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INTRODUCCION

El cancer de cabeza y cuello (CCC), incluido, en ocasiones, dentro de los
tumores de vias aerodigestivas superiores, comprende un grupo de neoplasias
localizadas en labio y cavidad oral, faringe (nasofaringe, orofaringe, hipofaringe),
laringe, seno maxilar, cavidad nasal y seno etmoidal, melanoma de mucosas,

glandulas salivares mayores y glandula tiroides'".

Son tumores que presentan una gran heterogeneidad tanto desde el punto
de vista epidemiolégico como histolégico, de localizacion, historia natural,
tratamiento, etc. Por lo tanto, el abordaje del cancer de cabeza y cuello es

complejo y debe realizarse de manera multidisciplinar.

En el presente trabajo nos centramos en el estudio de los canceres
epidermoides de cavidad oral, oro e hipofaringe y laringe para poder realizar un

estudio mas homogéneo, dentro de la gran diversidad.

1-. EPIDEMIOLOGIA DEL CCC

Con el objetivo de conocer y comparar los datos de incidencia y mortalidad
de los principales tipos de cancer, de los diferentes paises a nivel mundial, nace
el proyecto GLOBOCAN.

En el articulo publicado por GLOBOCAN en el afio 2010, se recoge la
incidencia y mortalidad por cancer en el afno 2008 a nivel mundial. Los datos
referentes al CCC se obtienen a través de las cifras de cancer de labio y cavidad
oral, nasofaringe, faringe diferente de nasofaringe, y laringe; ocupando el 7°
puesto tanto en incidencia, con 633.000 casos nuevos, como en mortalidad, con

355.000 muertes por estos canceres®.

En Espana, gracias al informe realizado en el ano 2005 por el Grupo de
Epidemiologia Ambiental y Cancer del Centro Nacional de Epidemiologia (Instituto

"®)  podemos conocer, de

de Salud Carlos lll), “La situacion del cancer en Espana
forma detallada, la realidad sobre el cancer en Espafia y compararla con la

existente en otros paises europeos.

Este informe ha sido actualizado, posteriormente, con los datos de

mortalidad e incidencia hasta el ano 2006: “La situacion del cancer en Espafa
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1975-2006"®. En este informe actualizado se recogen muchos de los datos

descritos a continuacién sobre el CCC.

1.1 Incidencia

La incidencia del cancer de laringe, cavidad bucal y faringe varia de forma
substancial entre hombres y mujeres en todos los registros esparfioles, debido al
diferente porcentaje de mujeres y hombres que fuman. Asi, las tasas de
incidencia, entre los afnos 1998-2002, son mucho mayores en hombres variando,
en los diferentes registros poblacionales espafioles, entre 6-7:1 para los canceres
de cavidad bucal y faringe, siendo esta diferencia todavia mayor en el caso del

cancer de laringe, 20-60:1 dependiendo del registro®.

La prevalencia de hombres fumadores disminuyé del 64,1% en 1978 a
35,3% en 2006/07, mientras que en mujeres aumento del 17,6% a 23,9% en los
mismos afios'®. Este cambio en el consumo de tabaco se traduce en un cambio
de tendencia en la incidencia por sexos de los tumores relacionados con el

tabaco.
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Figura 1: Tendencias en las tasas de incidencia para el cancer laringeo en Espafa entre
personas mayores de 30 afos, por sexo, ajustado por edad y por registro. Figura

modificada de Izarzugaza et al.®

En relacion a otros paises de Europa, en el afo 2002, Espana ocupaba el
tercer lugar en incidencia de cancer de la cavidad bucal y faringe en hombres,
solamente precedido por Hungria y Francia; ocupando, las mujeres, una situacion

intermedia. En cuanto al cancer de laringe Espafia es también el tercer pais de



Europa con mayor incidencia (segun estimaciones para el afo 2002); sin
embargo, la incidencia en mujeres se situa en los ultimos lugares en relacion a

otros paises de la Unién Europea™.

