cancer de pulmon en funcion de las diferentes variantes del polimorfismo del codon 72
del gen TP53, el Intréon 3 de TP53, A19886G(Thr75) de XRCCl y Argl94Trp de
ERCCI.

2.2.- Objetivos secundarios

1) Describir las caracteristicas clinicas de la muestra.

2) Determinar la influencia de los factores de riesgo en el desarrollo de céncer de

pulmoén

3) Comparar la distribucion de variables genéticas y no genéticas entre casos y

controles.

4) Estudiar la relacion entre las frecuencias alélicas y las frecuencias genotipicas de

los diferentes grupos (equilibrio de Hardy y Weinberg).
5) Analisis de las distribuciones alélicas (frecuencias).
6) Analisis de la asociacion entre la enfermedad y todos los polimorfismos a la vez.
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3.- MATERIAL Y METODOS
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1.- CONTROLES.

Se han analizado 306 muestras de sangre periférica. De ellas, 151 han sido
obtenidas de varones mayores de 65 anos de edad y fumadores de mas de 20
cigarrillos/dia durante al menos 20 afios, que no han padecido ningtn tipo de cancer a lo
largo de su vida. Las otras 155 han sido obtenidas de personas fumadoras menores de

65 afios de edad, que tampoco han padecido ningun tipo de cancer a lo largo de su vida.

2.- PACIENTES.

Se han estudiado los genotipos de un total de 164 muestras de sangre periférica de

pacientes con Céancer de pulmoén.

Se mantuvo la confidencialidad de los datos personales y géneticos respetando en
todo momento los principios éticos basicos de la investigacion con muestras biologicas
y lo establecido por la legislacion aplicable (Ley Organica 15/1999 de 13 de diciembre,
de Proteccion de Datos, Ley 41/2002 de Autonomia del Paciente y Sanitaria y Ley
14/1986, General de Sanidad).

Se cumplieron los principios éticos de investigacion recogidos en la declaracion
de Helsinki y en el informe Belmont asi como los contenidos en la Declaracion
Universal de la Unesco referentes al genoma humano. De igual manera se dio
cumplimiento a la Ley Organica para la Regulacion del Tratamiento Automatizado de
Datos de Personal. El presente proyecto de investigacion contd con la aprobacion por
parte del Comité de Investigacion del Hospital Clinico de Salamanca, asi como de la

comision de Etica del mismo.

3.- EXTRACCION Y PURIFICACION DEL DNA.

3.1.- Sangre periférica.

Obtencidn de células nucleadas: El estudio se llevo a cabo a partir de muestras de
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sangre periférica obtenidas por venopuncion. Las muestras se conservaron a 4 °C hasta
su procesamiento. Las células nucleadas de la sangre se aislaron mediante
centrifugacion repetida y lisis eritrocitaria con solucion hipotdnica (centrifugacion de la
sangre total en ddH20O durante 30 minutos, a 580 g, a temperatura ambiente). Tras la
recuperacion de la interfase creada y lisis de los hematies contaminantes con agua
destilada, se lavaron las células mononucleadas en tampon Fornace y se precipitaron
mediante centrifugacion a 580 g durante 20 minutos. El botdn celular asi obtenido se

utiliz6 para la extraccion del DNA de manera idéntica a lo descrito para el tumor.

3.2. Aislamiento del DNA de alto peso molecular.

El boton de células nucleadas de la sangre se resuspendieron en tampon Fornace
(0.25M Sacarosa; 50mM Tris-HCl pH7.5; 25mM KCl; 5SmM MgCl2) a una
concentracion estimada de 5x106 células/ml., tras lo cudl se afiadi6 EDTA (4&cido
etilendiamino-tetraacético, concentracion final 10 mM), SDS (Sodium Dodecyl Sulfate,
concentracion final 1%) y Proteinasa K (Boehringer Mannheim, concentracion final 50
pg/ml). La mezcla se incubd a 55 °C durante 8 - 16 horas. Tras la incubacion, la
solucion que contiene el DNA se mezcld con medio volumen de fenol redestilado
(Appligene, U.S.A.) y medio volumen de la mezcla Cloroformo/Alcohol isoamilico
(CIAA 24:1 v/v). Tras una centrifugacion a 580 g durante 10 minutos a temperatura
ambiente, se recuperd la fase acuosa sobrenadante conteniendo el DNA en solucion, y
se afiadio un volumen igual de CIAA con el fin de retirar restos proteicos y fenol y, tras
mezclarlos hasta su homogeneizacion, se sometid a una nueva centrifugacion en
condiciones idénticas, recuperando nuevamente la fase acuosa. Posteriormente, la fase
acuosa se transfirid a tubos Corex® estériles y el DNA de ésta solucion final se
precipitd mediante la adicion de 2.5 voliimenes de etanol absoluto frio (-20 °C). EI DNA
se transfirid a un eppendorf, se lavo con etanol al 70% con una breve centrifugacion a
16,000 rpm, y se dejo evaporar el etanol residual, para disolver finalmente el DNA en

100 pl de agua bidestilada (ddH20) estéril.

La concentracion y el grado de contaminacion proteica del DNA asi obtenido se
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calculo tras medir su absorbancia a 260 y 280 nm respectivamente, en un

espectrofotometro (GeneQuant, Pharmacia) por medio de la siguiente formula:

ug de DNA/ml = (D.O., ) x (factor de dilucion) x (50)

(Nota: 50 es un factor de correccion introducido ya que una unidad de densidad optica con

una luz incidente de 260 nm es el valor de absorbancia que tienen 50 ug de DNA/ml).

El cociente D.O.,4/D.O.,, se utiliza para determinar el grado de contaminacion

proteica, considerando como valores adecuados un cociente entre 1.65 y 2.0. Valores
inferiores a los sefalados indican contaminacidn por proteinas o por solventes
organicos, realizdndose en éstos casos una nueva purificacion del DNA. Valores
superiores parecen indicar un exceso de RNA, el cudl se elimind tratando la solucion de

DNA con RNAsa y purificando nuevamente segiin el método antes descrito.

La muestra de DNA con una concentraciéon aproximada entre 1,000 y 1,500
pg/ml, se almacend en tubos eppendorf a -20 °C, con el fin de evitar tanto la

degradacion progresiva del DNA como su posible contaminacion por microorganismos.

4.- ESTUDIO DEL POLIMORFISMO DEL CODON 72 DEL GEN P53.

Las endonucleasas de restriccion reconocen secuencias especificas de DNA y lo
escinden en ese punto. Las digestiones con enzimas de restriccién se llevaron a cabo
incubando el producto de PCR con 1 pl de la endonucleasa de restriccion BST Ul a la
temperatura adecuada para la actividad de esa enzima en particular, utilizando como
tampon de digestion el especifico para cada endonucleasa o un tampdn preparado en
nuestro laboratorio (Tris 100 mM pH 7,5; NaCl 50 mM; MgCl2 10 mM; espermidina 10

mM; B-mercapto-etanol 1 mM).

Para excluir contaminacion cruzada, todos los experimentos fueron realizados en

ambientes especialmente disefiados para PCR y siempre incluyendo controles negativos.
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Los fragmentos obtenidos tras la digestion del DNA fueron separados mediante
electroforesis en geles de agarosa. En todos los geles se incluyd un marcador de tamafio.
Para monitorizar la migracién del DNA en el gel, se incluyeron dos colorantes en el

tampon de carga: azul de bromofenol y xileno-cianol.

Tras la electroforesis, el DNA se visualizo tifiiendo el gel con bromuro de etidio
(0,5 pg/ml) y se realiz6 una foto con una camara digital Kodak DC-40 bajo iluminacion

ultravioleta, usando el programa Kodak Digital Science ID.

« Amplificacion del codon 72 de TP53:

« Condiciones (protocolo de amplificacion)

- (94°C 30 s, 62°C 1 min, 70°C 1 min)X 30, 70°C 10 min.

« Secuencias de oligonucle6tidos
- Oligonucledtido de sentido: 5'-TGC CGT TCC CCC TGA CAT CT-3'
- Oligonucledtido anti-sentido: 5'-CTG ACC GTG CAA GTC ACA GA-3'

Se realiz6 mediante amplificacion por PCR del codon 72 y subsecuente digestion
de los productos de PCR con BstU-I. Cien nanogramos de DNA fueron amplificados en
un volumen de 50 pl con el compuesto PCR Supermix, 1.5 mM de MgCl2, 20 mM de
cada nucledtido trifosfato, 200 ng de cada oligonucleotido cebador y 1 U de Taq

polimerasa.

El producto de PCR tiene un tamafio de 298 bp. Después, 17 pl de dicho producto
de PCR se digirieron con 10 U de la endonucleasa de restriccion BstU-I (sitio de

reconocimiento: 5'...CG*CG...3") y 2 ul del Buffer recomendado, a 60 °C por 4 h.

Se realiz6 la electroforesis en un gel de agarosa al 1.5% conteniendo bromuro de
etidio, visualizdndose después mediante luz ultravioleta. Si existia un sitio de corte
BstU-I (alelo Arginina) se observaban dos bandas, de 169 bp y de 129 bp. Genotipos

posibles:
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« Un fragmento de 298 bp: Genotipo A2/A2
« Dos fragmentos de 169 bp y 129 bp: Genotipo A1/Al
« Tres fragmentos de 298 bp, 169 bp y 129 bp: Genotipo A1/A2

=

190 b5~ o o B By o
129 bp—

Fig. 15. Estudio del polimorfismo en el codon 72 del gen TP53.
Se observan los tres genotipos posibles, homocigoto Prolina (carril 1),

homocigoto Arginina (carriles 2,3,4) y heterocigoto (35,6).

5.- ESTUDIO DEL POLIMORFISMO DEL INTRON 3 DEL GEN P53,
Argl194Trp DEL GEN XRCC1, y A19886G(Thr75) DEL GEN ERCCI1.

En el estudio del polimorfismo del Intrén 3 del gen P53 hemos realizado la

discriminacion alélica mediante la técnica DHPLC.

En el estudio de los polimorfismos de los genes XRCC1 y ERCCI hemos

realizado la discriminacidn alélica mediante PCR con sondas Tagman (Tabla 13).
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Tabla 13. Técnica de discriminacion alélica en los polimorfismos de XRCC1 y ERCCI

MECANISMO DE TECNICA DE
z POLIMORFISMO . z
REPARACION DISCRIMINACION ALELICA

Sondas Tagman

BER Argl94Try (C>T
glo4Try (1) C 622564 10

Sondas Tagman

A19886G(Thr75) C 2532959

Int3 Ins16pb DHPLC

En la PCR con sondas Tagman los procesos de amplificacion y deteccion se
producen de manera simultdnea en el mismo vial cerrado, sin necesidad de ninguna
accion posterior. Ademas, mediante deteccion por fluorescencia se puede medir durante
la amplificacion la cantidad de ADN sintetizado en cada momento, ya que la emision de
fluorescencia producida en la reaccion es proporcional a la cantidad de ADN formado.
Esto permite conocer y registrar en todo momento la cinética de la reaccion de
amplificacion. Los termocicladores para llevar a cabo la PCR con sondas Tagman
incorporan un lector de fluorescencia y estan disefiados para poder medir, en cualquier
momento, la fluorescencia emitida en cada uno de los viales donde se realice la
amplificacion. Los sistemas de deteccion por fluorescencia empleados en la PCR con
sondas Tagman pueden ser de dos tipos: agentes intercalantes y sondas especificas

marcadas con fluorocromos.

Para la discriminacion alélica nosotros hemos empleado sondas especificas
marcadas con fluorocromos: Un donador en el extremo 5°, que emite fluorescencia al
ser excitado y un aceptor en el extremo 3’°, que absorbe la fluorescencia liberada por el
donador. Para que esto ocurra, las moléculas donadora y aceptora deben estar
espacialmente proximas. Ademas, el espectro de emision de la primera se ha de solapar
con el espectro de absorcion de la segunda. En todos nuestros ensayos de

discriminacion alélica mediante PCR con sondas Taqman los fluorocromos empleados

fueron VIC y FAM.

Estudio de los polimorfismos de genes reparadores en poblacion fumadora con y sin cincer de pulmon

76



Universidad de Salamanca Capitulo 3. MATERIAL Y METODOS

Mientras la sonda esté intacta, la fluorescencia emitida por el donador es absorbida
por el aceptor. Sin embargo, durante la amplificacion del ADN diana, la sonda se
hibrida con su cadena complementaria. Al desplazarse a lo largo de la cadena, en su
accion de sintesis, la ADN polimerasa de Thermus aquaticus, que tiene actividad 5’
exonucleasa, hidroliza el extremo libre 5’ de la sonda, produciéndose la liberacion del
fluorocromo donador. Como donador y aceptor estdn, espacialmente alejados, la

fluorescencia emitida por el primero es captada por el lector (Figura 16).

El incremento de ADN en cada ciclo se corresponde con un aumento de
hibridacion de las sondas, lo que conlleva un aumento en la misma proporcion de
fluorescencia emitida. El empleo de estas sondas garantiza la especificidad de la

deteccion y permite identificar polimorfismos o mutaciones puntuales.

Nuestro estudio se realizd en un termociclador de Applied Biosystems que
dispone de varios canales de lectura y permite detectar la emision de distintos
fluorocromos a la vez. De esa manera, se pueden usar varias sondas marcadas con
distintos fluorocromos, para identificar los diferentes alelos descritos en cada uno de los

genes estudiados. (Figura 17)
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Figura 16. Mecanismo de la PCR con sondas Tagman.
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Figura 17. Discriminacion alélica mediante PCR con sondas Tagman

6. - METODOLOGIA

En el andlisis de las variables no genéticas estudiadas en el grupo de pacientes con

cancer de pulmon hemos estudiado las siguientes asociaciones:

. Relaciones entre factores de riesgo. Entendiendo por factores de riesgo las variables
demograficas y ambientales que presumiblemente pueden influir en que un pacientes

desarrolle o no el cancer. Se ven las relaciones dos a dos entre estos factores para
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comprobar la “calidad” de la muestra: habra variables que deban estar relacionadas y

otras en cambio que no deban estarlo.

« Relaciones de los factores de riesgo con las caracteristicas del cancer. Por cada una
de las caracteristicas del cancer vemos su relacion con cada uno de los factores de

riesgo.

- Relaciones de los factores de riesgo con el tratamiento. Por cada una de las variables
que describen el tratamiento que ha tenido el paciente vemos su relacion con cada

uno de los factores de riesgo.

« Respuesta. Vemos como influyen estos grupos de variables en la respuesta de los

pacientes.

En el analisis de las variables no genéticas estudiadas en el grupo de pacientes
fumadores sin cancer de pulmén (grupo control) hemos estudiado las siguientes

asociaciones:

. Relaciones entre factores de riesgo. Entendiendo por factores de riesgo las variables
demograficas y ambientales que, presumiblemente pueden influir en que un pacientes
desarrolle o no el cancer. Vemos las relaciones que existen entre estas variables de

dos en dos en cada uno de los grupos control por separado.

. Diferencias entre las dos muestras control. Comparamos las variables que se recogen

en las dos muestras control.

« Diferencias entre el control y la muestra de casos. Dividimos estas diferencias en tres

grupos:

- Grupo control con 65 afios o mas. Se comparan con los casos de cancer de
pulmén con edades en ese intervalo.

- Grupo control con menos de 65 afnos. Se comparan con los casos de cancer de
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pulmén con edades en ese intervalo.
- En general. Se comparan con todos los casos de cancer de pulmon.

« Influencia de los factores de riesgo en desarrollar o no cancer de pulmon.

7.- ESTUDIO DE ASOCIACION GENETICA
7.1.- Equilibrio de Hardy Weinberg.

La ley de equilibrio de Hardy y Weinberg es un modelo que predice la relacion
que debe existir entre frecuencias alélicas y frecuencias genotipicas en una poblacion de

caracteristicas ideales, que debiera cumplir los siguientes supuestos:

a. La poblacion debe ser grande y estable, preferiblemente de tamafio infinito.
b. No hay una muy marcada accion de la seleccion.

c. Lapoblacion debe ser panmictica, lo cual significa que el apareamiento de los
individuos dentro de la poblacion ocurre al azar (la probabilidad de cruzamiento

con cualquier pareja potencial debe ser idéntica).

d. No debe existir mutacion.

En estas circunstancias, para un locus dialélico, con dos alelos A y a, que en una
poblacion y una generacion dadas muestran unas frecuencias génicas de p para el alelo
A y de q para el alelo a y donde p + q = 1, los gametos que se produzcan en ambos
sexos portaran estos alelos con las mismas frecuencias y formaran cigotos con los

diferentes genotipos en las siguientes frecuencias:
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Tabla 14.

| Espermatozoides |

A (p) a(q)

Ovulos

Los genotipos resultantes apareceran por tanto en la nueva generacion con las

proporciones siguientes:

Tabla 15

Frecuencia

2

p

El método mas sencillo para comprobar la existencia de equilibrio Hardy-Weinberg se

2
basa en el test x?, 2= ZM, donde O; son los individuos observados y E; son
E

los individuos esperados que portan el genotipo i. El nimero de grados de libertad se
calcula como el nimero de genotipos menos el nimero de alelos. Comprobamos esta
hipdtesis en los distintos grupos de pacientes para los distintos polimorfismos que se

pretende analizar.

7.2.- Tests de Asociacion Genética.

En este trabajo doctoral se realiza un estudio caso — control en el que se compara
la frecuencia de los alelos de un SNP en dos grupos de individuos: casos, aquellos que

han sido diagnosticados con la enfermedad y controles, individuos no afectados por la
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enfermedad. Una mayor frecuencia de un alelo o de un genotipo entre los casos
comparado con los controles, indicaria que la presencia de ese alelo o genotipo puede

incrementar el riesgo de padecer la enfermedad.

El analisis mas natural de asociacion entre el genotipo y si el individuo es caso o
control es contrastar la hipdtesis de no asociacion en la tabla de contingencia 2x3 que
contiene las frecuencias de cada uno de los 3 genotipos en los casos y en los controles.
Para ello se puede utilizar el contraste chi-cuadrado de Pearson (con 2 grados de
libertad) o el test exacto de Fisher. Lo que se hace en este caso es comparar los valores
observados de cada genotipo con los valores esperados asumiendo que los casos y los

controles tienen frecuencias genotipicas idénticas.

También es posible analizar este tipo de datos, asumiendo un modelo genético

preestablecido. Se van a analizar los siguientes modelos:

a) Modelo dominante. Se hace la suposicion de que portar un determinado alelo

incrementa el riesgo de padecer la enfermedad.

b) Modelo recesivo. Se hace la suposicion de que portar dos copias de un alelo

incrementa el riesgo de padecer la enfermedad.

c) Modelo multiplicativo. Se trata de un andlisis por alelos y no por genotipos,

comparando el numero total de alelos de cada tipo en casos y controles,
independientemente del genotipo del que provengan. La hipdtesis de este modelo es
que el riesgo de padecer la enfermedad se incrementa en un valor fijo por cada alelo
que se porte (por ejemplo, se incrementa por r el riesgo si se porta el alelo B,
entonces, individuos con genotipo AB tendrdn un riesgo r e individuos con genotipo
BB, r2). Para que este modelo sea apropiado es muy importante que tanto los casos

como los controles estén en equilibrio Hardy — Weinberg.

d) Modelo aditive. La hipotesis de este modelo es que el riesgo de los heterocigotos

(AB) es la mitad del riesgo de los homocigotos. Los contrastes generales usados en
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tablas de contingencia, no tienen mucha potencia en este supuesto. Se utiliza el test

de Cochran-Armitage para tendencias.

7.3.- Test de Asociacion: Multiples SNP

Analizar la asociacion de cada uno de los SNP por separado puede ocultar
informacion acerca de su distribucion conjunta. Por ello se analiza la asociacion entre la

enfermedad y todos los SNP a la vez. Para cada SNP tenemos unos coeficientes

('B 0B B 2) que nos permiten realizar el contraste general Bo=Bi =P, en cada caso.

Ajustamos un modelo de regresion logistica para todos los SNP a la vez
incluyendo las interacciones entre los mismos, y empleamos un procedimiento de
seleccion “stepwise” para determinar que SNP estdn mads relaciones con el hecho de

padecer o no cancer de pulmon.

7.4.- Regresion Logistica.

Una manera mas “‘sofisticada” de ver si existe o no asociacion entre la enfermedad

y el SNP es ajustar un modelo de regresion logistica. Se ajusta un modelo del tipo:
: T
logll‘(ﬂ) = log[l—ﬂj =B, + B X, + B, X,

donde m es el riesgo de padecer la enfermedad y, X, y X, son variables que en cada
individuo toma el valor 1 si en el SNP es un homocigoto (AA en para X, y BB para

X, )y 0 en caso contrario.

El test de razon de verosimilitud (TRV) para el modelo general que contrasta la
hipotesis nula B, = , = B,, tiene 2 grados de libertad, y para muestras grandes es

equivalente al contraste chi-cuadrado de Pearson utilizado en la seccidon anterior. En las

tablas este contraste se presenta en la fila encabezada por el nombre del SNP.
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Para cada coeficiente se presentan los contrastes de Wald correspondientes a la

, s€ puede interpretar cada uno

hipotesis nula S, = 0. Considerando la odds como | d

de estos coeficientes como cuantificadores del riesgo de padecer la enfermedad de la

siguiente forma:

« [, o constante, es el logaritmo de la odds cuando X, y X, son 0, es decir que la
exp{ 0} es el cociente de la probabilidad de que un paciente enferme y de que no

enferme cuando es heterocigoto en el SNP correspondiente. Asi, si es mayor que 1,
ser heterocigoto es un factor de riesgo de la enfermedad (individuos heterocigotos
tienen mas probabilidad de enfermar) y si es menor un factor de proteccion

(individuos heterocigotos tienen mas probabilidad de no enfermar)

. B 1, es el logaritmo de la odds-ratio (OR) para los dos valores de la variable X 1, es

decir que cuantifica el riesgo de padecer la enfermedad cuando se es AA en el SNP
correspondiente respecto de ser AB. En términos de OR medimos la significatividad
estadistica a partir de los intervalos de confianza (IC) del 95%, para que la asociacion

sea significativa el IC para la OR no debe contener al 1.

X 2, es decir que

. B , es el logaritmo de la OR para los dos valores de la variable
cuantifica el riesgo de padecer la enfermedad cuando se es BB en el SNP

correspondiente respecto de ser AB.

Los resultados que se obtienen con este método son los mismos que en la seccion
anterior. Sin embargo aporta beneficios a la hora de considerar varios SNP a la vez o

incluir covariables.

8.- ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS.

Hemos analizado si existen relaciones entre pares de variables. En funcion del tipo

de variable hemos utilizado diferentes modelos de analisis estadisticos:

Estudio de los polimorfismos de genes reparadores en poblacion fumadora con y sin cincer de pulmon

84



Universidad de Salamanca Capitulo 3. MATERIAL Y METODOS

« Si las dos variables son cualitativas: utilizamos el analisis de tablas de contingencia,

con el test chi-cuadrado y el Fiher

« Si una variable es cualitativa y la otra cuantitativa: utilizamos comparaciones de
grupos, bien los contrastes de dos muestras independientes tipo t-Student o su
analogo no paramétrico U de Mann Whitney; o un ANOVA, ya sea parametrico o
no, si hay mas de dos grupos. Previamente comprobamos la hipotesis de normalidad
a partir del contraste de Kolmogorov-Smirnov y la hipotesis de homogeneidad de

varianzas en los grupos a partir del estadistico de Levene.

« Si las dos variables son cuantitativas: utilizamos coeficientes de correlacion, el
coeficiente de correlacion lineal de Pearson y su andlogo no paramétrico de

Spearman.

En el grupo de pacientes con cancer de pulmén, cuando estudiamos la respuesta,
ademads de las relaciones de cada par de variables, analizamos la relacion de la respuesta
con el resto de variables que resulten significativas de forma individual, utilizando el
mejor modelo loglineal jerargico para analizar la relacion entre mas de dos variables

cualitativas.

Para ver si existen diferencias entre dos muestras en una variable hacemos lo

siguiente:

- En el caso de que la variable sea cualitativa, la metodologia se corresponderia con el
primer punto del apartado anterior, en donde una de las variables es la muestra a la

que pertenece el individuo.

« En el caso de que la variable sea cuantitativa la metodologia se corresponderia con el
segundo punto del apartado anterior, en donde la variable cualitativa es la muestra a

la que pertenece el individuo.

Para ver la influencia de los factores de riesgo en el hecho de desarrollar cancer
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de pulmon, ajustamos un modelo de regresion logistica en donde la variable
dependiente es si el individuo desarrolla o no céncer de pulmén y las variables
independientes los factores de riesgo. Para seleccionar las variables que méas entran en el
modelo, utilizamos el algoritmo forward (hacia atrds). Este algoritmo consiste en
introducir, en un primer paso, todas las variables en el modelo y en cada paso ir
eliminando la variable que menos influye en el hecho de que un paciente desarrolle o no

cancer de pulmon.
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4.- RESULTADOS
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1.- ANALISIS DE LAS VARIABLES NO GENETICAS

1.1.- GRUPO DE PACIENTES CON CANCER DE PULMON

De los pacientes con cancer de pulmon que hemos incluido en este estudio,
practicamente el 90% eran de estirpe histologica compatible con carcinoma no
microcitico y un 10% de variante microcitica (Tabla 16) . Esto concuerda con los datos

epidemiologicos de distribucion de subtipos histoldgicos descrita en la literatura.

Tabla 16. Subtipos histologicos de los pacientes con cancer de pulmon incluidos en el estudio

Subtipos Histologicos

ADC

Epiderm

Cs. Grandes

Otros no microcit

Microcitico

Otros

Total

Hemos encontrado las siguientes relaciones significativas entre los factores de

riesgo:

I.- Sexo

« Por cada mujer fumadora hay 4 hombres que son fumadores, si bien hemos estudiado
a 132 hombres y 14 mujeres.

« De media los hombres estan mas afios fumando (38, 44 anos frente a 27, 25 afos).

« De media las mujeres dejan de fumar a edades mas tempranas (57,06 afos frente a
45,75 afos).
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I1.- Edad en el diagnostico

« De media, a los fumadores se les diagnostica el cancer con edades mds tempranas

Tabla 17. Edad al diagnostico segun grupo fumador o no.

Intervalo de confianza
Desviacién Error para la media al 95%
tipica tipico Limite Limite

superior

N’ Media Minimo | Mdximo

inferior

10,839 ,943

65,15

61,42

6,035 1,613 66,02 72,98

10,620 ,879 62,15 65,62

« De media, a los pacientes que fuman negro se les diagnostica el cancer con edades

mas avanzadas

Tabla 18. Edad al diagnostico segun el tipo de tabaco

Intervalo de confianza

.| Desviacion| Error | paralamedia al 95% . .
N° Media . . Minimo | Mdximo
tipica tipico Limite Limite

superior

inferior

10,394

66,99

62,82

10,593

63,83

54,44

11,827 50,15 65,18

10,839

65,15

61,42
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« Los pacientes diagnosticados en edad mas avanzada han estado mas afios fumando.

La correlacion entre las dos variables es positiva y muy significativa. Graficamente:

Ndmero de afios fumando
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Edad en el diagndstico

« Como cabia esperar, a mayor edad mas tardan en dejar de fumar.

I1I.- Tipo de profesion (riesgo, no riesgo)

. Entre pacientes con profesiones clasificadas como de riesgo hay mas casos con

antecedentes de EPOC.

Tabla 19. Tabla de contingencia que relaciona el tipo de profesion(Riesgo/No Riesgo)

Profesion

R

y antecedentes de EPOC

Si No

Total

iesgo 10 (47,61%) 11 (52,39%)

21 (100%)

No

riesgo 22 (20%) 88 (80%)

110 (100%)

Total
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 Para evaluar la cantidad de asociacion utilizamos los estimadores de riesgo.

Tabla 20. Razon de las ventajas para Tipo de profesion

(Riesgo/No riesgo) segun antecedentesde EPOC

Razon de las ventajas para Tipo de profesion

(Riesgo/No riesgo)

Intervalo de confianza al 95%

Inferior

Superior

3,636

1,371

9,646

Para la cohorte Antecedentes de EPOC = Si

2,381

1,328

4,269

Para la cohorte Antecedentes de EPOC = No

,655

,431

,995

N’ de casos vilidos

En la muestra de pacientes con cancer de pulmon es mas probable encontrarse que

los pacientes con profesiones de riesgo tengan antecedentes de EPOC: por cada paciente

con profesion no de riesgo con antecedentes de EPOC hay 2 pacientes con profesion de

riesgo.

IV.- Antecedentes de EPOC.

- De media, los pacientes con antecedentes de EPOC fuman mas paquetes al dia.

Tabla 21. Media de paquetes/dia segun antecedente de EPOC

. |Desviacion
N Media

tipica tipico

Error

Intervalo de confianza

para la media 95%

Minimo

Limite
inferior

Limite
superior

Maximo

,6335

,1028

1,568

1,985

, 5979

,0617

1,358

1,603

,6206

,0540
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V.- Antecedentes familiares oncoldgicos

« De media, los pacientes con antecedentes familiares oncolégicos fuman mas

paquetes al dia

Tabla 22. Media de paquetes/dia segun antecedente familiares oncologicos.

Intervalo de confianza
. |Desviacion| Error |para la media al 95%

N Media . . P ’

tipica tpico | Limite Limite

inferior

Minimo |Mdaximo

superior

,6110 1,566

1,316

1,896

,6058

1,592

,6210 1,463 1,678

« Los pacientes con antecedentes familiares oncolégicos dejan de fumar a edades mas

tempranas

Tabla 23. Edad a la que se deja de fumar segun los antecedentes familiares oncologicos

Intervalo de confianza
. |Desviacion| Error |para la media al 95%

N Media - . p ?

tipica apico | Limite Limite

inferior

Minimo |Mdaximo

superior

10,792
10,236

1,469
1,190

51,61
55,91

57,50
60,66

10,595 | ,936 54,86 58,56

VI.- Niumero de afios fumando
« Los pacientes que llevan mas afios fumando lo han dejado con mayor edad. En dos

de los pacientes se perdieron los datos de la edad a la que dejaba de fumar.
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Tabla 24. Edad a la que se deja de fumar segun numero de anios fumando.

Media

Desviacion

tipica

Error

tipico

Intervalo de confianza

ra la medi 9 2.9 2
para la media 95% Minimo | Maximo

Limite Limite

inferior superior

Afios fumando

10,532

,917

36,29 39,91

Edad lo deja

10,566

,927

54,87 58,54

« La correlacion entre las dos variables es positiva y muy significativa. Graficamente,
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Edad a la que deja de fumar

En cuanto a las relaciones de los factores de riesgo con las caracteristicas del

cancer, con el tratamiento y con la respuesta, si bien hemos encontrado alguna relacion

significativa, estas no son relevantes. Unicamente destacatar, en relacion a la histologia,

que los pacientes con cancer no microcitico de pulmén comienzan a fumar mas jovenes

que aquellos con cancer microcitico, tal y como se muestra en la siguiente tabla.
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Tabla 25. Edad de inicio del habito tabaquico segun el tipo histologico de tumor.

Media

Desviacion

tipica

Error

Intervalo de confianza

para la media al 95%

tipico

Limite

inferior

Limite
superior

Minimo

Maximo

3,766

17,82

19,21

7,675

17,71

26,57

4,456

18,13

19,68

Tabla 26. Edad de inicio del habito tabaquico segun la histologia tumoral (por subgrupos)

ADC

Desviacion
tipica

Error

tipico

Intervalo de confianza
para la media 95%

Minimo

Limite

inferior

Limite
superior

17,16

20,19

Epiderm

17,63

19,42

Cs. Grandes

14,51

19,93

Otros no

microcit

16,21

21,56

Microcitico

17,98

28,02

otros

15,53

20,97

Total

18,13

19,68
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1.2.- GRUPO DE PACIENTES SIN CANCER DE PULMON

Hemos encontrado las siguientes relaciones significativas entre los factores de riesgo:

1.2.1.- CONTROLES DE 65 ANOS O MAS

I.- Edad

Capitulo 4. RESULTADOS

. La relacion entre la edad y la edad en la que se deja de fumar estd al borde de la

significacidon. Como cabe esperar esta relacion es positiva, es decir que cuanto mayor

es el sujeto mas tarde ha dejado de fumar.

Tabla 27. Media de las edades de los pacientes y de la edad a la que dejan de fumar

N° | Media

tipica

Desviacion

Error

tipico

Intervalo de confianza
para la media 95%

Limite

inferior

Limite
superior

Minimo

Maximo

Edad 151 | 76,26 6,082

,495

75,28

77,24

65

98

9,939

Edad no fuma

,809

60,43

o
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« Como cabia esperar, a mayor edad mas tardan en dejar de fumar.

I1L.- Lugar de residencia

- Es mas frecuente que sujetos que viven en el medio urbano tengan antecedentes de
EPOC.

Tabla 28. Tabla de contingencia en funcion del lugar de residencia y antecedentes de EPOC

Total

Si No

Urbano | 21 (38,18%) 34 (61,81) 55 (100%)
Rural 22 (22,91) 74 (77,08%) 96 (100%)
43 108 151

Residencia

Total

I11.- Tipo de profesion

« Es mas probable tener sujetos con antecedentes de EPOC entre los individuos con

profesiones de riesgo.

Tabla 29. Tabla de contingencia que relaciona los antecedentes de EPOC y la profesion

Total

Si No

11 (50%)
32 (24,80)

11 (50%)
97 (75,19%)

22 (100%)
129 (100%)

Riesgo

Profesion

No riesgo

43 108 151

Total

« También se ha observado que los individuos con profesiones de riesgo fuman menos

afios, dejando de fumar mas jovenes.
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IV.- Antecedentes de EPOC

Capitulo 4. RESULTADOS

« De media, los individuos con antecedentes de EPOC empiezan a fumar de mads

mayores.

Tabla 30. Edad de inicio al habito tabaquico en funcion de los antecedentes de EPOC

N Media

Desviacion

Error

tipica tipico

Intervalo de confianza
para la media al 95%

Limite Limite

inferior superior

Minimo

Maximo

5,045

,769

17,14

20,25

3,273 ,315

16,66 17,91

3,896

,317

V.- Antecedentes familiares oncoldgicos

17,06

18,32

« Es mas probable fumar negro entre los sujetos con antecedentes familiares

oncologicos.

Tabla 31. Tabla de contingencia que relaciona los antecedentes

Antecedentes

familiares oncologicos y el tipo de tabaco

Tipo de tabaco que fuma

Negro

Rubio Negro y Rubio

Total

53(91,37%)

1(1,72%) 4 (6,89%)

58 (100%)

Sfamiliares onco

79 (84,94%)

13(13,97%) | 1(1,07%)

93 (100%)

Total

132

14 5

151

« Los individuos sin antecedentes familiares oncolégicos fuman mas cigarrillos al dia.

Esta relacion esta al borde de la significacion estadistica.
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Tabla 32. Numero de paquetes/dia segiin los antecedentes familiares oncologicos.

Intervalo de confianza

N T Desviacion | Error para la media al 95%

tipica tipico Limite Limite

inferior

Minimo | Maximo

superior
, 4791 ,0629 1,126 1,378 i) 3,0
,9922 ,0614 1,310 1,554 1,0 3,0

,5569 ,0453 1,273 1,452 3 3,0

VI.- Numero de aiios fumando

« Cuanto mas joven se comienza a fumar mas afios se fuma.

Tabla 33. Edad de inicio al habito tabdaquico y numero de aiios fumando

Intervalo de confianza
Desviacion Error para la media 95%

tipica tipico

N Media Minimo | Maximo

Limite Limite

inferior superior

Afios fumando 10,666 ,868

,317

42,79 46,22

Edad empieza 3,896 17,06 18,32

« De igual manera, cuanto mas viejo se deja de fumar, mas afios se fuma.

Tabla 34. Edad de finalizacion del habito tabaquico y numero de arios fumados

Intervalo de confianza

N Desviacion | Error para la media al 95%

tipica tipico

Minimo | Maximo

Limite Limite
inferior

42,79

superior
46,22
63,63

Afios fumando

10,666

Edad lo deja 9,939 60,43
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« La correlacion entre las dos variables es positiva y muy significativa. Graficamente:

Numero de afios fumando

80

70

60

50

40

30

20

10

1 o
o
m
Ma
1 m oo
oo
m
o m Bof
1 mmoooo o
o A
:E:’guu o
oo
1 0 Oooomooo
o do
o o
oo
1 m o
oo
o
og o
i m o o
30 40 50 60 70 80 90

Edad a la que deja de fumar

1.2.2.- CONTROLES DE MENOS DE 65 ANOS

En este grupo se han recogido menos variables.

I. Sexo

« De media los varones fuman mas paquetes de tabaco al dia.

Tabla 35. Media de paquetes/dia en el grupo control menor de 65 arios segun el sexo

Media

Desviacion

tipica

Error

tipico

Intervalo de confianza
para la media al 95%

Minimo

Maximo

Limite

inferior

Limite
superior

,6352

,0719

1,273

1,560

, 9255

,0607

1,042

1,284

,5959

,0482

1,197

1,387
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I1.- Edad

« A mayor edad mas afios fumando.

Tabla 36. Media de la edad y del numero de arios fumando del grupo control menor de 65 arios

Intervalo de confianza

Desviacion | Error . 0
. para la media al 95% , . .
N’ | Media Minimo | Mdximo

tipica tipico Limite Limite

inferior superior

Edad 153 | 42,27 9,483

,767 40,75 43,78

9,690 ,783 18,43 21,53

Afios fumando

. La correlacion entre las dos variables es positiva y muy significativa.
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1.2.3.- DIFERENCIAS ENTRE LAS DOS MUESTRAS CONTROL

La unica diferencia que se ha encontrado es en el nimero de afios fumando, de
forma que de media, este nimero es significativamente mayor en la muestra de
individuos con 65 afios 0 mas. Por otro lado es ldgico, puesto que esta variable estd muy

relacionada con la edad y la edad es la que clasifica a cada paciente en cada muestra.

Tabla 37. Media del numero de arios fumando segun el grupo control

Intervalo de confianza
Desviacion | Error para la media 95%

tipica tipico Limite Limite

inferior

N’ | Media Minimo | Maximo

superior

>=65 afios | 151 | 44,50 10,666 ,868 42,79 46,22 20 70

<65 afios | 153 | 19,98 9,690 ,783 18,43 21,53 1 55

Total 304 | 32,16 15,945 ,915 30,36 33,96 1 70

1.2.4.- DIFERENCIAS ENTRE CASOS Y CONTROLES

I.- Sexo.

« Hay mas mujeres en los controles: el 9,40% de los casos son mujeres frente al

24,67% de los controles.

I1.- Numero de paquetes al dia.

« De media los casos de cancer de pulmén fuman significativamente mas paquetes de

tabaco al dia que los controles. Esta diferencia es de 0,2 paquetes aproximadamente.
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Tabla 38. Media del numero de paquetes/dia en el grupo de casos y de controles

Caso

N(I

Media

Desviacion

tipica

Error

Intervalo de confianza

para la media 95%

tipico

Limite

inferior

Limite
superior

Minimo

Maximo

134

1,561

,6179

,0534

1,456

1,667

3,0

Control

304

1,327

, 5770

,0331

1,262

1,392

4,0

Total

438

1,399

,5989

II1.- Numero de afios fumando.

,0286

1,343

1,455

4,0

« De media los casos de cancer de pulmon fuman significativamente mas afios que los

controles. Esta diferencia es de 6 afios aproximadamente. Esta diferencia puede estar

algo distorsionada por la variable edad, puesto que la diferencia en las edades de los

dos grupos son aproximadamente 5 anos y se ha comprobado que existe una relacion

entre las variables edad y el nimero de afios que se lleva fumando.

Tabla 39. Media del numero de arios fumando en el grupo de casos y de controles

Caso

N(I

Media

Desviacion

tipica

Error

Intervalo de confianza

para la media al 95%

Minimo

tipico

Limite

inferior

Limite
superior

Maximo

132 | 38,10

10,532

,917

36,29

39,91

10

64

Control

304 | 32,16

15,945

,915

30,36

33,96

70

Total

Estudio de los polimorfismos de genes reparadores en poblacion fumadora con y sin cancer de pulmon

436 | 33,96

14,764

,707

32,57

35,35

70

102



Universidad de Salamanca

Capitulo 4. RESULTADOS

1.3.- INFLUENCIA DE LOS FACTORES DE RIESGO EN EL
DESARROLLO DEL CANCER DE PULMON

Ajustamos un modelo de regresion logistica en cada grupo (Grupo con 65 afios o
mas, Grupo con menos de 65 afios y en general). La razoén es simplemente que no

tenemos todos los factores de riesgo en todos los casos.

1.3.1.- MODELO GENERAL

Se incluyen los pacientes fumadores, puesto que en el grupo control sélo hay

fumadores.

Las variables que se utilizan para explicar el hecho de que un paciente desarrolle o
no cancer de pulmoén son: Sexo, Edad, Numero de paquetes que se fuman al dia y

Nuamero de afios fumando.

Tabla 40. Porcentaje del numero de casos estudiados

Porcentaje

Incluidos en el andlisis 98,6

Casos perdidos 1,4
Total 100,0

I.- Modelo ajustado

Tabla 41. Variables incluidas en la ecuacion

L.C. 95,0% para EXP(B)

Edad

Inferior

Superior

,947

,992

Sexo

3,207

28,247

Pagq./dia

1,253

2,573

N.aiios

1,014

1,068

Constante
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Se llega a este modelo en un unico paso, es decir que nos quedamos con el modelo

en el que participan todas las variables independientes.

I1.- Interpretacion del modelo.

Utilizamos las estimaciones de las odds ratio (exp(B)):

o FEdad. A medida que cumplimos afios disminuye el riesgo de paceder cancer de

pulmoén (O.R. 0,969). Este efecto es significativo.

« Sexo. El riesgo de paceder cancer de pulmdén es mayor entre varones que entre

mujeres (O.R. 9,518). Este efecto es significativo.

o Numero de paquetes fumados al dia. A medida que aumenta el nimero de paquetes

de tabaco que se fuman al dia aumenta el riesgo de padecer cancer de pulmoén (O.R.

1,795). Este efecto es significativo.

o Numero de aiios fumando. A medida que aumenta el nimero de afios que se lleva
fumando, aumenta el riesgo de padecer cancer de pulmoén (O.R. 1,041). Este efecto

es significativo

IIL.- Contrastes de bondad de ajuste

Para saber si el modelo que planteamos describe adecuadamente a los datos
utilizamos el contraste de Hosmer-Lemeshow. La hipdtesis que se contrasta es si el

modelo explica bien los datos observados.

Tabla 42.

Chi-cuadrado

7,832

No se rechaza la hipétesis nula, por tanto podemos suponer que el modelo es

bueno para explicar nuestros datos.
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IV.- Validacion interna

Curva ROC. Presentamos el area bajo la curva ROC como un indice de la
capacidad de predecir el cancer que tiene el modelo. Este area est4 entre 0,5 (el modelo
es muy mal predictor) y 1 (el modelo perfecto). También se presenta un contraste de

hipotesis que contrasta si este indice puede considerarse 0,5.

Tabla 43.

Sig. Intervalo de confianza asintdtico al 95%
Error tip.

asintotica Limite inferior Limite superior

,026 ,000 ,661 ,762

Rechazamos la hipdtesis nula, es decir que podemos considerar que el area bajo la
curva es significativamente distinta de 0,5 y por tanto nuestro modelo puede

considerarse bueno. Graficamente,

Curva COR

0,8—

0,6—

04—

Sensibilidad

0,2—

0.0 T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

1 - Especificidad

Los segmentos diagonales son producidos por los empates.

También utilizamos la tabla de clasificacion. Es una tabla de contingencia entre
los valores observados y los valores pronosticados por el modelo. Nos dan los valores

de sensibilidad y especificidad del modelo ajustado.
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Tabla 44.

Pronosticado

Observado Desarrolla cancer de pulmon
Porcentaje correcto

No Si

Desarrolla No 17 94.4

cdncer de pulmon | ¢; 20 15,4

Porcentaje global 70,7

El modelo clasifica correctamente practicamente al 71% de los pacientes. A partir

de esta tabla obtenemos,

« Sensibilidad, proporcion de verdaderos positivos identificados entre el total de
enfermos, 15,4%. Este valor es bastante malo.

« Especificidad, proporcion de verdaderos negativos identificados entre el total de
sanos, 94,4%.

Los factores significativos son las variables sexo, edad, nimero de paquetes de
tabaco que se fuman al dia y nimero de afios fumando. El riesgo de padecer cancer de
pulmén aumenta con la edad, con el nimero de cigarrillos fumados y con el tiempo que

se lleva fumando. Ademas es mas probable tener cancer entre los varones.

1.3.2.- MODELO PARA MENORES DE 65 ANOS

Se incluyen los pacientes menores de 65 afos y fumadores, puesto que en el grupo

control so6lo hay fumadores.

Las variables que se utilizan para explicar el hecho de que un paciente desarrolle o
no cancer de pulmoén son: Sexo, Edad, Numero de paquetes que se fuman al dia y

Numero de afios fumando.
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Tabla 45. Porcentaje del numero de casos estudiados

Porcentaje

Incluidos en el andlisis 98,6

Casos perdidos 1,4

Total

I.- Codificacion de variables

Tabla 46. Variable dependiente: el paciente desarrolla cancer de pulmon

Valor original Valor interno

No

Si

Tabla 47. Variables independientes categoricas

Codificacion de parametros
)
1,000

Frecuencia

138

79 ,000
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I1.- Modelo ajustado

Edad

Capitulo 4. RESULTADOS

Tabla 48. Variables incluidas en la ecuacion

L.C. 95,0% para EXP(B)

Inferior

Superior

,063

,033

3,568

,059

1,065

998

1,136

Sexo

1,904

,584

10,632

,001

6,714

2,137

21,091

Pagq./dia

1,268

4,397

N afios

,095

,031

9,528

,002

1,100

1,035

1,168

Constante

Se llega a este modelo en un unico paso, es decir que nos quedamos con el modelo

en el que participan todas las variables independientes.

I1I.- Interpretacion del modelo

Utilizamos las estimaciones de las odds ratio (exp(B)):

« FEdad. A medida que cumplimos afios aumenta el riesgo de paceder cancer de pulmon

(O.R. 1,065). Este valor no es significativamente distinto de 1 (p-valor = 0,059) por

tanto no es una variable muy influyente.