Segun los datos calculados por la Sociedad Esparfiola de Oncologia Médica
(SEOM), la incidencia anual de CCC en Epafa para el afio 2015 sera de unos

16.000 casos incidentes.
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Figura 2: Incidencia de cancer en Espafa por tipo de tumor (estimado afio 2015) Fuente:
GLOBOCAN 2002. Datos extrapolados para la poblacién estimada para 2015 en Espana
por el Instituto Nacional de Estadistica (INE). Grafica elaborada por SEOM. Figura
tomada de SEOM".

1.2 Mortalidad

En el quinquenio 2002-2006 se registraron 8.893 defunciones por cancer de
cavidad oral y faringe, y 7.847 por cancer de laringe, en hombres en Espafa.
Tomados en cuenta conjuntamente (16.740) constituyeron la 72 causa de muerte
por cancer en hombres. En el caso de las mujeres, las cifras son mucho menores,
con 2.086 defunciones por cancer de cavidad oral y faringe, y 359 por cancer de

laringe™.



En Castilla-Ledén se produjeron, en el mismo quinquenio, 567 y 124
defunciones por cancer de cavidad oral y faringe, y 583 y 18 por cancer de

laringe, en hombres y mujeres respectivamente™.

El porcentaje de cambio anual de las tasas ajustadas de mortalidad
(poblacion europea) entre 1997-2006 muestra una disminucién en el caso de los
varones en el cancer de cavidad bucal y faringe de -2,83 (IC95% de -3,32 a -2,33)
y de laringe de -4,32 (IC95% de -4,82 a -3,81). Sin embargo, en mujeres se
aprecia una tendencia al alza, de 0,38 (IC95% de -0,72 a 1,49) para el cancer de
cavidad bucal y faringe, y de 0,83 (IC95% de -1,89 a 3,63) en el caso del cancer

de Iaringe(4); en consonancia con lo expuesto en la incidencia.

1.3 Prevalencia

La prevalencia hace referencia al numero de pacientes con cancer en una
determinada poblacion, independientemente del momento en que fueron
diagnosticados. La prevalencia depende de la frecuencia de aparicion de la
enfermedad (incidencia) y de la letalidad de la misma (supervivencia). Es un
indicador util para planificar los recursos asistenciales necesarios en relacién a la

carga de enfermedad que soporta la poblaciéon®®.

Los datos a 5 afios incluyen pacientes diagnosticados en los ultimos 5 afios
y que permanecen vivos. A partir de datos de Globocan 2002®). Cabanes et al”
describen un numero de casos prevalentes en Espafia a 5 afos de 18.258 para
cavidad oral y faringe y de 14.016 para el cancer de laringe en hombres, lo que
supone el 4° tumor mas prevalente si se tienen en cuenta conjuntamente (32.274).
En el caso de las mujeres el numero es mucho menor, dada su baja incidencia,
con 3.910 y 629 casos prevalentes a 5 afios para cancer de cavidad oral y faringe,

y laringe respectivamente.
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2-. FACTORES DE RIESGO

Los factores clasicos relacionados de forma mas directa con el desarrollo de
cancer de cabeza y cuello (CCC) son el consumo de tabaco y alcohol. Ademas
existen otros factores relacionados con su aparicidn que también se revisan a

continuacion.
2.1 Tabaco

Numerosos estudios epidemiolégicos han puesto de manifiesto la relacion
entre el consumo de tabaco en todas sus formas y el cancer de cabeza y cuello,

asi como la disminucion del riesgo cuando este habito cesa.

La principal actividad carcinogénica reside en las multiples y diversas
particulas que contiene el humo del tabaco que actuan como iniciadores,

promotores o como cocarcinégenos‘'?.

A finales de la década de 1950 un destacado estudio de casos y controles
establecio la relacidn entre el consumo de tabaco y el cancer de cavidad oral"").
Un afio después se publicd un estudio de cohorte, de mas de 180.000 varones,
que demostraba un aumento del riesgo de muerte debido a CCC en fumadores de

cigarrillos comparado con varones no fumadores!'?

. Posteriormente, la fuerza y
consistencia de la asociacion entre el habito tabaquico y el CCC ha sido
demostrado en numerosos estudios de caso-control y de cohorte donde el riesgo
en el fumador se incrementa entre 3-12 veces, estando en relacién con la
duracién del habito y la dosis de tabaco, asi como una disminucion del riesgo tras

el abandono del mismo'"?.