« Sexo. El riesgo de paceder cancer de pulmdén es mayor entre varones que entre

mujeres (O.R. 6,714). Este efecto es significativo.

o Numero de paquetes fumados al dia. A medida que aumenta el nimero de paquetes

de tabaco que se fuman al dia aumenta el riesgo de padecer cancer de pulmoén (O.R.

2,362). Este efecto es significativo.

o Numero de aiios fumando. A medida que aumenta el nimero de afios que se lleva

fumando, aumenta el riesgo de padecer cancer de pulmoén (O.R. 1,100). Este efecto

es significativo.
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IV.- Contraste de bondad de ajuste

Tabla 49. Contraste de Hosmer-Lemeshow,

Chi-cuadrado

Capitulo 4. RESULTADOS

3,371

No se rechaza la hipdtesis nula, por tanto podemos suponer que el modelo es

bueno para explicar nuestros datos.

V.- Validacion interna

Utilizamos el Area bajo la curva ROC

Error tip.

Tabla 50. Area bajo la curva ROC

Sig. asintotica

Intervalo de confianza asintético al 95%

Limite inferior

Limite superior

,022

,000

,852

938

Rechazamos la hipdtesis nula, es decir que podemos considerar que el area bajo la

curva es significativamente distinta de 0,5 y por tanto nuestro modelo puede

considerarse bueno.

Graficamente:

Sensibilidad

Curva COR

0,8—

0,6—

04—

0,2—

0,0

0,0 0.2

T
0.4

T T
06 0.8 1,0

1 - Especificidad

Los segmentos diagonales son producidos por los empates.
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Tabla 51. Tabla de clasificacion

Pronosticado

Observado Desarrolla cancer de pulmon

Porcentaje correcto
No Si

16 89,5

Desarrolla cancer de pulmon

45 70,3

Porcentaje global 83,9

El modelo clasifica correctamente practicamente al 84% de los pacientes. A partir

de esta tabla obtenemos,

. Sensibilidad, 70,3%
. Especificidad, 89,5%

Los factores significativos son las variables sexo, nimero de paquetes de tabaco
que se fuman al dia y nimero de afios fumando. El riesgo de padecer cancer de pulmén
aumenta con el nimero de cigarrillos fumados y con el tiempo que se lleva fumando.

Ademas es mas probable tener cancer entre los varones.

1.3.3.- MODELO PARA 65 ANOS O MAS

Se incluyen los pacientes con 65 afos o mas y fumadores, puesto que en el grupo

control so6lo hay fumadores.

Las variables que se utilizan para explicar el hecho de que un paciente desarrolle o
no céncer de pulmén son: sexo, edad, lugar de residencia, tipo de profesion,
antecedentes de EPOC, antecedentes familiares oncoldgicos, tipo de tabaco que fuma,
numero de paquetes que se fuman al dia, nimero de afios fumando, edad a la que se

comienza a fumar y edad a la que se deja de fumar.
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Tabla 52. Porcentaje del numero de casos estudiados

Incluidos en el andlisis

Porcentaje

96,8

Casos perdidos

3,2

Total

I.- Codificacion de variables

Tabla 53. Variable dependiente: el paciente desarrolla cancer de pulmon

Valor original

Valor interno

No

Si

Tabla 54. Variables independientes categoricas

Negro

Frecuencia

Codificacion de pardmetros

(D)

)

1,000

,000

Tipo de tabaco que fuma

Rubio

22

,000

1,000

Negro y Rubio

,000

,000

Riesgo

1,000

Tipo de profesion

No riesgo

,000

Antecedentes de EPOC

Si

62

1,000

No

149

,000

Si

79

1,000

Antecedentes familiares oncologicos

No

132

,000

1,000

Lugar de residencia
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Se ha eliminado la variable sexo porque todos los sujetos son hombres.

I1.- Modelo ajustado

Edad

Tabla 55. Variables incluidas en la ecuacion

E.T. Wald gl Sig. Exp(B)

L.C. 95,0% para EXP(B)

Capitulo 4. RESULTADOS

Inferior

Superior

-,142

,032 119,000 | 1 ,000 ,868 ,815

925

N.aiios

-,093

,041 5,227 1 ,022 911 ,842

987

Edad deja

1,110 1,021

1,206

Constante

7,144

2,479 | 8,300 1 ,004 | 1265,917

Se llega a este modelo en 8 pasos. El orden en el que van saliendo las variables es

el siguiente:

Tabla 56.

Variable que sale

Tipo de residencia (rural vs urbano)

Tipo de profesion (riesgo vs no riesgo)

Antecedentes familiares oncoldgicos (Si vs No)

Tipo de tabaco que fuma (rubio vs negro vs rubio y negro)

Antecedentes de EPOC (Si vs No)

Edad a la que empieza a fumar

Numero de paquetes que fuma al dia

I1I.- Interpretacion del modelo

Utilizamos las estimaciones de las odds ratio (exp(B)):
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o FEdad. A medida que cumplimos afios disminuye el riesgo de paceder cancer de

pulmén (O.R. 0,868). Este efecto es significativo.

o Numero de aiios fumando. A medida que aumenta el nimero de afios que se lleva

fumando, disminuye el riesgo de padecer cancer de pulmén (O.R. 0,911). Este efecto

es significativo.

o FEdad a la que deja de fumar. A medida que aumenta la edad a la que se deja de

fumar, aumenta el riesgo de padecer cancer de pulmén (O.R. 1,11). Este efecto es

significativo

IV.- Contrastes de bondad de ajuste

Tabla 57. Contraste de Hosmer-Lemeshow

Chi-cuadrado

4,693

No se rechaza la hipétesis nula, por tanto podemos suponer que el modelo es

bueno para explicar nuestros datos.

V.- Validacion interna

Tabla 58. Area bajo la curva ROC

Intervalo de confianza asintdtico al 95%

Error tip. | Sig. asintdtica
Limite inferior Limite superior

,036 ,000 ,667 ,810

Rechazamos la hipdtesis nula, es decir que podemos considerar que el area bajo la
curva es significativamente distinta de 0,5 y por tanto nuestro modelo puede

considerarse bueno.
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Graficamente:

Curva COR

Sensibilidad

0.0 T T T
0,0 0.2 04 06

1 - Especificidad

08 1,0

Los segmentos diagonales son producidos por los empates.

Tabla 59. Tabla de clasificacion

Capitulo 4. RESULTADOS

Pronosticado

Observado Desarrolla cancer de pulmon

No

Si

Porcentaje correcto

Desarrolla cancer de pulmon

6

96,0

18

30,0

Porcentaje global

El modelo clasifica correctamente practicamente al 77% de los pacientes. A partir

de esta tabla obtenemos,

. Sensibilidad, 30,0%
« Especificidad, 96,0%

Los factores significativos son las variables edad, nimero de afos fumando y la

edad a la que deja de fumar. En este grupo, el riesgo de padecer cancer de pulmon

disminuye con la edad y con el nimero de afos fumando. El riesgo aumenta con la edad

a la que se deja de fumar.
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2.- ANALISIS DE LAS VARIABLES GENETICAS

2.1.- ANALISIS PRELIMINAR. EQUILIBRIO DE HARDY WEINBERG

La ley de equilibrio de Hardy y Weinberg es un modelo que predice la relacion
que debe existir entre frecuencias alélicas y frecuencias genotipicas en una poblacion de

caracteristicas ideales que cumple una serie de supuestos.

Se comprueba esta hipotesis en los distintos grupos de pacientes para los distintos

polimorfismos que se pretende analizar.
2.1.1.- CONTROLES CON 65 ANOS O MAS

I.- Polimorfismo ERCC1

Tabla 60. Equilibrio de Hardy-Weinberg

Estadistico

0,2475

No se rechaza la hipdtesis de equilibrio.

1I- Polimorfismo XRCC1

Tabla 61. Equilibrio de Hardy-Weinberg

Estadistico

0,3479

No se rechaza la hipdtesis de equilibrio.

III- Polimorfismo P53 Exon 4

En este polimorfismo no se cumple el Equilibrio de Hardy-Weinberg.
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Tabla 62. Tabla de frecuencias

. Porcentaje | Porcentaje
Frecuencia

valido acumulado

Porcentaje

Arg/Arg 90 59,6 59,6 59,6

Pro/Pro 15 9,9 69,5
Vilidos

Arg/Pro 46 100,0

Total

Perdidos

Total

Tabla 63. Frecuencias alélicas

Frecuencia absoluta Frecuencia relativa

113 0,7483

38 0,2517

Tabla 64. Frecuencias genotipicas

Frecuencia observada

Frecuencia esperada
Genotipo

Absoluta Relativa Absoluta Relativa

ArgArg 90 0,5960 &5 0,5600

0,0993 10

ProPro 15 0,0633

ArgPro 46

0,3046 57 0,3767

Tabla 65. Equilibrio de Hardy-Weinberg

Estadistico

5,5200

Se rechaza la hipétesis de equilibrio.
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I1V.- Polimorfismo P53 Intron 3

Tabla 66. Equilibrio de Hardy-Weinberg

Estadistico

1,5877

No se rechaza la hipdtesis de equilibrio.

2.1.2.- CONTROLES CON MENOS DE 65 ANOS

I.- Polimorfismo P53 Exon 4

Tabla 67. Equilibrio de Hardy-Weinberg,

Estadistico

0,1613

No se rechaza la hipdtesis de equilibrio.

11.- Polimorfismo P53 Intron 3

En este polimorfismo no se cumple el Equilibrio de Hardy-Weinberg.

Tabla 68. Tabla de frecuencias

Porcentaje

Vilidos

106bp

Frecuencia

Porcentaje

valido

Capitulo 4. RESULTADOS

Porcentaje
acumulado

11

7,1

7,1

7,1

90bp

67,1

67,1

74,2

106+90bp

25,8

25,8

100,0

Total

100,0

Perdidos

Total
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Tabla 69. Frecuencias alélicas

Frecuencia absoluta Frecuencia relativa

31 0,2000

0,8000

Tabla 70. Frecuencias genotipicas

. Frecuencia observada Frecuencia esperada
Genotipo

Absoluta Relativa Absoluta Relativa

106bp 11 0,0710 6 0,0400

90bp 0,6710 99 0,6400

106+90bp 0,2581 0,3200

Tabla 71. Equilibrio de Hardy-Weinberg

Estadistico

5,8065

Se rechaza la hipétesis de equilibrio.

2.1.3.- TODOS LOS CONTROLES
I.- Polimorfismo P53 Exon 4

Tabla 72. Equilibrio de Hardy-Weinberg

Estadistico

3,6342

No se rechaza la hipdtesis de equilibrio.
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11.- Polimorfismo P53 Intron 3

Tabla 73. Equilibrio de Hardy-Weinberg

Estadistico

1,1069

No se rechaza la hipdtesis de equilibrio.
2.1.4.- CASOS
I- Polimorfismo ERCC1

Tabla 74. Equilibrio de Hardy-Weinberg

Estadistico

0,1322

No se rechaza la hipdtesis de equilibrio.

1I- Polimorfismo XRCC1

Tabla 75. Equilibrio de Hardy-Weinberg

Estadistico

1,1142

No se rechaza la hipdtesis de equilibrio.

III- Polimorfismo P53 Exon 4

En este polimorfismo no se cumple el Equilibrio de Hardy-Weinberg.
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Tabla 76. Tabla de frecuencias

. Porcentaje
Frecuencia

Porcentaj 1
orcentaje vélido

Porcentaje
acumulado

Arg/Arg 77

51,7 51,7

Pro/Pro 35

Arg/Pro 37

Total

Perdidos

Total

Tabla 77. Frecuencias alélicas

Frecuencia absoluta Frecuencia relativa

96 0,6409

54

0,3591
Tabla 78. Frecuencias genotipicas

. Frecuencia observada Frecuencia esperada
Genotipo

Absoluta

Relativa

Absoluta

Relativa

ArgArg

77

0,5168

61

0,4108

ProPro

35

0,2349

19

0,1289

ArgPro

37

0,2483

69

0,4603

Tabla 79. Equilibrio de Hardy-Weinberg

Estadistico

31,5954

Se rechaza la hipétesis de equilibrio.
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I1V- Polimorfismo P53 Intron 3

Tabla 80. Equilibrio de Hardy-Weinberg

Estadistico

0,6603

No se rechaza la hipdtesis de equilibrio.

2.2.- TESTS DE ASOCIACION

El analisis mas natural de asociacion entre el genotipo y si el individuo es caso o
control es contrastar la hipdtesis de no asociacion en la tabla de contingencia 2x3 que
contiene las frecuencias de cada uno de los 3 genotipos en los casos y en los controles.
Para ello se puede utilizar el contraste chi-cuadrado de Pearson o el test exacto de

Fisher.

Lo que se hace en este caso es comparar los valores observados de cada genotipo
con los valores esperados asumiendo que los casos y los controles tienen frecuencias
genotipicas idénticas. También es posible analizar este tipo de datos, asumiendo un

modelo genético preestablecido. Se van a analizar los siguientes modelos:

a) Modelo dominante. Se hace la suposicion de que portar un determinado alelo

incrementa el riesgo de padecer la enfermedad.

b) Modelo recesivo. Se hace la suposicion de que portar dos copias de un alelo

incrementa el riesgo de padecer la enfermedad.

c) Modelo multiplicativo. Se trata de un andlisis por alelos y no por genotipos,

comparando el numero total de alelos de cada tipo en casos y controles,
independientemente del genotipo del que provengan. La hipdtesis de este modelo es
que el riesgo de padecer la enfermedad se incrementa en un valor fijo por cada alelo
que se porte (por ejemplo, se incrementa por r el riesgo si se porta el alelo B,
entonces, individuos con genotipo AB tendrdn un riesgo r e individuos con genotipo
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BB, 1°). Para que este modelo sea apropiado es muy importante que tanto los casos

como los controles estén en equilibrio Hardy — Weinberg.

d) Modelo aditive. La hipotesis de este modelo es que el riesgo de los heterocigotos

(AB) es la mitad del riesgo de los homocigotos. Los contrastes generales usados en
tablas de contingencia, no tienen mucha potencia en este supuesto. Se utiliza el test

de Cochran-Armitage para tendencias.

2.2.1.- CONTROLES CON 65 ANOS O MAS

I.- ERCC1
v' Modelo general

Tabla 81. Tabla de contingencia de los genotipos de ERCCI segun grupo experimental caso o

control de 65 arios o mas.

ERCCI

A/A G/G A/G

Caso 63 (43,75%) 18 (12,5%) | 63 (43,75%) | 144 (100%)

Grupo
Control | 60 (41,09%) | 21 (14,38%) | 65 (44,52%) | 146 (100%)

Total 123 39 128 290

(p<0,05)

No se rechaza la hipotesis de independencia.(Chi-cuadrado 0,321; p valor 0,852).
No hay evidencias de que exista una asociacion entre desarrollar cancer de pulmén y ser

portador de un genotipo especifico en este SNP.

v' Modelo dominante/Modelo recesivo

- Hipotesis 1: portar alelo A o portar genotipo GG incrementa el riesgo.

No se rechaza la hipédtesis de independencia (chi-cuadrado 0,221; p-valor 0,638).
No hay evidencias de que portar el alelo A o equivalentemente el genotipo GG
incremente el riesgo de padecer cancer de pulmon.
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- Hipotesis 2: portar alelo G o portar genotipo AA incrementa el riesgo

No se rechaza la hipotesis de independencia (chi-cuadrado 0,209; p-valor 0,647).
No hay evidencias de que portar el alelo G o equivalentemente el genotipo AA

incremente el riesgo de padecer cancer de pulmon.

v Modelo multiplicativo

Tabla 82. Tabla de contingencia de los alelos de ERCC1

segun grupo experimental caso o control de 65 arios o mads

A G

Caso 189 (65,62%) 99 (34,37%) 288 (100%)
Grupo

Control 185 (63,35%) 107 (36,64%) 292 (100%)

Total 374

206 580

(p<0,05)

No se rechaza la hipdtesis de independencia.(Chi-cuadrado 0,326; p valor 0,568)
No hay evidencias de que portar un determinado alelo en este SNP incremente en riesgo

de padecer cancer de pulmoén.

V' Modelo aditivo
Utilizando el Tests de Cochran Armitage, no rechazamos la hipotesis de que los

heterocigotos tengan la mitad de riesgo de los homocigotos (Cochran Armitage -0,1918;

p-valor 0,8470 )
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II.- XRCC1
v' Modelo general

Tabla 83. Tabla de contingencia de los genotipos de ERCCI

segun grupo experimental caso o control de 65 arios o mds.

XRCC1

Total

cc T T

Caso 55 (37,67%) | 17 (11,64%) | 74 (50,68%) | 146 (100%)

Grupo
Control | 62 (43,66%) | 14 (9,85%) | 66 (45,83%) | 142 (100%)

Total

117 31 140 288

(p<0,05)

No se rechaza la hipdtesis de independencia.(Chi-cuadrado 1,111; p valor 0,574)
No hay evidencias de que exista una asociacion entre desarrollar cancer de pulmén y ser

portador de un genotipo especifico en este SNP.

v' Modelo dominante / Modelo recesivo

- Hipotesis 1: portar alelo C o portar genotipo TT incrementa el riesgo

No se rechaza la hipotesis de independencia (chi-cuadrado 0,239; p-valor 0,625).
No hay evidencias de que portar el alelo C o equivalentemente el genotipo TT

incremente el riesgo de padecer cancer de pulmoén.

- Hipotesis 2: portar alelo T o portar genotipo CC incrementa el riesgo

No se rechaza la hipotesis de independencia (chi-cuadrado 1,071; p-valor 0,301).
No hay evidencias de que portar el alelo T o equivalentemente el genotipo CC

incremente el riesgo de padecer cancer de pulmon.
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v Modelo multiplicativo

Grupo

Capitulo 4. RESULTADOS

Tabla 84. Tabla de contingencia de los alelos de XRCC1

segun grupo experimental caso o control de 65 arios o mds.

C

T

Total

Caso

184 (63%)

108 (37%)

292 (100%)

Control

190 (66,9%)

94 (33,1%)

284 (100%)

Total

(p<0,05)

374

202

576

No se rechaza la hipdtesis de independencia.(Chi-cuadrado 0,956; p valor 0,328)

No hay evidencias de que portar un determinado alelo en este SNP incremente en riesgo

de padecer cancer de pulmoén.

v' Modelo aditivo

Utilizando el Tests de Cochran Armitage, no se rechaza la hipotesis de que los

heterocigotos tengan la mitad de riesgo de los homocigotos (Cochran Armitage 0,3163;

p-valor 0,3759)

I11.- P53 Exon 4

Recordar que en este SNP en la muestra de controles con 65 afios 0 mas no se

verifica el equilibrio de Hardy — Weinberg.

v' Modelo general

Tabla 85. Tabla de contingencia de los genotipos del codon 72 de p53

Caso

P53

segun grupo experimental caso o control de 65 arios o mas.

Total

Arg/Arg

Pro/Pro

Arg/Pro

77 (51,67%)

35 (23,48%)

37 (24,83%)

149 (100%)

Grupo

Control

90 (59,6%)

15 (9,93%)

46 (30,46%)

151 (100%)

Total

(p<0,05)
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No se rechaza la hipotesis de independencia (Chi-cuadrado 9,975; p valor 0,007).

Para medir la asociacion utilizamos las odds ratio parciales.

Tabla 86. Estimacion de las Odds ratio parciales de los diferentes genotipos del codon 72

de p53 segun grupo experimental caso o control de 65 afios o mas.

Arg/Arg vs Pro/Pro

Odds ratio (Caso / Control)

Intervalo de confianza 95%

Inferior Superior

,186 , 7122

N’ de casos vilidos

Odds ratio (Caso / Control)

,627 1,805

Arg/Arg vs Arg/Pro

N’ de casos vilidos

Odds ratio (Caso / Control)

1,379 6,103

Pro/Pro vs Arg/Pro

N’ de casos vilidos

Resultan significativas las comparaciones entre Pro/Pro y el resto. Portar el

genotipo Pro/Pro aumenta el riesgo de padecer cancer de pulmén. Es 2,725 veces mas

probable encontrar el genotipo Pro/Pro en lugar de Arg/Arg entre los casos con cancer.

Es 2,901 veces mas probable encontrar el genotipo Pro/Pro en lugar de Arg/Pro entre

los casos con cancer.

v' Modelo dominante / Modelo recesivo

- Hipotesis 1: portar alelo Arg o portar genotipo Pro/Pro incrementa el riesgo

Se rechaza la hipotesis de independencia (Chi-cuadrado 9,923; p-valor 0,002).

Para cuantificar el riesgo utilizamos la odds ratio:

Tabla 87. Estimacion de la odds-ratio para el alelo Arg del codon 72

Odds ratio (Caso/Control)

de p53 en los controles mayores de 65 arios

Intervalo de confianza al 95%

Inferior

Superior

,187

,601

N de casos vilidos
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Si consideramos el modelo dominante, ser portador de Arg es un factor de
proteccion o equivalentemente en el modelo recesivo, ser portador del genotipo Pro/Pro
es un factor de riesgo. Es 2,786 veces mas probable encontrar el genotipo Pro/Pro entre

los casos de cancer.

- Hipotesis 2: portar alelo Pro o portar genotipo Arg/Arg incrementa el riesgo

No se rechaza la hipotesis de independencia (Chi-cuadrado 1,909; p-valor 0,167).
No hay evidencias de que portar el alelo Pro o equivalentemente el genotipo Arg/Arg

incremente el riesgo de padecer cancer de pulmon.

v Modelo multiplicativo

No hay equilibrio ni en los casos ni en los controles por lo que no se prueba este

modelo.

v' Modelo aditivo

Utilizando el Tests de Cochran Armitage, no se rechaza la hipotesis de que los
heterocigotos tengan la mitad de riesgo de los homocigotos (Cochran Armitage 0,1554;

p-valor 0,8765)

IV.- P53 intron 3
v' Modelo general

Tabla 88. Tabla de contingencia de los genotipos del intron 3 de p53

segun grupo experimental caso o control de 65 arios o mas.

P53 intron 3

106bp 90bp 106+90bp

Caso 2(1,34%) | 107 (71,81%) | 40 (26,84%) | 149 (100%)

Grupo

Control | 2(132%) | 103 (68,21%) | 46 (30,46%) | 151 (100%)

86 300

Total 4 210

(p<0,05)
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No se rechaza la hipotesis de independencia (Fisher 0,607; p valor 0,820). No hay
evidencias de que exista una asociacion entre desarrollar cancer de pulmoén y ser

portador de un genotipo especifico en este SNP.

v' Modelo dominante / Modelo recesivo

- Hipotesis 1: portar alelo 106 bp o portar genotipo 90bp incrementa el riesgo

No se rechaza la hipotesis de independencia (Chi-cuadrado 0,463; p-valor 0,496).
No hay evidencias de que portar el alelo 106bp o equivalentemente el genotipo 90 bp

incremente el riesgo de padecer cancer de pulmon.

- Hipotesis 2: portar alelo 90bp o portar genotipo 106bp incrementa el riesgo

No se rechaza la hipotesis de independencia (Chi-cuadrado <0,001; p-valor
0,989). No hay evidencias de que portar el alelo 90bp o equivalentemente el genotipo

106bp incremente el riesgo de padecer cancer de pulmon.

v Modelo multiplicativo

Tabla 89. Tabla de contingencia de los alelos del intron 3 de p53

segun grupo experimental caso o control de 65 arios 0 mas.

P53 intron 3

106bp 90bp

44 (14,76%) 254 (85,23%) | 298 (100%)

50 (16,55%)
94

252 (83,45%) 302 (100%)

506 600

(p<0,05)

No se rechaza la hipotesis de independencia.(Chi-cuadrado 0,364; p valor 0,546)
No hay evidencias de que portar un determinado alelo en este SNP incremente en riesgo

de padecer cancer de pulmoén.
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v' Modelo aditivo
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Utilizando el Tests de Cochran Armitage, no se rechaza la hipotesis de que los

heterocigotos tengan la mitad de riesgo de los homocigotos (Cochran Armitage -1,4085;

p valor 0,1590).

2.2.2.- CONTROLES CON MENOS DE 65 ANOS

I.- P53 Exon 4

v' Modelo general

Tabla 90. Tabla de contingencia de los genotipos del codon 72 de p53

segun grupo experimental caso o control de menos de 65 arios.

Grupo

Caso

P53

Arg/Arg

Pro/Pro

Arg/Pro

77 (51,67%)

35 (23,48%)

37 (24,83%)

149 (100%)

Control

77 (49,67%)

15 (9,67%)

63 (40,64%)

155 (100%)

Total

(p<0,05)

154

50

100

304

Se rechaza la hipotesis de independencia (Chi-cuadrado 14,647; p valor 0,001)

Para medir la asociacion utilizamos las odds ratio parciales:

Resultan significativas las tres comparaciones. Es 2,331 veces mds probable

encontrar el genotipo Pro/Pro en lugar de Arg/Arg entre los casos con cancer. Es 1,703

veces mas probable encontrar el genotipo Arg/Arg en lugar de Arg/Pro entre los casos

con cancer (estamos al borde de la significacion). Es 3,973 veces mas probable

encontrar el genotipo Pro/Pro en lugar de Arg/Pro entre los casos con céancer.

v' Modelo dominante / Modelo recesivo

- Hipotesis 1: portar alelo Arg o portar genotipo Pro/Pro incrementa el riesgo
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Se rechaza la hipdtesis de independencia (Chi-cuadrado 10,547; p-valor 0,001).

Para cuantificar el riesgo utilizamos la odds ratio:

Si consideramos el modelo dominante, ser portador de Arg es un factor de
proteccion o equivalentemente en el modelo recesivo, ser portador del genotipo Pro/Pro
es un factor de riesgo. Es 2,865 veces mas probable encontrar el genotipo Pro/Pro entre

los casos de cancer.
- Hipotesis 2: portar alelo Pro o portar genotipo Arg/Arg incrementa el riesgo

No se rechaza la hipotesis de independencia (Chi-cuadrado 0,122; p-valor 0,727).
No hay evidencias de que portar el alelo Pro o equivalentemente el genotipo Arg/Arg

incremente el riesgo de padecer cancer de pulmoén.

v Modelo multiplicativo

No hay equilibrio en la muestra de los casos, por lo que no se prueba con este
modelo.

v' Modelo aditivo

Utilizando el Tests de Cochran Armitage, no se rechaza la hipotesis de que los
heterocigotos tengan la mitad de riesgo de los homocigotos (Cochran Armitage -1,7316;

p valor 0,0833).

11.- P53 intron 3

Recordar que en este SNP en la muestra de controles con menos de 65 afios no se

verifica el equilibrio de Hardy — Weinberg.
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v' Modelo general

Tabla 91. Estimacion de las Odds ratio parciales de los diferentes genotipos del codon 72

de p53 segun grupo experimental caso o control de menos de 65 arios.

Intervalo de confianza al 95%

Inferior Superior

0dds ratio (Caso / Control) 217 ,848

Arg/Arg vs Pro/Pro

N de casos vilidos

0dds ratio (Caso / Control) 1,018 2,848

Arg/Arg vs Arg/Pro
N de casos vilidos

0dds ratio (Caso / Control) 1,918 8,232

Pro/Pro vs Arg/Pro
N de casos vilidos

Tabla 92. Estimacion de la odds-ratio para el alelo Arg del codon 72

de p53 en los controles menores de 65 anos

Intervalo de confianza al 95%

Inferior Superior

0dds ratio (Caso / Control) ,182 ,671

N de casos vilidos

Tabla 93. Tabla de contingencia de los genotipos del intron 3 de p53
segun grupo experimental caso o control de menos de 65 arios.

P53 intron 3

106bp 90bp 106+90bp

Caso 2 (1,34%) 107 (71,81%) | 40 (26,84%) | 149 (100%)

Grupo
Control 11 (70,96%) | 104 (67,09%) | 40 (25,80%) | 155 (100%)

13 211 80 304

(p<0,05)
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Tabla 94. Estimacion de las Odds ratio parciales de los diferentes genotipos del intron 3

de p53 segun grupo experimental caso o control de 65 afios o mas.

Intervalo de confianza 95%

Inferior Superior

0dds ratio (Caso / Control) ,038 ,817

106bp vs 90bp

N de casos vilidos

0dds ratio (Caso / Control) ,038 ,873

106bp vs 106+90bp
N de casos vilidos

Odds ratio (Caso / Control) ,615 1,721

90bp vs 106+90bp
N de casos vilidos

Se rechaza la hipotesis de independencia (Chi-cuadrado 6,157; p valor 0,046).

Para medir la asociacion utilizamos las odds ratio parciales.

Resultan significativas las comparaciones entre 106bp y el resto, parece que portar
el genotipo 106bp disminuye el riesgo de padecer cancer de pulmén. Es 5,650 veces
mas probable encontrar el genotipo 90bp en lugar de 106bp entre los casos con cancer.
Es 5,495 veces mas probable encontrar el genotipo 106+90bp en lugar de 106bp entre

los casos con cancer.

v' Modelo dominante/Modelo recesivo

- Hipotesis 1: portar alelo 106 bp o portar genotipo 90bp incrementa el riesgo

No se rechaza la hipotesis de independencia (Chi-cuadrado 0,796; p-valor 0,372).
No hay evidencias de que portar el alelo 106bp o equivalentemente el genotipo 90 bp

incremente el riesgo de padecer cancer de pulmon.
- Hipotesis 2: portar alelo 90bp o portar genotipo 106bp incrementa el riesgo

Se rechaza la hipétesis de independencia (Chi-cuadrado 6,146; p-valor 0,013).

Para cuantificar el riesgo utilizamos la odds ratio:
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Tabla 95. Estimacion de la odds-ratio para el alelo 90bp del intron 3 de p53

en controles menores de 65 arios

Intervalo de confianza al 95%

Inferior Superior

Odds ratio (Caso / Control) ,039 ,818

N de casos vilidos

Si consideramos el modelo dominante, ser portador de 90bp es un factor de riesgo
o equivalentemente en el modelo recesivo, ser portador del genotipo 106bp es un factor
de proteccion. Es 5,618 veces mas probable encontrar los genotipos 90bp y 106+90bp

entre los casos de cancer.

v Modelo multiplicativo

No hay equilibrio en la muestra de los controles, por lo que no se prueba con este

modelo.

v' Modelo aditivo

Utilizando el Tests de Cochran Armitage, no se rechaza la hipotesis de que los
heterocigotos tengan la mitad de riesgo de los homocigotos (Cochran Armitage -1,1673;

p valor 0,2431).

2.2.3.- CONTROLES TOTALES

Consideramos los dos grupos control (menores de 65 y mayores o igual a 65 afios)

como un unico grupo de controles.

I.- P53 codon 72

v' Modelo general
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Tabla 96. Tabla de contingencia de los genotipos del codon 72 de p53 segun grupo

Caso
Grupo

experimental caso o control.

P53

Arg/Arg

Pro/Pro

Arg/Pro

Total

77 (51,67%)

35 (23,48%)

37 (24,83%)

149 (100%)

Control

167 (54,57%)

30 (9,8%)

109 (35,62%)

306 (100%)

Total

(p<0,05)

244

65

146

455

Se rechaza la hipotesis de independencia (Chi-cuadrado 16,930; p valor <0,001)

Para medir la asociacion utilizamos las odds ratio parciales:

Tabla 97. Estimacion de las Odds ratio parciales de los diferentes genotipos del codon 72 de

Arg/Arg vs Pro/Pro

P33 segun grupo experimental caso.

Odds ratio (Caso / Control)

Intervalo de confianza 95%

Inferior

Superior

,226

,690

N de casos vilidos

Arg/Arg vs Arg/Pro

Odds ratio (Caso / Control)

,857

2,153

N de casos vilidos

Pro/Pro vs Arg/Pro

Odds ratio (Caso / Control)

1,860

6,350

N de casos vilidos

Resultan significativas las comparaciones en las que interviene el genotipo

Pro/Pro respecto al resto, parece que es mas frecuente encontrar el genotipo Pro/Pro

entre casos con cancer. Es 2,532 veces mds probable encontrar el genotipo Pro/Pro en

lugar de Arg/Arg entre los casos con cancer. Es 3,437 veces mas probable encontrar el

genotipo Pro/Pro en lugar de Arg/Pro entre los casos con cancer.
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v' Modelo dominante/Modelo recesivo

- Hipotesis 1: portar alelo Arg o portar genotipo Pro/Pro incrementa el riesgo
Se rechaza la hipdtesis de independencia (Chi-cuadrado 15,328; p-valor 0,001).

Para cuantificar el riesgo utilizamos la odds ratio:

Tabla 98. Estimacion de la odds-ratio para el alelo Arg del codon 72

de p53 en los controles totales

Intervalo de confianza al 95%

Inferior Superior

,208 ,604

Odds ratio (Caso / Control)

N°de casos validos

Si consideramos el modelo dominante, ser portador de Arg es un factor de
proteccion o equivalentemente en el modelo recesivo, ser portador del genotipo Pro/Pro
es un factor de riesgo. Es 2,845 veces mas probable encontrar el genotipo Pro/Pro entre

los casos de cancer.

- Hipotesis 2: portar alelo Pro o portar genotipo Arg/Arg incrementa el riesgo

No se rechaza la hipotesis de independencia (Chi-cuadrado 0,338; p-valor 0,561).
No hay evidencias de que portar el alelo Pro o equivalentemente el genotipo Arg/Arg

incremente el riesgo de padecer cancer de pulmoén.

v Modelo multiplicativo
No hay equilibrio en la muestra de los casos, por lo que no se prueba este modelo.
V' Modelo aditivo

Utilizando el Tests de Cochran Armitage, no se rechaza la hipotesis de que los
heterocigotos tengan la mitad de riesgo de los homocigotos (Cochran Armitage -0,8773;

p valor 0,3803).
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II.- P53 intron 3

Recordar que en este SNP en la muestra de controles con menos de 65 afios no se

verifica el equilibrio de Hardy—Weinberg.

Tabla 99. Tabla de contingencia de los genotipos del intron 3 de p53 segun grupo experimental

caso o control de 65 arios o mads.

P53 intron 3

Total

106bp 90bp 106+90bp

Caso 2 (1,34%) 107 (71,81%) 40 (26,84%) | 149 (100%)

Control | 2 (1,32%) 103 (68,21%) 46 (30,46%) | 151 (100%)

4 210 86 300

(p<0,05)

No se rechaza la hipdtesis de independencia (Fisher 0,607; p valor 0,820). No hay
evidencias de que exista una asociacion entre desarrollar cancer de pulmoén y ser

portador de un genotipo especifico en este SNP.

v' Modelo dominante/Modelo recesivo

- Hipotesis 1: portar alelo 106 bp o portar genotipo 90bp incrementa el riesgo

No se rechaza la hipotesis de independencia (Chi-cuadrado 0,813; p-valor 0,367).
No hay evidencias de que portar el alelo 106bp o equivalentemente el genotipo 90 bp

incremente el riesgo de padecer cancer de pulmon.

- Hipotesis 2: portar alelo 90bp o portar genotipo 106bp incrementa el riesgo

No se rechaza la hipotesis de independencia (Chi-cuadrado 2,655; p-valor 0,103).
No hay evidencias de que portar el alelo 90bp o equivalentemente el genotipo 106bp

incremente el riesgo de padecer cancer de pulmon.
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Tabla 100. Tabla de contingencia de los alelos del intron 3

de p53 segun grupo experimental caso o control.

P53 intron 3

Total

106bp

90bp

Caso

Control

44 (14,76%)

112 (18,3%)

254 (85,24%)
500 (81,7%)

298 (100%)

612 (100%)

(p<0,05)

156

754

910

No se rechaza la hipotesis de independencia.(Chi-cuadrado 1,764; p valor 0,184)

No hay evidencias de que portar un determinado alelo en este SNP incremente en riesgo

de padecer cancer de pulmoén.

v' Modelo aditivo

Utilizando el Tests de Cochran Armitage, no se rechaza la hipotesis de que los

heterocigotos tengan la mitad de riesgo de los homocigotos (Cochran Armitage —

0,3295; p valor 0,7418).
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2.3.- REGRESION LOGISTICA

Una manera mas “sofisticada” de ver si existe o no asociacion entre la enfermedad
y el SNP es ajustar un modelo de regresion logistica. Aporta beneficios a la hora de

considerar varios SNP a la vez o incluir covariables.

2.3.1.- CONTROLES CON 65 ANOS O MAS
I.- ERCC1

Tabla 101. Ajuste del modelo de regresion logistica para explicar la probabilidad de desarrollar

cancer en funcion de los diferentes genotipos de ERCCI en los controles de 65 aiios 6 mas

1.C. 95,0% para O.R.

Inferior Superior

ERCCI

ERCCI(1)

ERCCI(2)

Constante

Ajustando el modelo de regresion logistica el TRV no es significativo (chi-
cuadrado 0,321; p-valor = 0,852), es decir que no rechazamos la hipotesis de que los 3
coeficientes sean iguales y en consecuencia podemos suponer que individuos con

distinto genotipos en ERCCI1 tienen el mismo riesgo de padecer cancer de pulmon.

B, no es significativamente distinta de 0 (p-valor = 0,860). Su exp es menor que

1, es decir que tener A/G en ERCCI1 es un factor de proteccion frente al cancer de

pulmoén, aunque no es significativo.

Bi no es significativamente distinto de 0 (p-valor = 0,751). La odds-ratio respecto
de ser heterocigoto es 1,083, es decir pacientes con A/A tienen mas riesgo de padecer

cancer de pulmon que los pacientes portadores de A/G, pero no es estadisticamente

significativo (IC 95% 0,660 ; 1,777).

Estudio de los polimorfismos de genes reparadores en poblacion fumadora con y sin cincer de pulmon

138



Universidad de Salamanca Capitulo 4, RESULTADOS

B, no es significativamente distinto de 0 (p-valor = 0,737). La odds-ratio respecto

g p P
de ser heterocigoto es ,884, es decir pacientes con G/G tienen mas riesgo de padecer
cancer de pulmon que los pacientes portadores de A/G, pero no es estadisticamente

significativo (IC 95% 0,431 ; 1,814).
En conclusion, ERCCI no presenta asociacion con el cancer de pulmon.
II.- XRCC1

Tabla 102. Ajuste del modelo de regresion logistica para explicar la probabilidad de desarrollar

cancer en funcion de los diferentes genotipos de XRCCI en los controles de 65 arios 6 mds

1.C. 95,0% para O.R.

Inferior | Superior

XRCC1
XRCCI(1) ,484 1,294
XRCC1(2) ,496 2,366

Constante

Ajustando el modelo de regresion logistica el TRV es significativo (chi-cuadrado
1,109; p-valor = 0,574), es decir que no rechazamos la hipdtesis de que los 3
coeficientes sean iguales y en consecuencia podemos suponer que individuos con

distinto genotipos en XRCCI1 tienen el mismo riesgo de padecer cancer de pulmon.

Bo no es significativamente distinta de 0 (p-valor = 0,499). Su exp es mayor que
1, es decir que tener C/T en XRCCl1 es un factor de riesgo frente al cancer de pulmon,

aunque no es significativo.

Bi no es significativamente distinto de 0 (p-valor = 0,351). La odds-ratio respecto
de ser heterocigoto es 0,791, es decir pacientes con C/C tienen menos riesgo de padecer
cancer de pulmén que los pacientes portadores de C/T, pero no es estadisticamente
significativo (IC 95% 0,484 ; 1,294).
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B2 1o es significativamente distinto de 0 (p-valor = 0,841). La odds-ratio respecto
de ser heterocigoto es 1,083, es decir pacientes con T/T tienen mas riesgo de padecer

cancer de pulmén que los pacientes portadores de C/T, pero no es estadisticamente

significativo (IC 95% 0,496 ; 2,366).
En conclusiéon, XRCCI no presenta asociacion con el cancer de pulmon.

II1.- P53 codon 72

Recordar que en este SNP en la muestra de controles con 65 afios 0 mas no se

verifica el equilibrio de Hardy — Weinberg.

Tabla 103. Ajuste del modelo de regresion logistica para explicar la probabilidad de desarrollar

cancer en funcion de los diferentes genotipos del codon 72 de p53 en los controles de 65 afios 6 mas

1.C. 95,0% para O.R.

Inferior | Superior

p33
p33(D)
p33(2)

Constante

Ajustando el modelo de regresion logistica el TRV es significativo (chi-cuadrado
9,463; p-valor = 0,009), es decir que rechazamos la hip6tesis de que los 3 coeficientes
sean iguales y en consecuencia que individuos con distinto genotipos en P53 tengan el

mismo riesgo de padecer cancer de pulmon.

B, no es significativamente distinta de 0 (p-valor = 0,324). Su exp es menor que

1, es decir que tener Arg/Pro en P53 es un factor de proteccion frente al cancer de

pulmoén, aunque no es significativo.
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[, no es significativamente distinto de 0 (p-valor = 0,819). La odds-ratio

respecto de ser heterocigoto es 1,064, es decir pacientes con Arg/Arg tienen mas riesgo
de padecer cancer de pulmoén que los pacientes portadores de Arg/Pro, pero no es

estadisticamente significativo (IC 95% 0,627 ; 1,805).

Bz es significativamente distinto de 0 (p-valor = 0,005). La odds-ratio respecto de
ser heterocigoto es 2,901, es decir pacientes con Pro/Pro tienen mas riesgo de padecer
cancer de pulmon que los pacientes portadores de Arg/Pro. Este incremento de riesgo es

estadisticamente significativo (IC 95% 1,379 ; 6,103).

En conclusion, P53 presenta asociacion con el cancer de pulmoén. Ser portador de

Pro/Pro es un factor de riesgo.

IV.- P53 intron 3

Tabla 104. Ajuste del modelo de regresion logistica para explicar la probabilidad de desarrollar

cancer en funcion de los diferentes genotipos del intron 3 de p53 en los controles de 65 afios 6 mas

1.C. 95,0% para O.R.

Inferior | Superior

pi3 I3

p53_I3(1)

P53 I3(2)

Constante

Ajustando el modelo de regresion logistica el TRV no es significativo (chi-
cuadrado 0,481; p-valor = 0,786), es decir que no rechazamos la hipotesis de que los 3
coeficientes sean iguales y en consecuencia podemos suponer que individuos con
distinto genotipos en el P53 Intron 3 tienen el mismo riesgo de padecer cancer de

pulmon.
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B, no es significativamente distinta de 0 (p-valor = 0,518). Su exp es menor que

1, es decir que tener 106+90bp en P53 intron 3, es un factor de proteccion frente al

cancer de pulmon.

[, no es significativamente distinto de 0 (p-valor = 0,891). La odds-ratio respecto

de ser heterocigoto es 1,150, es decir pacientes con 106bp tienen mas riesgo de padecer
cancer de pulmén que los pacientes portadores de 106+90bp, pero no es

estadisticamente significativo (IC 95% 0,155 ; 8,542).

[, no es significativamente distinto de 0 (p-valor = 0,488). La odds-ratio respecto

de ser heterocigoto es 1,195, es decir pacientes con 90bp tienen mas riesgo de padecer
cancer de pulmén que los pacientes portadores de 106+90bp, pero no es

estadisticamente significativo (IC 95% 0,723 ; 1,975).

En conclusion, P53 Intron 3 no presenta asociacion con el cancer de pulmoén.
2.3.2.- CONTROLES CON MENOS DE 65 ANOS

I.- P53 codon 72

Tabla 105. Ajuste del modelo de regresion logistica para explicar la probabilidad de desarrollar cancer

en funcion de los diferentes genotipos del codon 72 de p53 en los controles menores de 65 anios.

LC. 95,0% para O.R.

Inferior Superior

p33
p33(D)
p33(2)

Constante

1,018 2,848

1,918 8,232

Ajustando el modelo de regresion logistica el TRV es significativo (chi-cuadrado

13,970; p-valor = 0,001), es decir que rechazamos la hipotesis de que los 3 coeficientes
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sean iguales y en consecuencia que individuos con distinto genotipos en P53 tengan el

mismo riesgo de padecer cancer de pulmon.

B, es significativamente distinta de 0 (p-valor < 0,010). Su exp es menor que 1,

es decir que tener Arg/Pro en P53 es un factor de proteccion frente al cancer de pulmon.

B es significativamente distinto de 0 (p-valor = 0,043). La odds-ratio respecto de
ser heterocigoto es 1,703, es decir pacientes con Arg/Arg tienen mas riesgo de padecer
cancer de pulmén que los pacientes portadores de Arg/Pro. Este incremento de riesgo es

estadisticamente significativo (IC 95% 1,018 ; 2,848).

Br es significativamente distinto de 0 (p-valor < 0,001). La odds-ratio respecto de
ser heterocigoto es 3,973, es decir pacientes con Pro/Pro tienen mas riesgo de padecer
cancer de pulmén que los pacientes portadores de Arg/Pro. Este incremento de riesgo es
estadisticamente significativo (IC 95% 1,918 ; 8,232).

En conclusion, P53 presenta asociacion con el cancer de pulmon. Ser hetorocigoto en
P53 es un factor de proteccion y ser homocigoto, en cualquiera de los dos casos, es un

factor de riesgo.

1I.- P53 intron 3

Recordar que en este SNP en la muestra de controles con menos de 65 afios no se

verifica el equilibrio de Hardy—Weinberg.

Tabla 106. Ajuste del modelo de regresion logistica para explicar la probabilidad de desarrollar cancer en
funcion de los diferentes genotipos del intron 3 de p53 en los controles menores de 65 afios.

1.C. 95,0% para O.R.

Inferior | Superior

p53 13
P53 I3(1) ,038 873

P53 13(2) 615 1,721

Constante
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Ajustando el modelo de regresion logistica el TRV no es significativo (chi-
cuadrado 4,935; p-valor = 0,085), es decir que no rechazamos la hipotesis de que los 3
coeficientes sean iguales y en consecuencia podemos suponer que individuos con
distinto genotipos en el P53 Intron 3 tienen el mismo riesgo de padecer cancer de

pulmon.

B, no es significativamente distinta de 0 (p-valor = 1,000). Su exp es 1, es decir

que individuos con 106+90bp en P53 intron 3 tienen la misma probabilidad de enfermar

que de no hacerlo.

B, es significativamente distinto de 0 (p-valor = 0,033). La odds-ratio respecto de

ser heterocigoto es 0,182, es decir pacientes con 106bp tienen menos riesgo de padecer
cancer de pulmdén que los pacientes portadores de 106+90bp. Este incremento es

estadisticamente significativo (IC 95% 0,038 ; 0,873).