Otros tumores malignos de cabeza y cuello como el carcinoma nasofaringeo

o los nasosinusales tienen una asociacién mas débil con el habito tabaquico!™.

Asi, la especificidad de la relacion entre el tabaco y el desarrollo de cancer
escamoso de cabeza y cuello (CECC) con un aumento del riesgo en las zonas
expuestas al mismo, la coherencia y la analogia de la explicacién de CECC
inducido por tabaco y la carcinogénesis pulmonar, y la plausibilidad biolégica del
bien establecido modelo de la carcinogénesis inducida por tabaco han ayudado a

establecer el tabaco como el principal agente etiolégico en el CECC!?.

11



Los fumadores de pipa o los consumidores de tabaco no fumado, que tienen
una posicion habitual para la pipa o para mascarlo, desarrollan displasias y cancer
en el sitio donde suelen situarlo, lo que se sugiere que el trauma fisico y térmico
podrian ser factores que contribuyeran a su aparicion”. Ademas, el actimulo de
saliva, que contiene sustancias cancerigenas, en las regiones dependientes de la
gravedad podria ser la causa de una mayor frecuencia de la localizacion de los
carcinomas de cavidad oral a lo largo de las superficies lateral y ventral de la

lengua y en el suelo de la boca™.

Las notables diferencias en la localizacién del CCC vy la diferente incidencia
observada entre las diferentes regiones, culturas y grupos demograficos, se
deben, en gran parte, a los diferentes patrones de consumo de tabaco y de otras

sustancias'™®.

Asimismo, la exposicién prolongada al humo del tabaco en no fumadores se
ha reconocido legalmente como factor de riesgo en relacion con la dosis de

exposicion(®).

2.2 Alcohol

El consumo de alcohol se asocia a un incremento en el riesgo de padecer
cancer de las vias aerodigestivas superiores, siendo el segundo agente en

importancia después del tabaco.

Se han indicado diversos mecanismos en la carcinogénesis alcohdlica como
deficiencias nutricionales e hipovitaminosis, factores metabdlicos, deficiencias de
células T y de su actividad mitética, disminucién de la accion protectora de la
saliva, etc.(”); siendo, probablemente, la irritacion local el efecto mas importante,
ya que se asocia con el desarrollo de cancer en los subsitios de las vias
aerodigestivas superiores donde hay mayor contacto durante la ingestion y la

deglucion'®).

Asimismo, se ha indicado el influjo etiolégico de algunos colutorios

comercializados que tienen un contenido elevado de alcohol),

Sin embargo, el mayor efecto cancerigeno del alcohol se produce al

potenciar el efecto del tabaco, asociacion muy frecuente en esta enfermedad.

12



Este efecto es aditivo, si bien en algunas localizaciones, como la cavidad bucal, el

efecto es multiplicativo®®.

Aunque algun estudio describe diferente riesgo en funcion del tipo de bebida
alcohdlica’™®, la mayoria de investigadores consideran que lo realmente

importante es el contenido en alcohol de la misma‘'?.

Por si mismo, el consumo de tabaco muestra un riesgo atribuible mas alto que el
alcohol para los canceres de cavidad oral (76% versus 55%), faringe (69% versus
45%) y laringe (70% versus 26%)%°.

2.3 Infecciones

Existe evidencia cientifica de la implicacion de dos agentes infecciosos
virales relacionados con la aparicion de CCC, el virus de Epstein-Barr (VEB) y el
virus del papiloma humano, principalmente el subtipo 16 (VPH-16). Otros agentes
como el herpes simple o el Helicobacter pylori podrian ser también factores de

riesgo, pero se precisan estudios confirmatorios'?.

Las oncoproteinas E6 y E7 del VPH-16 estan implicadas en la degradacion

de p53©@"), y en la supresion de la funcion pRb#*?%) respectivamente.

Numerosos estudios caso-control han confirmado la relacién del VPH con el
CCC, con una mayor postividad del VPH en los casos, bien en el tumor o en
suero, respecto a los controles®?). En los que se realizé analisis por subgrupos
se comprobd que los que presentaban seropositividad con mayor frecuencia eran
los pacientes con tumores orofaringeos, asi como los que no tenian historia de

tabaquismo@®2%).