[, no es significativamente distinto de 0 (p-valor = 0,914). La odds-ratio respecto

de ser heterocigoto es 1,029, es decir pacientes con 90bp tienen mas riesgo de padecer
cancer de pulmén que los pacientes portadores de 106+90bp, pero no es

estadisticamente significativo (IC 95% 0,615 ; 1,721).

En conclusion, P53 Intron 3 no presenta asociacion con el cancer de pulmoén, sin
embargo, pacientes que portan 106bp tienen significativamente menos riesgo que
pacientes con 106+90bp. Hay que ser muy cautelosos con este resultado puesto que s6lo

hay 13 individuos portadores de 106bp.
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2.3.3.- CONTROLES TOTALES

Consideramos los dos grupos control (menores de 65 y mayores o igual a 65 afios)

como un unico grupo de controles.

I.- PS3

Tabla 107. Ajuste del modelo de regresion logistica para explicar la probabilidad de desarrollar cancer
en funcion de los diferentes genotipos del codon 72 de p53 en todos los controles.

1.C. 95,0% para O.R.

Inferior | Superior

p33
p33(D)

p33(2)

Constante

Ajustando el modelo de regresion logistica el TRV es significativo (chi-cuadrado
16,069; p-valor < 0,001), es decir que se rechaza la hipotesis de que los 3 coeficientes
sean iguales y en consecuencia que individuos con distinto genotipos tengan el mismo

riesgo de padecer cancer de pulmon.

B, es significativamente distinta de 0 (p-valor < 0,001). Su exp es menor que 1,

es decir que tener Arg/Pro en P53 es un factor de proteccion frente al cancer de pulmon.

[, no es significativamente distinto de 0 (p-valor = 0,192). La odds-ratio respecto

de ser heterocigoto es 1,358, es decir pacientes con Arg/Arg tiene mas riesgo de padecer
cancer de pulmdn que los pacientes portadores de Arg/Pro, pero no es estadisticamente

significativo (IC 95% 0,857 ; 2,153).

[, es significativamente distinto de 0 (p-valor < 0,001). La odds-ratio respecto de
ser heterocigoto es 3,437, es decir pacientes con Pro/Pro tienen mas riesgo de padecer
cancer de pulmén que los pacientes portadores de Arg/Pro. Este incremento de riesgo es
estadisticamente significativo (IC 95% 1,860 ; 6,350).
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En conclusion, P53 presenta asociacion con el cancer de pulmdn. Ser hetorocigoto

en P53 es un factor de proteccion y ser portador de Pro/Pro es un factor de riesgo.

1I.- P53 intron 3

Recordar que en este SNP en la muestra de controles con menos de 65 afios no se

verifica el equilibrio de Hardy — Weinberg.

Tabla 108. Ajuste del modelo de regresion logistica para explicar la probabilidad de desarrollar cancer
en funcion de los diferentes genotipos del intron 3 de p53 en todos los controles.

1.C. 95,0% para O.R.

Inferior | Superior

p53 I3

p53_I3(1)

P53 I3(2)

Constante

Ajustando el modelo de regresion logistica el TRV no es significativo (chi-
cuadrado 2,601; p-valor = 0,272), es decir que no rechazamos la hipotesis de que los 3
coeficientes sean iguales y en consecuencia podemos suponer que individuos con
distinto genotipos en el P53 Intron 3 tienen el mismo riesgo de padecer cancer de

pulmon.

B, es significativamente distinta de 0 (p-valor < 0,001). Su exp es menor que 1,

es decir que tener 106+90bp en P53 intron 3, es un factor de proteccion frente al cancer

de pulmoén.

[, no es significativamente distinto de 0 (p-valor = 0,158). La odds-ratio respecto

de ser heterocigoto es 0,331, es decir pacientes con 106bp tiene menos riesgo de
padecer cancer de pulmon que los pacientes portadores de 106+90bp, pero no es

estadisticamente significativo (IC 95% 0,071 ; 1,536).
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B, no es significativamente distinto de 0 (p-valor = 0,639). La odds-ratio

respecto de ser heterocigoto es 1,111, es decir pacientes con 90bp tienen mas riesgo de
padecer cancer de pulmon que los pacientes portadores de 106+90bp, pero no es

estadisticamente significativo (IC 95% 0,714 ; 1,729).
En conclusion, P53 Intron 3 no presenta asociacion con el cancer de pulmoén.

2.4.- TEST DE ASOCIACION: MULTIPLES SNP

Analizar la asociaciéon de cada uno de los SNP por separado puede ocultar
informacion acerca de su distribucion conjunta. Por ello se analiza la asociacion entre la
enfermedad y todos los SNP. Ajustamos un modelo de regresion logistica para todos los
SNP a la vez incluyendo las interacciones entre los mismos, y empleamos un
procedimiento de seleccion “stepwise” para determinar que SNP estan mas relaciones

con el hecho de padecer o no cancer de pulmon.

2.4.1.- SOLO VARIABLES GENETICAS

2.4.1.1.- CONTROLES CON 65 ANOS 0 MAS
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Tabla 109. Ajuste del modelo de regresion logistica completo en el grupo control de 65 atios o mds

ERCCI1
ERCCI(1)
ERCCI1(2)

I1.C. 95,0% para O.R.

Inf. Sup.

,662
1,040

,134 1,796
,025 1,494

XRCC1
XRCCI(1)
XRCC1(2)

,649
1,930

,286 3,643
279,49

P53
P53(1)
P53(2)

,702
915

4,276
14,134

P53i3
P53i3(1)
P53i3(2)

1,503
,648

71,661
5,401

ERCCI *XRCCI1

ERCCI(1) by XRCCI(1)
ERCCI(1) by XRCC1(2)
ERCCI1(2) by XRCCI(1)
ERCCI1(2) by XRCC1(2)

,583
954
934
1,638

3,186
4,567
6,986
37,054

ERCCI * P53

ERCCI(1) by P53(1)
ERCCI(I) by P53(2)
ERCCI(2) by P53(1)
ERCCI(2) by P53(2)

,669

915

1,100
17729,597

6,474
7,375
18,024

ERCCI * P53i3
ERCCI(1) by P53i3(2)
ERCCI1(2) by P53i3(2)

,652
1,227

XRCCI * P53

XRCCI(1) by P53(1)
XRCCI(1) by P53(2)
XRCCI1(2) by P53(1)
XRCCI(2) by P53(2)

,672

1,026
1,319
1,766

XRCCI * P53i3
XRCCI(1) by P53i3(2)
XRCCI1(2) by P53i3(2)

,653
1,537

P53 *p53_i3

p53(1) by p53_i3(1)
P53(2) by p53_i3(1)
P53(2) by p53_i3(2)

40192,970
,699
1,010

Constante

,540
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Ninguna de las variables resulta estadisticamente significativa a la hora de

explicar si un individuo desarrolla o no cancer de pulmon.

Cuanto planteamos el procedimiento stepwise, el modelo se ajusta en 1 paso y se

incluye el SNP P53. Se obtiene el modelo representado en la siguiente tabla:

Tabla 110. Ajuste del modelo de regresion logistica a partir de la introduccion/eliminacion
progresiva (Procedimiento stepwise) de los distintos polimorfismos
del codon 72 de p53 en controles con 65 arios o mas

L.C. 95,0% para O.R.

Inferior Superior

D53
p33(1)

p33(2)

Constante

Este modelo pone de manifiesto que portar el genotipo Pro/Pro en el SNP P53,

aumenta significativamente el riesgo de padecer cancer de pulmon.

Tomando como punto de corte el 50% (si un paciente tiene un riesgo pronosticado
>50% se considera que el modelo pronostica que desarrollard el cancer), el modelo

establecido clasifica a los pacientes segun la tabla siguiente:

Tabla 111. Tabla de validez interna de los controles con 65 arios 0 mas

Pronosticado

Porcentaje
correcto

Observado Desarrolla cancer de pulmon

No Si

15 90,1

Desarrolla ciancer
de pulmon

35 23,5

Porcentaje global 57,0

Estudio de los polimorfismos de genes reparadores en poblacion fumadora con y sin cancer de pulmon

149



Universidad de Salamanca Capitulo 4, RESULTADOS

El modelo clasifica bien al 57% de los pacientes, el 90,1% de los pacientes control
son bien clasificados (especificidad) y s6lo el 23,5% de los casos se clasifican bien
(sensibilidad). Esto pone de manifiesto que este modelo no es una buena herramienta de

clasificacion, especialmente para detectar el desarrollo de la enfermedad.

2.4.1.2.- CONTROLES MENORES DE 65 ANOS

Tabla 112. Ajuste del modelo de regresion logistica completo en el grupo control de
menos de 65 arios

LC. 95,0% para O.R.

Inferior Superior

D53

p33()

p33(2)

p53_i3

p53.i3(1) 14210,361

p53_i3(2) 429

P53 *p53 i3

p53(1) by p53_i3(1) 42631,082

p53(1) by p53_i3(2) 626

P53(2) by p53_i3(1) 14210,361

P53(2) by p53_i3(2) 794

Constante ,323

Ninguna de las variables resulta estadisticamente significativa a la hora de
explicar si un individuo desarrolla o no cancer de pulmon. Cuanto planteamos el
procedimiento stepwise, el modelo se ajusta en 2 pasos y se incluyen los dos SNP: P53

codon 72 y P53 intron 3. Obtenemos el modelo:
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Tabla 113. Ajuste del modelo de regresion logistica a partir de la introduccion/eliminacion
progresiva (Procedimiento stepwise) de los distintos polimorfismos
del codon 72 y el intron 3 de p53 en controles menores de 65 arios

LC. 95,0% para O.R.

Inferior | Superior

D53

p33()

p33(2)

P53i3

P53i3(1)

P53i3(2)

Constante

Este modelo pone de manifiesto que

« Portar el genotipo Pro/Pro en el SNP P53, aumenta significativamente el riesgo de

padecer cancer de pulmon.

« Portar el genotipo 106bp en el SNP P53 Intron 3, disminuye significativamente el

riesgo de padecer cancer de pulmon.

Tomando como punto de corte el 50% (si un paciente tiene un riesgo pronosticado

>50% se considera que el modelo pronostica que desarrollard el cancer), el modelo

establecido clasifica a los pacientes segun la tabla:

Tabla 114. Tabla de validez interna de los controles menores de 65 arios

Pronosticado

Observado

Desarrolla cancer de pulmon

No

Si

Porcentaje
correcto

Desarrolla

66

&9

42,6

cdancer de pulmon

39

73,8

Porcentaje global

57,9
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El modelo clasifica bien al 57,9% de los pacientes, el 42,6% de los pacientes
control son bien clasificados (especificidad) y el 73,8% de los casos se clasifican bien

(sensibilidad).

2.4.1.3.- CONTROLES TOTALES

Tabla 115. Ajuste del modelo de regresion logistica completo en el grupo control total

LC. 95,0% para O.R.

Inferior | Superior

D53
p33(1)

p33(2)

p53_i3
p53_i3(1) 14210,36

p53.i3(2) ,387

p53 *p53_ i3

p53(1) by p53_i3(1) 31775,33

p53(1) by p53_i3(2) ,547

P53(2) by p53_i3(1) 14210,36

P53(2) by p53_i3(2) ,659

Constante ,286

Salvo la constante ninguna de las variables resulta estadisticamente significativa a
la hora de explicar si un individuo desarrolla o no cancer de pulmon. Cuanto planteamos
el procedimiento stepwise, el modelo se ajusta en 1 paso y la Unica variable que

interviene es el SNP P53. Obtenemos el modelo:
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Tabla 116. Ajuste del modelo de regresion logistica a partir de la introduccion/eliminacion progresiva
(Procedimiento stepwise) de los distintos polimorfismos del codon 72 de p53 en el grupo control total

LC. 95,0% para O.R.

Inferior Superior

D53

p33()

p33(2)

Constante

Este modelo pone de manifiesto que portar el genotipo Pro/Pro en el SNP P53,

aumenta significativamente el riesgo de padecer cancer de pulmon.

Tomando como punto de corte el 50% (si un paciente tiene un riesgo pronosticado

>50% se considera que el modelo pronostica que desarrollard el cancer), el modelo

establecido clasifica a los pacientes segun la tabla siguiente:

Tabla 117. Tabla de validez interna de grupo control total

Observado

Pronosticado

Desarrolla cancer de pulmon

Porcentaje
correcto

No Si

Desarrolla

30

90,2

cdancer de pulmon

35

23,5

Porcentaje global

68,4

El modelo clasifica bien al 68,4% de los pacientes, el 90,2% de los pacientes

control son bien clasificados (especificidad) y sélo el 23,5% de los casos se clasifican

bien (sensibilidad). Esto pone de manifiesto que este modelo no es una buena

herramienta de clasificacion, especialmente para detectar el desarrollo de la enfermedad.
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2.4.2.- INCLUYENDO VARIABLES NO GENETICAS

2.4.2.1.- RELACION ENTRE LAS VARIABLES NO GENETICAS CON LOS SNP

I.- ERCC1
v' Edad

Tabla 118. Tabla de contingencia segun intervalos de edad y los genotipos de ERCCI

<40

ERCCI

A/A

G/G

A/G

1 (50%)

0 (0%)

1 (50%)

2 (100%)

[40,50)

8 (53,3%)

2 (13,3%)

5(33,3%)

15 (100%)

[50,65)

17 (34,69%)

3 (6,12%)

29 (59,18%)

49 (100%)

[65,75)

52 (46,84%)

16 (14,41%)

43 (38,73%)

111 (100%)

44 (39,63%)

17 (15,34%)

50 (45%)

111 (100%)

(p<0,05)

122

38

128

288 (100%)

No se rechaza la hipdtesis de independencia (Razén de verosimilitud 8,682; p

valor 0,370). No hay evidencias de que exista una asociacion entre el grupo de edad y

ser portador de un genotipo especifico en este SNP.

v’ Niimero de paquetes/dia

Tabla 119. Tabla de contingencia segun numero de paquetes/dia y los genotipos de ERCC1

Pagq./dia

ERCCI

A/A

G/G

A/G

63 (42%)

22 (14,66%)

65 (43,33%)

150 (100%)

60 (43,16%)

17 (12,23%)

62 (44,6%)

139 (100%)

(p<0,05)

Total

123

39

127

289

Estudio de los polimorfismos de genes reparadores en poblacion fumadora con y sin cancer de pulmon

154



Universidad de Salamanca

Capitulo 4. RESULTADOS

No se rechaza la hipdtesis de independencia (Chi-cuadrado 0,367; p valor 0,832).

No hay evidencias de que exista una asociacion entre el nimero de paquetes fumados al

dia y ser portador de un genotipo especifico en este SNP.

v’ Nimero de aiios fumando

Tabla 120. Tabla de contingencia segun numero de arios fumando y los genotipos de ERCC1

Afios

<38 aiios

ERCCI

A/A

G/G

A/G

39 (39%)

14 (14%)

47 (47%)

100 (100%)

fumando

>38 aiios

84 (44,21%)

25 (13,15%)

81 (42,63%)

190 (100%)

(p<0,05)

Total

123

39

128

290

No se rechaza la hipotesis de independencia (Chi-cuadrado 0,737; p valor 0,692).

No hay evidencias de que exista una asociacion entre el nimero de afios fumados y ser

portador de un genotipo especifico en este SNP.

I1.- XRCC1

v’ Edad

Tabla 121. Tabla de contingencia segun intervalos de edad y los genotipos de XRCC1

<40

cc

T

T

1 (50%)

0 (0%)

1 (50%)

2 (100%)

[40,50)

6 (40%)

0 (0%)

9 (60%)

15 (100%)

Edad

[50,65)

21 (41,17%)

4 (7,8%)

26 (51%)

51 (100%)

[65,75)

40 (36%)

18 (16,21%)

53 (47,75%)

111 (100%)

275

49 (45,8%)

9 (8,4%)

49 (45,8%)

107 (100%)

(p<0,05)

117

31

138

286
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No se rechaza la hipdtesis de independencia (Razén de verosimilitud 0,282; p
valor 0,319). No hay evidencias de que exista una asociacion entre el grupo de edad y

ser portador de un genotipo especifico en este SNP.

v’ Niimero de paquetes/dia

Tabla 122. Tabla de contingencia segun numero de paquetes/dia y los genotipos de XRCC1

c/c T

T

65 (43,62%) | 13(8,72%) | 71 (47,65%) | 149 (100%)

52 (37,7%)

18 (13%) 68 (49,3%)

138 (100%)

117 31 139 287

(p<0,05)

No se rechaza la hipdtesis de independencia (Chi-cuadrado 1,897; p valor 0,387).
No hay evidencias de que exista una asociacion entre el nimero de paquetes fumados al

dia y ser portador de un genotipo especifico en este SNP.

v' Nimero de aiios fumando

Tabla 123. Tabla de contingencia segun numero de arios fumando y los genotipos de XRCC1

cc T T

Als <38 arios 38 (36,9%) 8 (7,76%) 57 (53,34%) | 103 (100%)

fumando

>38 arios 79 (42,7%) | 23 (12,44%) | 83 (44,86%) | 185 (100%)

Total 117 31 140 288

(p<0,05)

No se rechaza la hipdtesis de independencia (Chi-cuadrado 3,381; p valor 0,184).
No hay evidencias de que exista una asociacion entre el nimero de afios fumados y ser
portador de un genotipo especifico en este SNP.
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Tabla 124. Tabla de contingencia segun intervalos de edad y los genotipos del codon 72 de p53

<40

P53

Arg/Arg

Pro/Pro

Arg/Pro

30 (47,6%)

8 (12,7%)

25 (39,7%)

63 (100%)

[40,50)

40 (55,55%)

6 (8,34%)

26 (36,1%)

72 (100%)

Edad

[50,65)

37 (43%)

21 (24,4%)

28 (32,6%)

86 (100%)

[65,75)

72 (62,6%)

14 (12,17%)

29 (25,23%)

115 (100%)

275

61 (53%)

16 (14%)

38 (33%)

115(100%)

(p<0,05)

240

65

146

451

No se rechaza la hipdtesis de independencia (Chi-cuadrado 15,586; p valor 0,049).

Sin embargo estamos al borde de la significacion. Estudiamos esta asociacion mas

detalladamente. Para ello particionamos la tabla de contingencia original en 8 tablas de

contingencia

2x2

y

cuantificamos

la

asociacion utilizando

las

odds-ratio

correspondientes para determinar en que intervalo de edad se encuentra la asociacion.

Tabla 1

Tabla 125. Tabla de contingencia para los genotipos del codon 72
de p53 Arg/Arg vs Pro/Pro en pacientes menores de 40 vs intervalo de edad de 40-50 arios.

Edad

<40

Arg/Arg

Pro/Pro

30 (83,33%)

6 (16,67%)

36 (100%)

[40,50)

38 (77,55%)

11 (22,45%)

49 (100%)

(p<0,05)

Total

68

17

&5
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No se rechaza la hipotesis de independencia entre las dos variables (Chi-cuadrado

0,434; p valor 0,510).

Tabla 2

Tabla 126. Tabla de contingencia para los genotipos del codon 72

de p53 Arg/Arg vs Pro/Pro en pacientes menores de 50 vs intervalo de edad de 50-65 arios.

<50

Edad

Arg/Arg

Pro/Pro

68 (79%)

18 (21%)

86 (100%)

[50,65)

40 (78,44%)

11 (21,56%)

51 (100%)

Total

(p<0,05)

108

29

137

No se rechaza la hipotesis de independencia entre las dos variables (Chi-cuadrado

0,008; p valor 0,930).

Tabla 3

Tabla 127. Tabla de contingencia para los genotipos del codon 72

de p53 Arg/Arg vs Pro/Pro en pacientes menores de 65 vs intervalo de edad de 65-75 arios.

<65

Edad

Arg/Arg

Pro/Pro

108 (78,83%)

29 (21,17%)

137 (100%)

[65,75)

67 (76,13%)

21 (23,87%)

88 (100%)

Total

(p<0,05)

175

50

225

No se rechaza la hipotesis de independencia entre las dos variables (Chi-cuadrado

0,225; p valor 0,635).
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Tabla 4

Tabla 128. Tabla de contingencia para los genotipos del codon 72
de p53 Arg/Arg vs Pro/Pro en pacientes menores de 75 vs >75 arios.

Total

Arg/Arg Pro/Pro

179 (78,5%)
61 (79,22%)
240

49 (21,5%)
16 (20,73%)
65

228 (100%)
77 (100%)
305

(p<0,05)

No se rechaza la hipotesis de independencia entre las dos variables (Chi-cuadrado

0,017; p valor 0,895).

Tabla 5

Tabla 129. Tabla de contingencia para los genotipos del codon 72 de p53
Homocigotos vs Heterocigotos en pacientes menores de 40 vs intervalo de edad de 40-50 arios.

P53
Total

Homocigoto Heterocigoto

36 (58%) 26 (42%) 62 (100%)
[40,50) 49 (68%) 23 (32%) 72 (100%)
Total 85 49 134

<40

Edad

(p<0,05)

No se rechaza la hipotesis de independencia entre las dos variables (Chi-cuadrado

1,434; p valor 0,231).
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Tabla 6

Tabla 130. Tabla de contingencia para los genotipos del codon 72 de p53
Homocigotos vs Heterocigotos en pacientes menores de 50 vs intervalo de edad de 50-65 arios.

P53

Total
Homocigoto Heterocigoto
Edad <50 86 (63,7%) 49 (36,3%) 135 (100%)
[50,65) 51 (59,3%) 35 (40,7%) 86 (100%)
Total 137 &4 221

(p>0,05)

No se rechaza la hipotesis de independencia entre las dos variables (Chi-cuadrado

0,432; p valor 0,511).

Tabla 7

Tabla 131. Tabla de contingencia para los genotipos del codon 72 de p53
Homocigotos vs Heterocigotos en pacientes menores de 65 vs intervalo de edad de 65-75 arios.

P53
Total

Homocigoto
137 (62%) 84 (38%) 221 (100%)
88 (76,5%) 27 (23,5%) 115 (100%)
225 111 336

Heterocigoto

<65
[65,75)

Edad

(p<0,05)

Se rechaza la hipotesis de independencia entre las dos variables (Chi-cuadrado

7,219; p valor 0,007).
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Tabla 132. Estimacion de la Odds-ratio para los genotipos del codon 72 de p53
Homocigotos vs Heterocigotos en pacientes menores de 65 vs intervalo de edad de 65-75 arios.

Intervalo de confianza al 95%

Inferior Superior

Odds-ratio para Edad (<65 / [65,75)) ,301 ,833

Para la cohorte P53 = Homocigoto ,701 936

Para la cohorte P53 = Hetocigoto 1,118 2,345

N de casos vilidos

En la muestra de individuos con edades entre los 65 y los 75 afios, es

significativamente mas frecuente encontrar homocigotos que en la muestra de

individuos menores de 65 afios.

Tabla 8

Tabla 133. Tabla de contingencia para los genotipos del codon 72 de p53
Homocigotos vs Heterocigotos en pacientes menores de <75 vs >75 afios.

P53
Total

Homocigoto
228 (67,85%)
77 (67%)
305

Heterocigoto
108 (32,15%)
38 (33%)
146

336 (100%)
115 (100%)
451

(p<0,05)

No se rechaza la hipotesis de independencia entre las dos variables (Chi-cuadrado

0,032; p valor 0,859).
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v’ Numero de paquetes/dia

Tabla 134. Tabla de contingencia segun numero de paquetes/dia y los genotipos del
codon 72 de p53

P53

Arg/Arg Pro/Pro Arg/Pro

<1 | 125(55.44%) | 37 (15,22%) | 81(33,33%) | 243 (100%)

Pagq./dia

116 (55,5%) | 28 (13,4%) | 65@31,1%) | 209 (100%)

Total 241 65 146 452

(p<0,05)

No se rechaza la hipdtesis de independencia (Chi-cuadrado 0,783; p valor 0,676).
No hay evidencias de que exista una asociacion entre el nimero de paquetes fumados al

dia y ser portador de un genotipo especifico en este SNP.

v’ Numero de aros fumando

Tabla 135. Tabla de contingencia segun numero de anos fumando
v los genotipos del codon 72 de p53

P53

Arg/Arg Pro/Pro Arg/Pro

Aios | <38aiios |133(54,56%)| 34 (13,43%) | 86 (34%) | 253 (100%)

fumando

>38 aiios | 109 (54,5%) | 31 (15,5%) | 60 (30%) | 200 (100%)

Total 242 65 146 453

(p<0,05)

No se rechaza la hipotesis de independencia (Chi-cuadrado 0,961; p valor
0,618). No hay evidencias de que exista una asociacion entre el numero de afios

fumando y ser portador de un genotipo especifico en este SNP.
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IV.-P53 Intron 3

v’ Edad

Tabla 136. Tabla de contingencia segun intervalos de edad y los genotipos del Intron 3 de p53

P53 Intron 3

Capitulo 4. RESULTADOS

90bp

106+90bp

<40

3 (4,76%)

42 (66,66%)

18 (28,57%)

63 (100%)

[40,50)

7(9,72%)

49 (68,05%)

16 (22,22%)

72 (100%)

[50,65)

0 (0%)

61 (71%)

25 (29%)

86 (100%)

[65,75)

3 (2,6%)

76 (66,1%)

36 (31,3%)

115 (100%)

1 (0,86%)

83 (72,17%)

31 (26,9%)

115 (100%)

(p<0,05)

Se rechaza la hipdtesis de independencia entre las dos variables (Razén de

verosimilitud 16,819; p valor 0,032).

Estudiamos esta asociacion mas detalladamente. Para ello particionamos la tabla

de contingencia original en 8 tablas de contingencia 2x2 y cuantificamos la asociacion

311

utilizando las odds-ratio correspondientes.

Tabla 1

126

451

Tabla 137. Tabla de contingencia para los genotipos del Intron 3

de p53 106bp vs 90 bp en pacientes menores de 40 arios vs intervalo de edad de 40-50 arios.

Edad

<40

P53 Intron 3

106bp

90bp

9 (19,2%)

38 (88,8%)

47 (100%)

[40,50)

2 (3,27%)

59 (96,72%)

61 (100%)

(p<0,05)
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Se rechaza la hipodtesis de independencia entre las dos variables (Razén de

verosimilitud 7,581; p valor 0,006)

Tabla 138. Estimacion del riesgo para los genotipos del intron 3 de p53 106bp vs 90 bp

en pacientes menores de 40 vs intervalo de edad de 40-50 afios.

Odds-ratio para Edad (<40/ [40,50))

Intervalo de confianza al 95%

Inferior

Superior

1,431

34,107

Para la cohorte P53 Intron 3 = 106bp

1,324

25,765

Para la cohorte P53 Intron 3= 90bp

, 7122

,968

N de casos vilidos

En la muestra de individuos con edades entre los 40 y los 50 afos, es significativamente

mas frecuente encontrar homocigotos del tipo 90bp en lugar de 106bp, que en la

muestra de individuos menores de 40 anos.

Tabla 2

Tabla 139. Tabla de contingencia para los genotipos del Intron 3 de p53 106bp vs 90 bp

en pacientes menores de 50 arios vs intervalo de edad de 50-65 arios.

Edad

<50

P53 Intron 3

106bp

90bp

11 (10,2%)

97 (89,8%)

108 (100%)

[50,65)

0 (0%)

56 (56%)

56 (100%)

(p<0,05)

Total

11

153

164

Se rechaza la hipdtesis de independencia entre las dos variables (Razon de

verosimilitud 9,596; p valor 0,002)
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Tabla 140. Estimacion del riesgo para los genotipos del intron 3 de p53 106bp vs 90 bp
en pacientes menores de 40 vs intervalo de edad de 50-65 afios.

Intervalo de confianza al 95%

Inferior Superior

,843 957

Para la cohorte P53 Intron 3= 90bp

N de casos vilidos

No hay individuos portadores de 106bp en la muestra de individuos con edades

entre los 50 y los 65 afios.

Tabla 3

Tabla 141. Tabla de contingencia para los genotipos del Intron 3 de p53 106bp vs 90 bp
en pacientes menores de 65 arios vs intervalo de edad de 65-75 anios.

P53 Intron 3
Total

106bp 90bp

<65 11(6,7%) | 153(93,3%) | 164 (100%)
165,75) 4(4,87%) | 78 (95,13%) | 82 (100%)
15 231 246

Edad

Total

(p<0,05)

No se rechaza la hipotesis de independencia entre las dos variables. (Chi-cuadrado

0,319; p valor 0,572)

Tabla 4

Tabla 142. Tabla de contingencia para los genotipos del Intron 3 de p53 106bp vs 90 bp
en pacientes menores de 75 arios vs >75 anios.

P53 Intron 3
Total

106bp 90bp

13 (5,4%)
1 (1,2%)
14

228 (94,6%)
83 (98,8%)
311

241 (100%)
84 (100%)
325

(p<0,05)
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No se rechaza la hipotesis de independencia entre las dos variables. (Razén de

verosimilitud 3,390; p valor 0,066)

Tabla 5

Tabla 143. Tabla de contingencia para los genotipos del intron 3 de p53

Homocigotos vs Heterocigotos en pacientes menores de 40 vs intervalo de edad de 40-50 arios.

P53 Intron 3

Homocigoto Heterocigoto

<40 47 (75,8%) 15 (24,2%) 62 (100%)
Edad

[40,50) 61 (84,7%) 11 (15,3%) 72 (100%)

Total 108 26 134

(p<0,05)

No se rechaza la hipotesis de independencia entre las dos variables. (Chi-cuadrado
1,693; p valor 0,193)
Tabla 6

Tabla 144. Tabla de contingencia para los genotipos del intron 3 de p53

Homocigotos vs Heterocigotos en pacientes menores de 50 vs intervalo de edad de 50-65 arios.

P53 Intron 3

Homocigoto Heterocigoto

<50 108 (80%) 27 (20%) 135 (100%)
Edad

[50,65) 56 (65%) 30 (35%) 86 (100%)

Total 164 57 221

(p<0,05)

Se rechaza la hipotesis de independencia entre las dos variables (Chi-cuadrado

6,080; p valor 0,014).
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Tabla 145. Estimacion del riesgo para los genotipos del intron 3 de p53 Homocigotos vs
Heterocigotos en pacientes menores de 50 vs intervalo de edad de 50-65 arios.

Intervalo de confianza al 95%

Inferior Superior

Odds-ratio para Edad (<50/ [50,65)) 1,162 3,952

Para la cohorte P53 Intron 3 = Homocigoto 1,030 1,465

Para la cohorte P53 Intron 3= Heterocigoto ,368 ,894

N de casos vilidos

En la muestra de individuos menores de 50 afios, es significativamente mas
frecuente encontrar homocigotos, que en la muestra de individuos cuya edad este en el

mtervalo 50-65 afos.

Tabla 7

Tabla 146. Tabla de contingencia para los genotipos del intron 3 de p53 Homocigotos vs

Heterocigotos en pacientes menores de 65 vs intervalo de edad de 65-75 arios.

P53 Intron 3
Total

Homocigoto Heterocigoto

<65 164 (74,2%) 57 (25,8%) 221 (100%)
[65,75) 82 (71,3%) 33 (28,7%) 115 (100%)
246 90 336

Edad

Total

(p<0,05)

No se rechaza la hipotesis de independencia entre las dos variables (Chi-cuadrado

0,325; p valor 0,568).
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Tabla 8

Tabla 147. Tabla de contingencia para los genotipos del intron 3 de p53
Homocigotos vs Heterocigotos en pacientes menores de 75 vs >75 arios.

P53 Intron 3

Homocigoto Heterocigoto

241 (71,7%) 95 (28,3%) 336 (100%)

84 (73%)
325

31 (27%) | 115 (100%)

126 451

(p<0,05)

No se rechaza la hipotesis de independencia entre las dos variables (Chi-cuadrado

0,074; p valor 0,786).

v’ Numero de paquetes/dia

Tabla 148. Tabla de contingencia segun numero de paquetes/dia y los genotipos del Intron 3 de p53

P53 Intron 3

90bp 106+90bp

164
10 (4,1%) 69 (28,4%) | 243 (100%)
Pagq./dia (61’45;%))
1] o 0
>] 4 (1,9%) (70.8%) 57 (27,3%) | 209 (100%)
14 312 126 452

(p<0,05)

Tabla 149. Tests de asociacion

Valor Sig. asintotica (bilateral)

Chi-cuadrado de Pearson | 1,989(a) ,370

Razon de verosimilitud 2,062 ,357

N de casos vilidos 452

(a) 0 casillas (,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada es 6,47.
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No se rechaza la hipotesis de independencia entre las dos variables (Chi-cuadrado
1,989; p valor 0,370). No hay evidencias de que exista una asociacion entre el nimero

de paquetes fumados al dia y ser portador de un genotipo especifico en este SNP.

v’ Numero de aros fumando

Tabla 150. Tabla de contingencia segun numero de arios fumando para el Intron 3 de p53

P53 Intron 3

106bp 90bp 106+90bp

Aiios <38 aiios | 11 (4,4%) | 172 (68%) | 70 (27,6%) | 253 (100%)

Sfumando . o 141
238 aiios | 3 (1,5%) (70,5%)

313

56 (28%) | 200 (100%)

Total 14 126 453

(p<0,05)

Tabla 151. Tests de asociacion

Valor Sig. asintotica (bilateral)

Chi-cuadrado de Pearson 3,038(a) ,219

Razon de verosimilitud 3,279 ,194

N de casos vilidos 453

(a) 0 casillas (,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada es 6,18.

No se rechaza la hipotesis de independencia entre las dos variables (Chi-cuadrado
3,038; p valor 0,219). No hay evidencias de que exista una asociacion entre el nimero

de afios fumados y ser portador de un genotipo especifico en este SNP.

24.2.2.- RIESGO DE PADECER CANCER CONSIDERANDO ESTAS
VARIABLES

Planteamos modelos de regresion logistica que intenten explicar el riesgo que
tiene un individuo de desarrollar cancer de pulmoén en funcion de cada SNP junto con

cada una de estas variables no genéticas. En primer lugar planteamos el modelo en el
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que intervienen como variables explicativas el SNP, cada una de estas variables no
genéticas y su interaccion. Posteriormente utilizamos el procedimiento stepwise para

elegir el modelo que mejor se ajusta utilizando todas las variables a la vez.

I.- ERCC1

v Edad
Tabla 152. Ajuste de el modelo de regresion logistica en funcion de ERCCI y la Edad

LC. 95,0%
para O.R.

Inf.

Sup.

ERCCI

,520

ERCCI(1)

ERCC1(2) ,670

Edad

Edad(1) 40193

17974,8

Edad(2)

7463,65

Edad(3)

Edad(4) ,509

ERCCI by Edad

ERCCI(1) by Edad (1) 56841,4

22913,5

ERCCI(1) by Edad (2)

ERCCI(1) by Edad (3) 122774

,665

ERCCI(1) by Edad (4)

336279

ERCC1(2) by Edad (2)

ERCC1(2) by Edad (3) 24376,2

,892

ERCCI(2) by Edad (4)

Constante -1,815 ,408 19,838 1 ,000 ,163
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El tnico caso en el que el TRV es significativo es en la variable edad (chi-
cuadrado 12,071; p-valor = 0,017), es decir que rechazamos que individuos
pertenecientes a distintos grupos de edad tengan el mismo riesgo de padecer cancer de
pulmén. El unico coeficiente significativo es el correspondiente al grupo de edad
[65,75), en el que la OR correspondiente es >1, es decir que individuos pertenecientes a

este grupo de edad tienen més riesgo de padecer cancer de pulmon.
v’ Numero de paquetes/dia

Tabla 153. Ajuste del modelo de regresion logistica en funcion
de ERCCI y el numero de paquetes/dia.

LC. 95,0%
para O.R.

Inf. Sup.

ERCCI

ERCCI(1)

ERCCI(2)

Paquetes / dia (1)

ERCCI by Paq

ERCCI(1) by Pag(1)

ERCCI(2) by Pag(1)

Constante

La tinica variable que resulta significativa es el nimero de paquetes al dia que se

fuma. La OR es <1, es decir que fumar mas de un paquete al dia es un factor de riesgo.
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Tabla 154. Ajuste de el modelo de regresion logistica en funcion de ERCCI
y el numero de arios fumando

ERCCI

LC. 95,0%
para O.R.

Inf. Sup.

ERCCI(1)

ERCCI(2)

NAiios (1)

ERCCI by NAiios

ERCCI(1) by NAfios(1)

ERCCI(2) by NAfios(1)

Constante

La tnica variable que resulta significativa es el nimero de afios fumando. La OR

es >1, es decir que haber fumado mas de 38 afos es un factor de riesgo.
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v' General

El modelo de regresion logistica ajustado al aplicar el procedimiento stepwise tras 6

pasos se muestra en la siguiente tabla.

Tabla 155. Ajuste del modelo de regresion logistica a partir de la introduccion/eliminacion progresiva de

las variables genotipos en ERCCI, Edad, Numero de paquetes/dia y Numero de afios fumando.

LC. 95,0%
para O.R.

Inf.

Sup.

Edad

Edad(1) 32444.6

32444.6

Edad(2)

32444.,6

Edad(3)

Edad(4) 2,626

Constante -1,185 224 27,937 | 1 ,000 ,306

La unica variable que interviene es la edad y la tinica OR significativamente

distinta de 1 es la correspondiente al intervalo de edad [65,75], siendo >1. Es decir que
individuos pertenecientes a este grupo de edad tienen mas riesgo de padecer cancer de

pulmon.
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1I.- XRCC1
v’ Edad

Tabla 156 . Ajuste de el modelo de regresion logistica en funcion de XRCC1 y la Edad

LC. 95,0%
para O.R.

Inf. Sup.

XRCC1

XRCCI(1) ,480

XRCC1(2) ,865

Edad

Edad(1) 40192,97

Edad(2) 13397,66

Edad(3) 7882,490

Edad(4) ,426

XRCCI by Edad

XRCCI(1) by Edad(1) 56841,44

XRCCI(1) by Edad(2) 21183,56

XRCCI(I) by Edad(3) 11792,41

XRCCI(I) by Edad(4) ,640

XRCCI(2) by Edad(3) 21587,09

XRCC1(2) by Edad(4) 1,029

Constante ,324

Ninguna de las variables resulta significativa.
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Tabla 157. Ajuste de el modelo de regresion logistica en funcion de XRCCI

y el numero de paquetes/dia

L.C. 95,0% para
O.R.

Inf. Sup.

XRCC1

XRCCI(1)

XRCCI(2)

Paquetes / dia (1)

XRCCI by Pagq

XRCCI(1) by Pag(1)

XRCC1(2) by Pag(1)

Constante

Ninguna variable resulta estadisticamente significativa.

v’ Numero de afios fumando

Tabla 158. Ajuste del modelo de regresion logistica en funcion de XRCC1
y el numero de anos fumando.

XRCC1

LC. 95,0%
para O.R.

Inf. Sup.

XRCCI(1)

XRCCI1(2)

NAiios (1)

XRCC1 by NAiios

XRCCI(1) by NAfios(1)

XRCC1(2) by NAfios(1)

Constante
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La unica variable que resulta significativa es el nimero de afios fumando. La OR es

>1, es decir que haber fumado mas de 38 afios es un factor de riesgo.

v' General

El modelo de regresion logistica ajustado al aplicar el procedimiento stepwise tras 7

pasos se muestra en la siguiente tabla.

Tabla 159. Ajuste del modelo de regresion logistica a partir de la introduccion/eliminacion
progresiva de las variables genotipos en XRCC1, Edad, N° de paquetes/dia y N° de arios fumando.

Edad

LC. 95,0%
para O.R.

Inf.

Sup.

Edad (1)

10,391

70,450

,022

,883

32551,

,000

>>

Edad (2)

10,391

25,726

,163

,686

32551,

,000

>>

Edad (3)

Edad (4)

Constante

La unica variable que interviene es la edad y la inica OR significativamente

distinta de 1 es la correspondiente al intervalo de edad [65,75), siendo >1. Es decir que

individuos pertenecientes a este grupo de edad tienen mas riesgo de padecer cancer de

pulmon.
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II1.- P53 codon 72

v’ Edad

Tabla 160. Ajuste del modelo de regresion logistica en funcion del codon 72 de p53 y la Edad

LC. 95,0%
para O.R.

Inf. Sup.

P53

P53(1) 518

P53(2) ,683

Edad

Edad(1) 1,103

Edad(2) ,847

Edad(3) ,565

Edad(4) ,560

P53 by Edad

P53(1) by Edad(1) 7338,199

P53(1) by Edad(2) 971

P53(1) by Edad(3) 724

P53(1) by Edad(4) ,681

P53(2) by Edad(1) 1,628

P53(2) by Edad(2) 1,294

P53(2) by Edad(3) ,934

P53(2) by Edad(4) ,977

Constante 418

El Unico caso en el que el TRV es significativo es en la variable edad (chi-
cuadrado 20,235; p-valor < 0,001), es decir que rechazamos que individuos
pertenecientes a distintos grupos de edad tengan el mismo riesgo de padecer cancer de
pulmén. Son significativos los coeficientes correspondientes a los grupos de edad
[50,65) y [65,75). En ambos casos la OR es >1, es decir que individuos pertenecientes a
estos grupos de edad tienen mas riesgo de padecer cancer de pulmdn.
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v’ Numero de paquetes/dia

Tabla 161. Ajuste del modelo de regresion logistica en funcion del codon 72
de p53 y el numero de paquetes/dia.

LC. 95,0%
para O.R.

Inf. Sup.

P53

P53(1)

P53(2)

Paquetes / dia (1)

P53 by Paq

P53(1) by Paq(1)

P53(2) by Paq(1)

Constante

Resulta significativo el SNP P53 (chi-cuadrado 13,237; p-valor = 0,001). La OR
que resulta significativa es la correspondiente al genotipo Pro/Pro, que resulta ser un

factor de riesgo.
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v’ Numero de aros fumando

Tabla 162. Ajuste del modelo de regresion logistica en funcion del codon 72 de p53
y el numero de anos fumando.

LC. 95,0%
para O.R.

Inf. Sup.

P53

P53(1)

P53(2)

NAiios (1)

P53 by NAiios

P53(1) by NAfios(1)

P53(2) by NAfios(1)

Constante

Resulta significativo el SNP P53 (chi-cuadrado 7,636; p-valor = 0,022). La OR
que resulta significativa es la correspondiente al genotipo Pro/Pro, que resulta ser un

factor de riesgo.
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v' General

El modelo de regresion logistica ajustado al aplicar el procedimiento stepwise tras

5 pasos se muestra en la siguiente tabla.

Tabla 163. Ajuste del modelo de regresion logistica a partir de la introduccion/eliminacion progresiva de

las variables genotipos en el codon 72 de p53, Edad, Num. de paquetes/dia y Num. de afios fumando.

LC. 95,0%
para O.R.

Inf. Sup

Edad

Edad(1)

Edad(2)

Edad(3)

Edad(4)

Pagq./dia (1)

P53

P53(1)

P53(2)

Las variables que resultan significativas son:

Edad: Ser menor de 40 afios es un factor de proteccion y tener entre 50 y 75 anos es

un factor de riesgo

Numero de paquetes al dia fumados: fumar mas de un paquete al dia es un factor de

riesgo

SNP P53: ser portador del genotipo Pro/Pro es un factor de riesgo
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IV.- P53 Intron 3
v Edad
Tabla 164. Ajuste del modelo de regresion logistica en funcion del intron 3 de p53 y la Edad

LC. 95,0%
para O.R.

Inf. Sup.

P53i3

P53i3(1) 40192,96

P53i3(2) ,501

Edad

Edad(1) 1,160

Edad(2) ,788

Edad(3) ,670

Edad(4) 631

P53i3 by Edad

P53i3(1) by Edad (1) 46410,84

P53i3(1) by Edad (2) 42968,09

P53i3(1) by Edad (4) 40192,96

P53i3(2) by Edad (1) 1,560

P53i3(2) by Edad (2) ,894

P53i3(2) by Edad (3) 762

P53i3(2) by Edad (4) 717

Constante ,536

El tnico caso en el que el TRV es significativo es en la variable edad (chi-
cuadrado 17,846; p-valor = 0,001), es decir que rechazamos que individuos
pertenecientes a distintos grupos de edad tengan el mismo riesgo de padecer cancer de
pulmén. Son significativos los coeficientes correspondientes a los grupos de edad
[50,65) y [65,75). En ambos casos la OR es >1, es decir que individuos pertenecientes a

estos grupos de edad tienen mas riesgo de padecer cancer de pulmdn.
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v’ Numero de paquetes/dia

Tabla 165. Ajuste del modelo de regresion logistica en funcion
del Intron 3 de p53 y el numero de paquetes/dia.

LC. 95,0%
para O.R.

Inf. Sup.

P53i3

P53i3(1)

P53i3(2)

Paquetes / dia (1)

P53i3 by Paq

P53i3(1) by Paq(1)

P53i3(2) by Paq(1)

Constante

No hay ninguna variable que resulte estadisticamente significativa.

v’ Numero de aros fumando

Tabla 166. Ajuste del modelo de regresion logistica en funcion
del Intron 3 de p53 y el numero de afios fumando.

LC. 95,0%
para O.R.

Inf. Sup.

P53i3

P53i3(1) 64,774

P53i3(2) 4,109

NAiios (1) 3,271

P53i3 by NAiios

P53i3(1) by NAjios(1)

P53i3(2) by NAjios(1)

Constante
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Resulta significativa la interaccion del SNP P53 intron 3 con el nimero de afios
fumando (chi-cuadrado 6,741; p-valor = 0,034). La OR que resulta significativa es la
correspondiente a haber fumado mas de 38 afios y portar el genotipo 90bp, que resulta

ser un factor de proteccion.
v’ General
El modelo de regresion logistica ajustado al aplicar el procedimiento stepwise tras

5 pasos se muestra en la siguiente tabla.

Tabla 167. Ajuste del modelo de regresion logistica a partir de la introduccion/eliminacion progresiva de
las variables genotipos en el intron 3 de p53, Edad, Numero de paquetes/dia y Numero de arios fumando.

LC. 95,0%
para O.R.

Inf. Sup.

Edad

Edad(1)

Edad(2)

Edad(3)

Edad(4)

Pagq./dia (1)

Constante

Las variables que resultan significativas son:

. Edad: Ser menor de 40 afios es un factor de proteccion y tener entre 50 y 75 afios es

un factor de riesgo

« Numero de paquetes al dia fumados: fumar mas de un paquete al dia es un factor de

riesgo
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5.- DISCUSION
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1.- Estudio de las variables no genéticas. Influencia de los factores de

riesgo en el desarrollo de cancer de pulmon.