Ademas, el consumo de tabaco supone un riesgo adicional para el desarrollo
de CCC en presencia de infeccion por VPH. Siendo esto consistente con los datos
de laboratorio disponibles que muestran evidencia de la plausibilidad bioldgica de
la interaccion entre el tabaquismo y la progresiéon de la infeccion por VPH en la

carcinogénesis®.
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Se considera que el VPH esta implicado en el desarrollo de un subgrupo de

CECC que posee caracteristicas moleculares, clinicas y epidemioldgicas

diferentes (ver Tabla 1).

Tabla 1: Diferentes caracteristicas en CCC con el VPH negativo y positivo

(30)

Caracteristica CCC, VPH negativo CCC, VPH positivo
Incidencia Disminuyendo Aumentando
Etiologia Fumar, abuso de alcohol Sexo oral

Edad Mayores de 60 afos Menores de 60 afios
Cancerizacion de campo Si Desconocido
Mutaciones de TP53 Frecuente Infrecuente

Lugar preferente Ninguno Orofaringe

Pronéstico Pobre Bueno

En lo que se refiere al VEB, su asociacion con el cancer de nasofaringe ha
sido puesta de manifiesto en numerosos estudios epidemiolégicos, con
independencia de los subtipos histologicos, la etnia considerada, el lugar
geografico o los patrones endémicos o esporadicos. Asi, el carcinoma de
nasofaringe podria ser el mejor ejemplo de carcinoma relacionado con virus y ha

servido como modelo para el estudio de la carcinogénesis inducida por virus1?,

Incluso, la demostracion de ADN de VEB en ganglios cervicales

metastasicos de tumor primario desconocido, se ha usado para la identificacion

de un primario nasofaringeo®".

2.4 Factores dietéticos

Diversos estudios epidemioldgicos han establecido una relacion inversa
entre el consumo de frutas, verduras, productos frescos, aceite de oliva y la
incidencia de CCC, y una relacion directa con el consumo de grasa animal y el
pescado alto contenido en

ahumado y salado, posiblemente debido al

nitrosaminas'?.

Ciertas vitaminas como la A, B-carotenos, C y E podrian ejercer un papel
protector. Sin embargo, las dietas son complejas y dificiles de evaluar y validar,

precisandose estudios mas precisos para definir la relacion existente entre la dieta
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y los niveles séricos de los diferentes micronutrientes. Ademas, el tabaquismo se
ha asociado con disminucion de la ingesta y los niveles séricos de carotenoides, y
bajos niveles de folato han sido asociados con el consumo de alcohol. A pesar de
esto, estudios epidemioldgicos nutricionales prospectivos y retrospectivos han
aportado importantes pistas para la prevencion y el desarrollo de estos

canceres!'?,

Un metaanalisis ha confirmado el efecto protector del consumo de frutas y
verduras®®, asi como otros estudios lo han descrito tras ajustar el analisis por el

consumo de tabaco y alcohol®*3%).

2.5 Factores ocupacionales

Aunque, globalmente, la exposicidén a factores ocupacionales juega un papel
limitado en el CCC, en algunos casos concretos constituye un aspecto relevante.
Asi, existe un claro incremento del riesgo de tumores malignos en la region
nasosinusal en los trabajadores de la metalurgia, madera, industria textil y del

cuero, asi como en las refinerias'?.

En un estudio europeo, multicéntrico, de casos y controles se evaluo el papel
de las exposiciones ocupacionales en el riesgo de cancer de laringe / hipofaringe.
Encontraron un aumento del riesgo de cancer de hipofaringe con la exposicién al
polvo de acero y a los compuestos de hierro y humos, sin una clara relacion
dosis-respuesta. El cancer de laringe se asocio significativamente con la
exposicidon al polvo de aleaciones duras y a los disolventes clorados sin relacién
dosis-respuesta. Ademas, se sugiere un posible vinculo entre una alta exposicion
al formaldehido y el cancer de laringe, no encontrando asociacion con la
exposicion al asbesto. Sefalan el papel de la exposicion ocupacional al polvo de
carbon como uno de los mas importantes en el cancer de laringe e hipofaringe

presentando un claro patrén dosis—respuesta(35).