El 90 % de los pacientes con cancer de pulmén incluidos en este estudio
presentaban tumores de estirpe histologica compatible con carcinoma no microcitico y
un 10% compatible con carcinoma microcitico (Tabla 16), datos concordantes con los
estudios epidemiolégicos de distribucién de subtipos histolégicos?*®. Dentro de los
subtipos histoldgicos de la variante no microcitica llama la atencién la alta incidencia de
tumores epidermoides. Esto se puede explicar por el hecho de que la mayoria de los
pacientes eran varones y fumadores y el subtipo epidermoide es el mas comdn en el
varon y el mas relacionado con el tabaco. Respecto a los otros dos subtipos, el
Adenocarcinoma y el Carcinoma de Células Grandes, la proporcion estd acorde con lo
referido en la literatura. Por Gltimo, en relacion con la histologia, observamos que los
pacientes con cancer no microcitico de pulmon comienzan a fumar mas jovenes que
aquellos con cancer microcitico (Tabla 25). Dada la desproporcién de la muestra — 116
casos de cancer no microcitico frente a 14 de cancer microcitico- no podemos extrapolar

ninguna conclusién de este resultado.

La media de edad al diagnostico del tumor -63 afios- se corresponde con el
promedio descrito en poblacién espafiola, ya que es una patologia que afecta sobre todo
a personas mayores de 50 afios, siendo el promedio de edad al diagndstico de 60 afos
(Tabla 17).En relacién con el riesgo ocupacional, observamos que la enfermedad
pulmonar obstructiva crénica (EPOC) es el doble de frecuente en los pacientes con
profesiones de riesgo (Tabla 19). ElI hecho de que la existencia de enfermedades
pulmonares subyacentes se relacione con un mayor riesgo de desarrollar cancer de
pulmén puede explicar el mayor riesgo de cancer de pulmon en los pacientes que
realizan profesiones de riesgo *>%°. Nuestros resultados muestran, como era de esperar,
que los pacientes con antecedentes de EPOC fuman mas paquetes al dia (Tabla 21),

pues el tabaco se ha demostrado como el principal factor de riesgo para desarrollar esta
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enfermedad ** 3. El que en nuestro estudio los pacientes con antecedentes familiares
oncolégicos dejen de fumar a edades mas tempranas (Tabla 23), puede reafirmar el
hecho de que el riesgo a desarrollar cancer de pulmédn tras exposicion a una sustancia
carcinogenica esta influenciado por la susceptibilidad genética de las personas, ya que
los individuos no fumadores con familiares con cancer de pulmon tienen un riesgo dos o

tres veces mayor de desarrollar cancer de pulmén que aquellos sin historia familiar 2,

El andlisis del grupo de fumadores sin cancer de pulmon mostré una mayor
incidencia de antecedentes de EPOC entre los individuos con profesiones de riesgo
(Tabla 29), lo que concuerda con el hecho de que la bronquitis crénica es mas frecuente
en los trabajadores expuestos a polvos organicos o inorganicos y a gases nocivos, que se

incrementa en los trabajadores que también son fumadores %/

. lgualmente, en nuestra
muestra es mas frecuente que sujetos que viven en el medio urbano tengan antecedentes
de EPOC (Tabla 28). Es sabido que existen mas bronquiticos cronicos y enfisematosos
en areas urbanas muy industrializadas. No obstante, la mayoria de los pacientes de
nuestro estudio eran residentes en la ciudad de Salamanca cuya industria y grado de
polucion atmosférica no se corresponde con el de areas urbanas muy industrializadas
como pueden ser Madrid, Barcelona, etc... La contaminacion atmosférica y el consumo
del tabaco tienen un efecto sinérgico nocivo sobre las vias aéreas y todo parece indicar
que la primera incrementa el riesgo de los fumadores a desarrollar una EPOC. Aunque
su importancia es muy inferior al tabaco, vivir en zonas donde existe un incremento en
la atmosfera de particulas o gases andmalos, especialmente por dioxidos de azufre o
nitrégeno, hidrocarburos y monoxidos de carbono generados por la combustion de los
automoviles, calefacciones o la industria, produce un efecto irritativo bronquial que

aumenta la aparicion de sintomas respiratorios y de bronquitis cronica 2*4%%°,

La comparacion entre los pacientes con cancer de pulmon y los controles puso en
evidencia que hay méas mujeres entre los controles que entre los casos (9,40 vs 24,67%)
principalmente a expensas de los controles fumadores menores de 65 afios. Esto traduce
la tendencia al alza de las mujeres jovenes en el habito tabaquico y muestra la
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necesidad de una estrategia eficaz en la lucha antitabaquica dirigida de forma especifica
a la poblacién femenina. La observacion de que cuanto mayor es el nimero de afios que
se lleva fumando y cuanto mas es el nimero de paquetes de tabaco que se fuman al dia,
mayor es el riesgo de padecer cancer de pulmon (Tabla 41), coincide con los resultados
de numerosos estudios epidemiolégicos que han establecido la relacién entre el
consumo de tabaco y el cancer de pulmén 8 #% No obstante, cuando comparamos el
subgrupo de controles mayores de 65 afios con los pacientes con cancer de pulmon, se
observa que al aumentar la edad de la poblacion, disminuye el riesgo de paceder
cancer de pulmoén y a medida que aumenta el nimero de afios que se lleva fumando,
también disminuye el riesgo de padecer cancer de pulmon (Tabla 55). Este dato puede
traducir una “seleccion natural” de la muestra: los pacientes mas mayores son los que
méas afios han fumado sin desarrollar cancer por, entre otros factores, su mayor
capacidad de reparacion al dafio del DNA producido por el tabaco. Por el contrario,
aquellos pacientes mas susceptibles y con menor capacidad de reparacion del DNA

desarrollaran cancer, pasando a formar parte del grupo de los casos.

2.- Estudio del Polimorfismo en el codon 72 del Exon 4 de p53.

Dado que Unicamente un pequefio porcentaje de las personas fumadoras
desarrollan cancer de pulmon, otros factores, entre los que se incluye la susceptibilidad
genética, deben ser importantes en la determinacion del riesgo del cancer de pulmén °.
El gen supresor de tumores p53 aparece mutado en muchos tipos de carcinomas
humanos, teniendo una implicacion fundamental en el desarrollo tumoral, pues se
encuentra mutado en aproximadamente el 50% de los tumores malignos ", de forma
que, en situaciones de dafio al DNA no se detiene el ciclo celular favoreciendo la

proliferacion de células mutadas *** 1.

De los 393 codones distribuidos en 11 exones que constituyen el gen TP53, se ha
descrito un polimorfismo en el codon 72 del exdn 4, que codifica dos tipos de alelos,

arginina (CGC) o prolina (CCC). Este polimorfismo, al igual que en otros exones de
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p53, se ha asociado con una mayor susceptibilidad para desarrollar cancer, y entre ellos
el cancer de pulmén **21%22% Sin embargo, no todos los estudios han sido consistentes,

y esta asociacion continua siendo controvertida % %'

El tipo de dafio genético en el cancer de pulmoén difiere del que ocurre en otros
tumores solidos, y ha sido asociado a la carcinogénesis del humo del tabaco. Los
hidrocarburos policiclicos aromaticos presentes en el humo de los cigarros se unen a
determinados lugares que han sido correlacionados con diversos “puntos calientes”
mutacionales descritos en el gen TP53 1812122 Estg sumado a la menor capacidad que
presentan algunos pacientes con cancer de pulmén de reparar el dafio inducido al DNA

por los carcinogenos del tabaco %

, constituye un punto crucial en el proceso de
mutagénesis 2>, La prevalencia global de mutaciones en TP53 est4 igualmente
incrementada en aquellos casos de cancer de pulmon de pacientes fumadores respecto a

no fumadores 2*°

El gen TP53 juega un importante papel en la apoptosis, el control del ciclo celular
y la reparacion del DNA, y estas funciones difieren entre las diferentes proteinas
codificadas por los alelos arginina o prolina. Muchas de las diferencias funcionales
entre estos dos alelos podrian resultar en un incremento del dafio mutacional en el gen
TP53 derivado de la exposicion carcindgena del tabaco. Wu [et al.] demostraron una
disminucion de la apoptosis tras dafio radiactivo al DNA y una menor capacidad para
reparar el DNA tras exposicion a benzopirenos (carcindgeno del tabaco) en lineas
celulares linfoblasticas que contenian el alelo prolina ?*'. De esta manera, la perdida
funcional del gen TP53 produce una disminucion en la reparacion global del DNA tras

la exposicion a carcinégenos del tabaco como los benzopirenos %'.

El alelo prolina es menos efectivo en la induccion de apoptosis que el alelo
arginina. La proteina codificada por el alelo arginina se une a MDM-2 con mayor
afinidad, y esto produce un aumento del trasporte de la proteina p53 a la mitocondria

28 Ppor otra parte, el alelo prolina puede ser menos activo a la hora de producir la
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parada del ciclo celular propia del gen TP53 como respuesta al dafio producido en el
DNA. La forma arginina de TP53 es mas potente en la induccion de la expresion de p21

WAF1, inhibicion del ciclo celular, y supresién del crecimiento de células mutadas .

Varios estudios han sugerido que el alelo arginina del codon 72 se encuentra
mutado con mas frecuencia en las formas heterozigoticas Arg/Pro que en las

homocigéticas Arg/Arg, adquiriendo una mayor ventaja de crecimiento en funcion de la

proporcion de alelos arginina y prolina mutados en el tumor 2°% 2.

Diversos estudios han investigado la implicacién de este polimorfismo y el riesgo
para desarrollar diferentes tipos de cancer. Asi, hay estudios en los que se ha observado

una asociacion estadisticamente significativa entre la variante arginina de este

259, 261,48

polimorfismo y el riesgo de desarrollar cancer de mama , y otros en los que este

riesgo se ha visto asociado a la variante prolina®2. Estos resultados pueden estar
condicionados por el hecho de que se han estudiado poblaciones de mujeres de diferente

raza, lo cual apoya la hipdtesis de que en el carcinoma de pulmon la relacion del riesgo

se modifica segtin el origen étnico del paciente % 23 204

Respecto a otros tumores, como el cancer de prostata, hay estudios en los que se

sugiere que la variante prolina confiere un mayor riesgo de desarrollar dicho tumor 2%,

y otros en los que no se ha encontrado una asociacién estadisticamente significativa 2°°.

267-269
)

Lo mismo ocurre con otros tumores genitourinarios, como el cancer de vejiga el

270212 o] carcinoma de endometrio >3, y el de ovario 2 %'

carcinoma de cervix
En otros muchos tipos histologicos de tumores se ha estudiado la posible

216,277 tumores del

279
I =7,

implicacion de este polimorfismo, como el carcinoma gastrico

278

Sistema Nervioso Central como el meningioma “*°, tumores de la pie etc...

encontrdndose resultados diversos.
Respecto al Cancer de Pulmon, al igual que en el resto de tumores, la mayoria de

los estudios epidemiol6gicos han sido de casos-controles, observandose una asociacion
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positiva, incrementando el riesgo, tanto para el genotipo homocigoto prolina®®* 2 21%

220, 222224 ' como para el genotipo heterocigoto arginina/prolina *** %22, Igualmente se han
publicado estudios en los que no se ha demostrado un incremento del riesgo de
desarrollar cancer de pulmén con dichas variantes genotipicas % 226229245,

El polimorfismo en el codon 72 de gen p53 ha sido igualmente evaluado como
factor pronéstico y marcador predictivo en el cancer de pulmon, encontrandose en

algunos estudios una menor supervivencia en pacientes con la variante Prolina 2% %,

El hecho de que este polimorfismo juegue un papel mas importante en el
carcinoma de pulmén que en otros tumores, como el de vejiga, mama, colorectal, etc...
puede deberse a que el papel del gen TP53 es importante en la reparacion del dafio al

DNA expuesto a la carcinogénesis inducida por el tabaco.

Existen datos que apuntan a que los diferentes genotipos del polimorfismo de
TP53 incrementan el riesgo de desarrollar determinados subtipos histoldgicos del
carcinoma no microcitico de pulmén, especialmente la variedad de adenocarcinoma **
218, 221, 224 También se ha descrito un aumento de riesgo de céncer entre los pacientes
con el alelo Prolina en funcién del nimero de paquetes-afio fumados ***, si bien otros

estudios no encontraron diferencias entre grandes y pequefios fumadores %2,

En nuestro trabajo hemos encontrado en los test de asociacion una serie de
resultados significativos, si bien hemos de ser cautos a la hora de interpretar los datos ya
que en este polimorfismo no se cumple el Equilibrio de Hardy-Weinberg en el grupo de
controles de 65 afios 0 mas (Tabla 65) y en el grupo de pacientes con cancer (Tabla 79)
donde resultan significativas las comparaciones entre Pro/Pro y el resto. En el primer
grupo -controles de 65 afios 0 mas-, portar el genotipo Pro/Pro aumenta el riesgo de
padecer cancer de pulmdn, siendo 2,725 veces mas probable encontrar el genotipo
Pro/Pro en lugar de Arg/Arg y 2,901 veces en lugar de Arg/Pro entre los casos con
cancer (Tabla 86). En el grupo de control global los resultados son similares, siendo

2,532 veces mas probable encontrar el genotipo Pro/Pro en lugar de Arg/Arg y 3,437
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veces mas probable encontrar el genotipo Pro/Pro en lugar de Arg/Pro entre los casos
con cancer (Tabla 97). Asi pues, considerando como control los exfumadores con 65
afios 0 mas, los exfumadores con menos de 65 afios y los dos grupos de edad a la vez,
portar el genotipo Pro/Pro en el SNP P53, aumenta el riesgo de padecer cancer de

pulmén. Ser portador del alelo Arg en este caso, es un factor de proteccion (Tabla 98).

El hecho de que este polimorfismo no cumpla el Equilibrio de Hardy-Weinberg
en el grupo de controles de 65 afios o mas, donde resultan significativas las
comparaciones entre Pro/Pro y el resto de genotipos, refuerza aun mas la posibilidad de
que el alelo Arginina proteja frente al cancer de pulmoén, dado que hemos sesgado la
poblacion a estudio al incluir solo fumadores y no poblacion general. Hemos realizado
una “seleccién natural”: los controles que tienen menos alelos arginina y més alelos
prolina serian mas susceptibles a desarrollar cancer de pulmoén y mueren. Esto explica
que haya mas alelos arginina en los controles mayores de 65 afios, al ser los fumadores
con mayor proteccion frente al cancer de pulmon y, consecuentemente, no se cumpla el
Equilibrio de Hardy-Weinberg. En las siguiente dos tablas podemos ver como el
porcentaje de los genotipos Arg/Arg aumenta en los controles mayores de 65 afios
respecto a los menores de 65 afios (59,6% vs 49,67%), y permanece igual en el grupo de
los casos (51,67% vs 51,67%).

Tabla 168. Tabla de contingencia de los genotipos del codon 72 de p53 segln grupo
experimental caso o control de menos y mas de 65 afios.

P53
Arg/Arg Pro/Pro Arg/Pro

<65 afios 51,67% 23,48% 24,83% 100%
>65 aflos 51,67% 23,48% 24,83% 100%

49,6% 9,6% 40,6%
>65 afios 59,6% 9,93% 30,46% 100%

Casos

<65 afos

Controles

(p<0,05)
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En los estudios de regresion logistica observamos que en los controles mayores de
65 afios, el ser portador del genotipo Pro/Pro es un factor de riesgo. La odds-ratio
respecto de ser heterocigoto es 2,901, es decir, pacientes con Pro/Pro tienen mas riesgo
de padecer cancer de pulmén que los pacientes portadores de Arg/Pro (Tabla 103). Este
incremento de riesgo es estadisticamente significativo (IC 95% 1,379 ; 6,103).

Cuando estudiamos la relacion entre las variables no genéticas, en el caso de la
edad en la muestra de individuos con edades entre los 65 y los 75 afios, es
significativamente mas frecuente encontrar homocigotos que en la muestra de
individuos menores de 65 afios (Tabla 132). En el nimero de paquetes / dia no hay
evidencias de que exista una asociacion entre el nimero de paquetes fumados al dia y
ser portador de un genotipo especifico en este SNP (Tabla 134). Respecto al nimero de
afios fumando no hay evidencias de que exista una asociacion entre el nimero de afos

fumando y ser portador de un genotipo especifico en este SNP (Tabla 135).

Cuando planteamos modelos de regresion logistica que intenten explicar el riesgo
que tiene un individuo de desarrollar cancer de pulmon en funcion de cada SNP junto
con cada una de estas variables no genéticas, el unico caso en el que el TRV es
significativo es en la variable edad (chi-cuadrado 20,235; p-valor < 0,001).
Rechazamos que individuos pertenecientes a distintos grupos de edad tengan el mismo
riesgo de padecer cancer de pulmon. Son significativos los coeficientes
correspondientes a los grupos de edad [50-65] y [65-75]. En ambos casos la OR es >1,
es decir que individuos pertenecientes a estos grupos de edad tienen mas riesgo de
padecer cancer de pulmon (Tabla 160). Cuando estudiamos el numero de paquetes / dia
la asociacion resulta significativa (chi-cuadrado 13,237; p-valor = 0,001). La OR que
resulta significativa es la correspondiente al genotipo Pro/Pro, que resulta ser un factor
de riesgo (Tabla 160). Cuando estudiamos el nimero de afios fumando la asociacion
resulta significativa (chi-cuadrado 7,636; p-valor = 0,022). La OR que resulta
significativa es la correspondiente al genotipo Pro/Pro, que resulta ser un factor de
riesgo (Tabla 162).
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Asi pues, podemos concluir que en nuestro trabajo observamos que el alelo
Prolina se asocia de forma significativa con un mayor riesgo de desarrollar cancer de
pulmon, y que el alelo Arginina se asocia de forma significativa con un efecto protector,
al encontrarse con mayor frecuencia en el grupo control fumador. Por otra parte, nuestro
estudio es el primero que se realiza incluyendo un grupo control de personas fumadoras
gue no desarrollen cancer de pulmoén, lo cual nos permite discriminar un factor causal
tan crucial en el cancer de pulmén como es el tabaco, pudiendo realizar una asociacion
mas precisa. En el estudio de asociacion genética ser portador del genotipo Pro/Pro y/o
fumar méas de un paquete al dia y/o tener entre 50 y 75 afios resultaron factores de
riesgo. Ser menor de 40 afios resulto ser un factor de proteccion. Se encontrd asociacion
entre el SNP P53 y el grupo de edad, siendo mas frecuente encontrar homocigotos
(Arg/Arg o Pro/Pro) en individuos cuya edad estd entre los 65 y los 75 afios, que en
individuos con menos de 65. Estos datos concuerdan con la mayoria de los publicados

en la literatura y comentados con anterioridad.

En este sentido, mostramos por primera vez que los individuos fumadores que no
desarrollan cancer de pulmon son portadores del alelo Arg con méas frecuencia que la
poblacion general, lo que sugiere que el ser portador de este alelo podria proteger frente
al desarrollo de cancer de pulmén en fumadores. Es necesario hacer el estudio en una

serie mas grande para confirmar los resultados.

3.- Estudio del Polimorfismo en el intron 3 de p53.

La repeticion unica de 16 nucle6tidos en el intron 3 de p53 se describié por
primera vez en 1993 en la poblacion caucésica, observandose un 28% de
heterocigosidad en los 82 pacientes estudiados **°. Dos estudios han examinado la
asociacion entre el polimorfismo en el intron 3 y el riesgo de cancer de pulmon. En uno
de ellos no se detecté asociacion significativa entre este polimorfismo y el riesgo de
cancer de pulmén, con una OR 1.24 (95% CI 0.37+4.20) para la variante alela

homocigota y 0.74 (95% CI 0.46+1.18) para los potadores . En otro estudio se
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observé un incremento del riesgo de cancer de pulmén para los homocigotos (OR
ajustada 2.37, 95% CI 0.76+7.39) y para los portadores de los genotipos con el alelo
variante (1.77, 95% CIl 1.24+2.52) en la raza caucasica e hispano-americanos. Esta
asociacion no se observo en la raza afroamericana %**. La OR comUn para la variante
alela homocigota y los genotipos portadores fue 1.50 (95% CI1 0.76+2.97) y 1.11 (95%
Cl 0.53+2.35) respectivamente.

Este polimorfismo ha sido estudiado en otros tipos de tumores. En el cancer de
ovario un estudio encontré un mayor riesgo de desarrollar el cancer en los pacientes con
la variante genotipica®®. Sin embargo otros dos estudios no encontraron dicha
asociacion 282283

En nuestro trabajo hemos encontrado en los test de asociacion una serie de
resultados significativos, si bien hemos de ser cautos a la hora de interpretar los datos ya
que en este polimorfismo no se cumple el Equilibrio de Hardy-Weinberg en el grupo de
controles de menos de 65 afios donde resultan significativas las comparaciones entre
106bp vy el resto (Tabla 71), donde parece que portar el genotipo 106bp disminuye el
riesgo de padecer cancer de pulmén. En el grupo control de 65 afios 0 mas, es 5,650
veces mas probable encontrar el genotipo 90bp en lugar de 106bp y 5,495 veces mas
probable encontrar el genotipo 106+90bp en lugar de 106bp entre los casos con cancer
(Tabla 94). En el grupo control de menos de 65 afios es 5,618 veces mas probable
encontrar los genotipos 90bp y 106+90bp entre los casos de cancer (Tabla 95). Estos
resultados difieren con los de Wu [et al.] en donde se observo un incremento del riesgo
de cancer de pulmoén para los pacientes homocigotos y para los portadores de los
genotipos con el alelo variante en la raza caucasica e hispano-americanos ?*!. Si
embargo, cuando consideramos los dos grupos control (menores de 65 y mayores 0
igual a 65 afios) como un unico grupo de controles, no hay evidencias de que portar el
alelo 90bp o equivalentemente el genotipo 106bp incremente el riesgo de padecer
cancer de pulmon. No hay evidencias de que portar un determinado alelo en este SNP

incremente en riesgo de padecer cancer de pulmon (Tabla 100).
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Cuando planteamos modelos de regresion logistica que intenten explicar el riesgo
que tiene un individuo de desarrollar cancer de pulmén en funcion de cada SNP junto
con cada una de estas variables no genéticas, ningun grupo control presenta asociacion
con el cancer de pulmdn, si bien en el grupo control de menos de 65 afios (donde no se
verifica el equilibrio de Hardy — Weinberg) los pacientes que portan 106bp tienen
significativamente menos riesgo que pacientes con 106+90bp. Hay que ser muy
cautelosos con este resultado puesto que sélo hay 13 individuos portadores de 106bp
(Tabla 106).

Cuando estudiamos la relacion entre las variables no genéticas, en el caso de la
edad, en la muestra de individuos con edades entre los 40 y los 50 afios, es
significativamente mas frecuente encontrar homocigotos del tipo 90bp en lugar de
106bp, que en la muestra de individuos menores de 40 afios (Tabla 138). No hay
individuos portadores de 106bp en la muestra de individuos con edades entre los 50 y
los 65 afios (Tabla 139). En la muestra de individuos menores de 50 afos, es
significativamente mas frecuente encontrar homocigotos, que en la muestra de
individuos cuya edad este en el intervalo 50-65 afios (Tabla 145). En las variables
nimero de paquetes / dia y numero de afios fumando no hay evidencias de que exista
una asociacion entre el numero de paquetes fumados al dia y el nimero de afios

fumados con ser portador de un genotipo especifico en este SNP (Tablas 149 y 151).

Cuando planteamos modelos de regresion logistica que intenten explicar el riesgo
que tiene un individuo de desarrollar cancer de pulmon en funcion de cada SNP junto
con cada una de estas variables no genéticas, el Unico caso en el que el TRV es
significativo es en la variable edad (Chi-cuadrado 17,846; p-valor = 0,001). Es decir,
que rechazamos que individuos pertenecientes a distintos grupos de edad tengan el
mismo riesgo de padecer cancer de pulmén. Son significativos los coeficientes
correspondientes a los grupos de edad [50-65] y [65-75]. En ambos casos la OR es >1,
es decir que individuos pertenecientes a estos grupos de edad tienen mas riesgo de
padecer cancer de pulmon (Tabla 164). Igualmente resulta significativa la interaccién

Estudio de los polimorfismos de genes reparadores en poblacién fumadora con y sin cancer de pulmén

195



Universidad de Salamanca Capitulo 5. DISCUSION

del SNP P53 intron 3 con el nimero de afios fumando (Chi-cuadrado 6,741; p-valor =
0,034). La OR que resulta significativa es la correspondiente a haber fumado mas de 38

afios y portar el genotipo 90bp, que resulta ser un factor de proteccion (Tabla 166).

Asi pues, resultan significativas 2 variables: edad y nimero de paquetes que se
fuma al dia, de forma que fumar mas de un paquete al dia y/o tener entre 50 y 75 afios
son factores de riesgo. Ademas ser menor de 40 es un factor de proteccion. La
interaccion del SNP P53 intron 3 con el nimero de afios fumando es significativa en el
modelo sencillo, de forma que portar el genotipo 90bp y haber fumado més de 38 afios
es un factor de proteccion. Estos datos no los podemos comparar con los de otros
estudios debido a la falta de estratificacion por estas variables en los estudios

publicados.

4.- Estudio del Polimorfismo en el Gen XRCC1

Se han identificado un gran numero de polimorfismos (SNPs) en genes de

reparacion de DNA % 2%,

El humo del tabaco induce dafio al DNA y una menor
capacidad para reparar el DNA se ha asociado con un mayor riesgo de cancer de
pulmén 332" Estos estudios sugieren que una menor capacidad de actuacion en varios
mecanismos de reparacion del DNA predisponen individualmente al cancer de pulmon.
Los polimorfismos en los genes de reparacion del DNA se pueden asociar con
diferencias en la reparacion del DNA dafiado, pudiendo influir en el riesgo individual de
cancer de pulmon debido a que la variante genotipica en ese polimorfismo puede

destruir o alterar la funcién reparadora.

XRCC1 juega un importante papel en el proceso de reparacion de escision de
nucledtidos. El hecho de que polimorfismos en estos genes reparadores disminuyen la
capacidad para la reparacion del dafio causado al DNA por el tabaco queda reflejado en
trabajos que demuestran que polimorfismos en XRCC1 pueden modificar el riesgo de

cancer de pulmén en funcién del numero de paquetes/afio fumados 0% 239241,
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El gen XRCC1 expresa una proteina involucrada en la adecuada reparacion de los
puentes de unién en el DNA producidos por la exposicion a radiaciones ionizantes y
agentes alquilantes. Esta proteina interactia con la DNA ligasa I1I, DNA polimerasa
beta, APE, polinucle6tido kinasa y poil(ADP-ribosa) polimerasa, participando en la via
de reparacion por escision de bases. Puede jugar un papel en el procesamiento del DNA
en las células germinales. El gen de XRCC1 se localiza en el cromosomal9q13.2. Estéa
formado por 17 exones y codifica una proteina de 633 aminoacidos. Los polimorfismos
de nucleotido Gnico (SNP) méas ampliamente estudiados en trabajos epidemioldgicos de
cancer son Arg280His localizado en el exon 9, Arg399GIn localizado en el exén 10 y
Arg194Trp localizado en el exén 6 y que es el polimorfismo estudiado en nuestro

trabajo doctoral.

Se han encontrado asociaciones entre polimorfismos en XRCC1 y mutaciones en
el gen p53 que pudieran explicar el papel de XRCC1 en el dafio al DNA inducido por el
tabaco en pacientes con cancer de pulmén 2. En XRCC1 existen estudios a favor 2%
286 v en contra ®’ de la asociacién a una mayor susceptibilidad a desarrollar cancer de
pulmén. Igualmente se han encontrado asociaciones entre polimorfismos en XRCC1 y
una mayor susceptibilidad a padecer determinados subtipos histoldgicos de cancer de

pu|mél’l 241, 288

Estudios epidemioldgicos que relacionan riesgo de desarrollar cancer de pulmén
en funcién de los polimorfismos en los genes reparadores de tumores han demostrado
una diferente susceptibilidad segun el tipo de raza. Asi, un reciente meta-analisis
demuestra un incremento en el riesgo de desarrollar cancer de pulmén en la poblacién
asiatica que presentaba el genotipo 399GIn/GIn del polimorfismo de XRCC1
Arg399GIn, pero no entre la poblacién caucésica **°. También se han observado
diferencias en funcion del sexo, encontrandose un efecto protector del polimorfismo
399GIn de XRCC1 frente al cancer de pulmén en mujeres no fumadoras 2%.
Polimorfismos en XRCC1 se han visto implicados en una mayor respuesta a los

tratamientos quimioterapicos instaurados para el tratamiento del cancer de pulmon
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debido a la mayor dificultad para la reparacion del dafio inducido al DNA ?*!, pero

también en un peor prondstico y supervivencia 2,

El polimorfismo Arg399GIn de XRCC1 es la secuencia mas frecuente entre los
tres polimorfismos. En un meta-analisis con 11 estudios no se encontrd asociacion entre
este polimorfismo y un mayor riesgo de desarrollar cancer de pulmén % si bien el
genotipo 399GIn/GIn se asocié con un incremento del cancer de pulmén entre la
poblacion asiatica (OR= 1.34, 95% CI:1.16-1.54). El alelo GIn de XRCC1 Arg399GIn
se ha asociado con un incremento de los niveles de DNA dafiado y eso puede ser debido
a una disminucién en la capacidad de reparacion del DNA como se refleja en diferentes
estudios que muestran un aumento de los niveles de aductos en el DNA, variantes de la
glycoporina A y sensibilidad a la bleomicina asi como cambios en la frecuencia de
cromatidas. En el estudio con mayor ndmero de poblacion caucésica la OR del
polimorfismo Arg399GIn de XRCC1 fue de 1.3. Un analisis estratificado revelo que la
OR disminuia al aumentar el nimero de paguetes-afio. Para no fumadores la OR fue de
2.4 mientras que para grandes fumadores (>55 paquetes-afio) la OR descendi6 a 0.5 >,
Cinco estudios fueron publicados después del meta-analisis 2*°. En ellos tampoco se
encontrd asociacion entre este polimorfismo y el cancer de pulmon, si bien el modelo
recesivo de el analisis multivariante stepwise revelé un efecto protector del genotipo
399GIn/GIn #*. El polimorfismo Arg399GIn de XRCC1 ha sido asociado con un
mayor riesgo de cancer de mama entre la poblacion afro-americana pero no entre la

caucasica 2% 2%

, indicando que este polimorfismo puede estar asociado a otra mutacion
bioldgicamente efectiva. Otras razones para esta aparente diferencia de riesgo entre
diferentes poblaciones étnicas no son todavia conocidas, pudiendo ser debidas a otros

factores genéticos 6 ambientales.

Respecto al polimorfismo Arg280His de XRCCL1, hay resultados diversos. En un
estudio, los genotipos combinados Arg/His y His/His se asociaron con un incremento
del riesgo de cancer de pulmén 3. Sin embargo otros estudios no han encontrado dicha

asociacion °®3!, En un meta-andlisis de estos tres estudios no se encontré asociacion
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entre el polimorfismo y un mayor riesgo de cancer de pulmoén (genotipos combinados

240 Cuatro estudios sobre este

Arg/His y His/His frente al genotipo Arg/Arg)
polimorfismo han sido publicados con posterioridad al meta-analisis. Uno de ellos fue
en poblacién danesa, no encontrandose asociacién 2. En otro realizado en poblacién
germana, los pacientes que portaban al menos un alelo 280His no mostraban un
aumento del riesgo *’. Igualmente, los genotipos combinados Arg/His y His/His no se

asociaron con un incremento del riesgo en la poblacién china y noruega > 2.

En cuanto al polimorfismo a estudio en este trabajo doctoral (Argl94Trp),
recientes estudios han encontrado una ligera asociacion entre el genotipo 194 Trp/Trp 'y
el riesgo de desarrollar cancer de pulmén en determinadas razas como la hindd . En
este trabajo, al estudiar a la poblacion no fumadora, sélo el genotipo 194 Arg/Trp se
asocid positivamente con el cancer de pulmoén. Una revision que incluia 16 estudios con
4895 casos y 5977 controles, encontr6 un efecto protector de este polimorfismo en los
canceres relacionados con el tabaco (OR= 0.86, 95% CI: 0.77, 0.95), incluyendo cancer
de pulmédn, tracto aéreodigestivo superior, vejiga, estomago, higado, pancreas y
leucemia mieloide crénica 2*°. Esto es compatible con la evidencia de la baja capacidad
mutagénica de este alelo.

Un meta-analisis basado en ocho estudios con 9 poblaciones étnicas diferentes
mostrd que no existia asociacion entre el polimorfismo Arg194Try y riesgo de cancer de
pulmon. El efecto del alelo Try fue escaso y sin variaciones entre las diferentes
poblaciones ?*°. Ratnasinghe [et al.] observaron una disminucién no significativa del
riesgo de cancer de pulmoén asociada con el genotipo 194Trp/Trp entre la poblacion

china %,

David-Beabes y London observaron una disminucion estadisticamente
significativa del riesgo de cancer de pulmon con el genotipo 194Arg/Try respecto al
genotipo 194Arg/Arg en poblacion afro-americana, si bien el escaso ndmero de
genotipos Try/Try no permiti0 hacer estimaciones precisas en esta categoria. A
diferencia de la afro-americana, en este estudio no se observo ninguna asociacion entre

2

la poblacién caucasica %2 Por el contrario, Chen [et al.] encontraron un discreto
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aumento del riesgo con el genotipo 194Try/Try en la poblacién asiatica *%. Otro estudio
en poblacién caucésica mostrd que los pacientes con cancer de pulmdn que portaban al

297

menos un alelo 194Try no presentaban un aumento del riesgo “*. Igualmente no se

observo asociacion entre el polimorfismo Argl194Try y riesgo de cancer de pulmoén en

otros dos estudios con poblacién caucésica 2** %,

Respecto a los otros tumores relacionados con el tabaco los resultados son
parecidos. En el cancer de la via aéreodigestiva superior los estudios de casos y
controles muestran diferentes asociaciones, incrementandose el riesgo en los pacientes

fumadores y bebedores con genotipos Trp/Trp y Arg/Trp ¥43%

, Y no encontrandose esta
asociacion en otros estudios *°**%, En el cancer de vejiga se encontré un cierto efecto
protector en los pacientes que presentaban al menos una copia de la variante alélica
respecto a los que eran homocigéticos para el alelo comdn %, En el cancer colorectal
un estudio muestra un aumento del riesgo para los genotipos Arg/Trp, llamando la
atencion una mayor asociacion en pacientes menores de 40 afios y con residencia urbana
3. En el caso del cancer gastrico y de prostata, no se han encontrado datos

concluyentes.

Polimorfismos en Argl94Trp de XRCC1 se han estudiado en otros tipos de
tumores no relacionados con el tabaco, encontrandose resultados diversos. Asi en el
cancer de mama, un estudio en la poblacion americana no encontré dicha asociacion
311 Otro estudio realizado en mujeres posmenopausicas estadounidense observé una
asociacion inversa significativa entre las formas que incluian Trp (Trp/Trp y Trp/Arg)
comparadas con las que no incluian Trp (Arg/Arg), siendo esta asociacion discretamente
mayor entre las mujeres fumadoras **2. Otro estudio realizado por el MD Anderson
Cancer Centre tampoco encontré asociacion entre este polimorfismo y un mayor riesgo

para desarrollar cancer de mama ***.

En nuestro trabajo doctoral al analizar los resultados ajustados a un modelo de

regresion logistica incluyendo el propio SNP, las 3 variables no genéticas y sus
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interacciones, se encuentra que en el modelo general la Unica variable que resulta
significativa es la edad, de forma que individuos con edades comprendidas entre los 65
y 75 afos tienen mas riesgo de padecer cancer de pulmoén (Tabla 159). Cuando
consideramos cada variable por separado, la edad no resulta significativo, pero si el
namero de afios fumando, de forma que fumar mas de 38 afios es un factor de riesgo
(Tabla 158). Esto puede deberse a la relacion que existe entre la edad y el nUmero de
afios fumando. Los resultados de nuestro estudio concuerdan con la mayoria de los
publicados en la literatura, si bien existen algunas diferencias con los datos de otros
trabajos realizados en poblaciones de diferente etnia como la asiatica. Esto ocurre de
forma similar con otros estudios comentados previamente. Aunque las razones para la
inconsistencia en las diferentes publicaciones no es clara, son dos las posibles
explicaciones: 1) la baja frecuencia del genotipo de “riesgo” y 2) el pequefio tamafio
muestral de los estudios realizados. Respecto a las diferencias étnicas, estas pueden
estar causadas por las interacciones gen-gen, las diferentes conexiones entre los

polimorfismos o los diferentes estilos de vida.

5.- Estudio del Polimorfismo en el Gen ERCC1

Desde hace ya mas de una década es bien sabido que el mecanismo de reparacion
por escision de nucleotidos estd involucrado en la resistencia a la quimioterapia en
ciertos tipos de tumores, incluyendo las sales de platino. En 2006, Olaussen [et al.]
publicaron que la ausencia de evidencia inmunohistoquimica de la proteina ERCC1 en
los tumores se asociaba a un beneficio en la supervivencia en los carcinomas no
microciticos de pulmén tratados con quimioterapia basada en cisplatino *** ERCC1 es
una proteina altamente conservada esencial para la vida. Si bien es solo una de las
maultiples proteinas implicadas en la reparacion por escision de nucleétidos, juega un
papel limitante de funciéon. Forma un complejo con otra proteina, XPF, y el
heterodimero realiza el ultimo de los pasos iniciales en la via de reparacidn por escision
de nucledtidos — la escisién del extremo 5° de la hebra de DNA en el lugar del DNA

dafiado. La expresion de ERCC1 esta influenciada por complejos factores, incluyendo
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polimorfismos y uniones alternativas.

Los dos polimorfismos de ERCC1 mas estudiados en cancer de pulmon son el 3
UTR (C8092A, dbSNP no. rs3212986) y el codon 118 (Asn118Asn, T19007C, dbSNP
no. Rs11615).
Respecto al polimorfismo T19007 C (Asn118Asn), aunque el genotipo T/T produce la
secuencia de triple codon menos frecuentemente asociada que codifica el aminoacido,
ha sido denominada “la variante” por consenso. Este genotipo se ha observado que
aparece en grandes frecuencias. El genotipo del polimorfismo C/C de T19007C se
asocio con un descenso significativo del riesgo de cancer de pulmén (OR= 0.32, 95%

299

Cl= 0.19-0.55) en la poblacién noruega “°. Una falta de asociacion entre este

polimorfismo y el riesgo de cancer de pulmén se observo en la poblacién danesa **, la

poblacién americana ?*%, la poblacién china **°, y la poblacién europea no fumadora 2.

Los estudios realizados en poblacion americana y china estudiaron la asociacién
entre este polimorfismo y el humo del tabaco. Cuando estratificaron por el habito
tabaquico, la interaccion entre el tabaco y el polimorfismo no fue estadisticamente
significativa. En el estudio chino también se estudio la interaccion del polimorfismo con
los diferentes subtipos de cancer de pulmoén, no encontrando diferencias
estadisticamente significativas en el riesgo de acuerdo con los diferentes tipos
histologicos. Igualmente no se observd asociacion entre el polimorfismo C8092A vy el

riesgo de cancer de pulmén en noruegos y americanos.

T19007 C (Asnl18Asn) se ha estudiado en otros tipos de tumores, como el
melanoma en el que no se encontré un mayor riesgo de desarrollar dicho tumor 3¢, 6 en

los tumores cerebrales en donde si se ha encontrado asociacion significativa >

En nuestro estudio no se ha encontrado un mayor riesgo de cancer de pulmoén en
funcién de las variantes del polimorfismo A19886G (Thr75) de ERCC1 (Tabla 101).

Esto concuerda con los resultados de otros estudios en los que no se ha demostrado

242

dicha asociacion “**, si bien en este estudio se estudiaron los dos polimorfismos
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comentados anteriormente, y el riesgo de asociacion en los no fumadores era el doble
respecto a los fumadores, indicando que polimorfismos en ERCC1 disminuyen la
capacidad para la reparacion del dafio causado al DNA por el tabaco, modificando el

riesgo de padecer cancer de pulmon en funcion del numero de paguetes/afio fumados.

De forma similar, existen estudios epidemiologicos que relacionan riesgo de
desarrollar cancer de pulmon en funcion de los polimorfismos en ERCC1 en funcion del
tipo de raza, como ocurre con el polimorfismo Asnl118Asn (G19007A) de ERCCL,
asociado a un mayor riesgo de cancer entre la raza caucasica, pero no a un mayor riesgo
de céancer de pulmoén en la raza china *'%. Respecto al sexo, también se han encontrado
diferencias, existiendo polimorfismos en ERCC1 asociados con un mayor riesgo de

cancer de pulmén especialmente en mujeres .

En nuestro trabajo, al estudiar la relacion entre las variables no genéticas -edad,
namero de paquetes / dia y nimero de afios fumando-, no hubo ninguna que se asociara
con el ser portador de un genotipo especifico en este SNP (Tablas 118-120). Estos dos
ultimos resultados concuerdan con los estudios de Zhou y Yin realizados en poblacion
americana y china, en donde la asociacién entre el polimorfismo y el habito tabaquico

no fue estadisticamente significativa %% **°.

Hemos determinado el riesgo de padecer cancer considerando las variables
anteriores. En la edad, el Unico coeficiente significativo es el correspondiente al grupo
de edad [65-75], en el que la OR correspondiente es >1, es decir que individuos
pertenecientes a este grupo de edad tienen mas riesgo de padecer cancer de pulmén
(Tabla 152). En funcién del numero de paquetes / dia la Unica variable que resulta
significativa es el niumero de paquetes al dia que se fuma. La OR es <1, es decir que
fumar mas de un paquete al dia es un factor de riesgo (Tabla 153). Considerando el
numero de afios fumando la Unica variable que resulta significativa es el nimero de afios
fumando. La OR es >1, es decir que haber fumado mas de 38 afios es un factor de riesgo
(Tabla 154).
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Al realizar el ajuste del modelo de regresion logistica a partir de la
introduccion/eliminacion progresiva de las variables genotipos en ERCCL: edad,
numero de paquetes/dia y nimero de afios fumando, la Unica variable que interviene es
la edad y la Unica OR significativamente distinta de 1 es la correspondiente al intervalo
de edad [65-75], siendo >1. Es decir, que individuos pertenecientes a este grupo de edad
tienen mas riesgo de padecer cancer de pulmon (Tabla 155). Esto puede deberse a la

relacion que existe entre la edad y el nimero de afios fumando.

Teniendo en cuenta todo lo dicho hasta ahora, podriamos considerar que uno de
los problemas mas importante frente a la investigacion en céncer de pulmoén es
identificar a las personas de alto riesgo para poder implantar programas de vigilancia, de
prevencion y de seguimiento. Las vias de reparacion del DNA juegan un importante
papel en el riesgo de cancer de pulmdn, y variaciones genéticas pueden contribuir a una
menor capacidad para reparar el DNA y mayor susceptibilidad al cancer de pulmén. Si
bien el menor o mayor riesgo asociado con los SNPs es pequefio si lo comparamos con
el producido por los genes de alta penetrancia, su implicacion en la salud publica puede
ser grande debido a su alta frecuencia en la poblacion general. Es esencial que los
estudios epidemiolégicos sobre polimorfismos reparadores del DNA tengan un disefio
adecuado. Desafortunadamente un buen numero de estudios estan limitados por su
pequefio tamafio muestral y consecuentemente por el escaso poder para detectar efectos
gue pueden realmente existir. lgualmente los controles deberian de ser escogidos de tal
manera que si fueran casos (por aparicion del tumor), pudieran ser cruzados al grupo de
casos. Es apropiado controlar los factores de confusion, especialmente la raza y el grupo
étnico. Otra particularidad mayor es el grupo de genotipos para calcular la Odds Ratio
(OR). Sin datos que nos permitan imponer cual es el grupo de genotipos, parece
prudente calcular dos ORs por polimorfismo (uno para heterocigotos frente al alelo
comun homocigoto y otro para el alelo raro homocigoto frente al alelo comun
homocigoto) que nos permitan determinar el modelo dominante, codominante o

recesivo.
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Los efectos de los polimorfismos estan mejor representados por sus haplotipos.
Datos de multiples polimorfismos en un mismo gen pueden combinarse para crear
haplotipos, el grupo de mdltiples alelos en un mismo cromosoma. Ninguno de los
estudios revisados informa asociacién de haplotipos, incluso cuando varios de ellos
analizan varios polimorfismos en un mismo gen. El analisis de haplotipos puede
incrementar el poder para detectar asociaciones entre el polimorfismo y la enfermedad
debido a la alta heterocigosidad y la escasa conexion entre las mutaciones que causan la
enfermedad. Ademas, el andlisis de haplotipos ofrece la ventaja de no asumir que
ninguno de los genotipos polimorficos es funcional. Mas alla, esto permite la
posibilidad de una variante funcional no genotipica en desequilibrio con el

polimorfismo.

En nuestro trabajo de tesis doctoral hemos tenido en cuenta todas estas
particularidades a la hora de disefiar el estudio con el objetivo de minimizar al maximo
todos los posibles factores de confusién y conseguir unos datos que nos permitieran
extraer unos resultados consistentes. Aun asi en dos polimorfismos del gen p53 (exon 4
e intron 3), al estratificar por edad no se cumple el equilibrio de Hardy-Weinberg. En el
caso del exon 4 al tratarse de la muestra de casos podria ocurrir, como se comento

anteriormente, que este polimorfismo estuviese alterado por la enfermedad.
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CONCLUSIONES

La edad, el numero de paquetes/dia fumados y el nimero de afios fumando son las
variables no genéticas que se asocian a un mayor riesgo para desarrollar cancer de

pulmén.

Nuestros resultados muestran que el ser portador del alelo Arg en el codon 72 del
gen TP53 disminuye la susceptibilidad a desarrollar cancer de pulmén, mientras
que ser portador del alelo Pro favorece el desarrollo de cancer de pulmén a lo
largo de la vida.

El ser portador del alelo 106bp del SNP P53 intron 3 disminuye el riesgo de

desarrollar cancer de pulmoén en individuos menores de 65 afios.

En nuestro trabajo no hemos demostrado que este exista un mayor riesgo de
desarrollar cancer de pulmon en funcion de las diferentes variantes de los genes
reparadores del ADN, XRCC1y ERCCI1.
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