2.6 Radiaciones

La exposicion a irradiacion gamma se ha asociado con cancer de tiroides,
sarcomas de cabeza y cuello, cancer de glandulas salivares y senos

paranasales!'?).
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Mientras que la irradiacion terapéutica de los tumores malignos de cabeza y
cuello no parece inducir la aparicién de segundas neoplasias epidermoides en las
vias aerodigestivas superiores, si se ha asociado con la aparicién de sarcomas de

cabeza y cuello®®.

También la irradiacion con fines diagndsticos de este area se ha relacionado

con el cancer de glandulas salivares en dependencia con la dosis administrada®?.

2.7 Susceptibilidad genética

El factor de riesgo mas importante para el CECC es el antecedente de
consumo de tabaco y alcohol. Sin embargo, solamente un fraccion de fumadores
desarrolla cancer y no todos los pacientes con CECC son grandes fumadores o
bebedores. Por lo tanto, variaciones en la susceptibilidad genética podrian ser

importantes en la etiologia de la enfermedad.

Varios estudios de asociacion sugieren un componente genético de la

enfermedad mostrando clusters familiares de CECC®¢49).

Ademas, los familiares de primer grado de pacientes con CECC muestran un
incremento del riesgo entre 2 y 4 veces para CECC. Este riesgo parece ser mayor
(aproximadamente ocho) para hermanos de pacientes con CECC y para

familiares de primer grado con mltiples tumores primarios de CECC®%4%),

Estudios de casos y controles que cuantifican la capacidad de reparacion del
ADN vy la sensibilidad cromosémica a mutagenos observan una reduccion en la
capacidad de reparacion del ADN y una baja expresion de genes reparadores en
los casos, asi como un aumento de sensibilidad a carcindégenos, con una mayor
frecuencia de roturas cromosdémicas y aductos del ADN significativamente mas

altas en los pacientes con CCC que en los controles“?.

Una de las mayores areas de estudio, en los ultimos afos, se centra en la
evaluacion de polimorfismos genéticos en determinados genes clave, envueltos
en vias celulares esenciales como factores de susceptibilidad al cancer. Dado que
el consumo de tabaco y el alcohol es un factor de riesgo mayor para el desarrollo
de la enfermedad, numerosos estudios moleculares epidemiolégicos han valorado

la asociacion entre el riesgo de CCC y variantes en los genes metabolizadores de
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los carcindgenos procedentes del alcohol y el tabaco, siendo el genotipo GSTM1
null el mas consistente marcador de susceptiblidad polimérfica. Ademas de estos
genes metabolizadores se han estudiado polimorfismos que son criticos en el
mantenimiento de la estabilidad gendmica, como los genes reparadores del ADN
0 genes implicados en el control del ciclo celular o en la apoptosis, alguno de los

cuales se describiran con mas detalle a lo largo del trabajo®?.

2.8 Otros factores de riesgo

Mientras que la educacién y el estatus ocupacional no se encuentran
relacionados de forma independiente en cuanto al riesgo de CCC, factores
relativos a la inestabilidad social se asocian con un incremento del riesgo cuando
se controlan otras variables. Individuos divorciados, solteros y aquellos que
pasaron largo tiempo en el desempleo durante la edad laboral activa tienen 1,5-

2,4 veces mas riesgo de su desarrollo®*?).

También el reflujo gastroesofagico se relaciona con la aparicién de cancer
de laringe y de faringe con independencia de la edad, sexo, habito tabaquico o

endlico“®.

3-. PATOGENESIS

3.1 Modelos de carcinogénesis en CCC

En general, el cancer surge a través de la acumulacion de cambios
genéticos y epigenéticos en genes que actuan a las vias de senalizacidon
asociadas al cancer, causando la adquisicién de fenotipos relacionados con el

cancer que han sido bien resumidos por Hanahan y Weinberg®*®

, incluyendo el
potencial replicativo ilimitado, las sefales de crecimiento autosuficientes, la
insensibilidad a las sefiales de anti-crecimiento, la capacidad de evadir la
apoptosis, la activacion de invasion, metastasis y la angiogénesis

Recientemente, este resumen ha sido actualizado, introduciendo nuevos
conceptos como la inestabilidad gendmica subyacente o la evasion del sistema

immune®®.
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Asi, el desarrollo del CCC se produce, como en el resto de tumores, por una
serie de alteraciones moleculares, a través de las cuales se activan
protooncogenes que estimulan el crecimiento celular, y se inactivan genes
supresores, que inhiben la proliferacion celular en condiciones normales,

conduciendo a la célula hacia una proliferacién neoplasica.

El desarrollo del cancer invasivo lleva consigo unos pasos previos a la
progresion maligna a través de grados crecientes de displasia, que son el
resultado de la acumulacion de diversas alteraciones genéticas. Las técnicas
moleculares pueden identificar alteraciones en lesiones premalignas e invasivas
permitiendo el desarrollo de hipotéticos modelos de progresion en la

carcinogénesis del CCC.

En 1996, se postuld el primer modelo de progresion genética en varios
pasos para el CCC basandose en la caracterizacibn genética de cambios
morfoldgicos en el epitelio escamoso®’). La pérdida de heterocigosidad en los
cromosomas 3p, 9p y 17p parecian suceder en la displasia, reflejando,
aparentemente, una carcinogénesis temprana, mientras otras alteraciones en los
cromosomas 11q, 4q y en el cromosoma 8 estaban tipicamente presentes en
carcinomas correspondiéndose, probablemente, con una fase relativamente

tardia en la carcinogénesis.

Uno de los mas recientes es el descrito por Leemans et al. en el que se tiene
en cuenta la formacién del campo de cancerizacion®?, Segun este modelo un
progenitor o célula stem adulta adquiere una (0 mas) alteraciones genéticas,
incluyendo una mutacién en TP53, y forma un parche que contiene células hijas
alteradas genéticamente que pueden ser detectadas por tincién de p53 mutante.
Para escapar del control del crecimiento normal y / o ganar ventajas de
crecimiento, este parche o unidad clonal se desarrolla en un campo de expansion
lateral, reemplazando la mucosa normal del epitelio. Eventualmente, un subclon

en el campo se convierte en un cancer invasivo, y progresa a metastasis.
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Figura 3: Propuesta de un modelo de carcinogénesis molecular del CECC. Figura
modificada de Leemans et al.®”

1 indica sobreexpresion o ganancia; 1 1 indica alto nivel de amplificacion; | indica pérdida,
y | | indica una pérdida de homocigosidad. CCND1, ciclina D1; CDK, quinasas
dependientes de ciclina; CDKN2A, inhibidor 2A de quinasa dependiente de ciclina; me,
metilado; mt, mutado; NF-kB, el factor nuclear-kB; PIK3CA, fosfoinositol-3 quinasa

subunidad a; TGF B, factor de crecimiento transformante f3.

En este modelo se pueden diferenciar tres pasos criticos: la conversién, de
una sola célula madre mutada en un parche, en un grupo de células madre sin el
adecuado control de crecimiento (campo); el proceso de transformacion, por el
cual un campo se convierte en un carcinoma invasivo, y el desarrollo de
metastasis. Tanto la aneuploidia como la acumulacion de cambios genéticos
asociados al cancer en los campos, estan relacionados con el riesgo de

progresion maligna.

Las vias de sefalizacion establecidas que participan en CECC se
representan, estratificadas para los tres subtipos de tumores (ver figura 3): CECC
inducido por el virus del papiloma humano (VPH-positivo (VPH +), y tumores no
causados por el VPH (VPH-), que tienen numerosos cambios genéticos
numeéricos (inestabilidad cromosdémica alta (alta CIN)) o VPH- con pocos cambios
genéticos (baja CIN). Para los tumores VPH- de bajo CIN no existen datos

moleculares detallados disponibles en la actualidad.
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Alteraciones genéticas y cromosdmicas se indican en los cuadros de color
amarillo, las vias oncogénicas se muestran en el cuadro azul y las vias de
supresores tumorales se muestran en los cuadros de color rojizo. El orden de la
alteracion de p53 o de retinoblastoma (Rb) no se ha establecido definitivamente y
puede no ser relevante. El factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y MET se
encuentran mutados y amplificados en tumores y pueden transmitir sefales a
través de Ras-MAPK, PISK-AKT-PTEN vy otras vias.

La eleccion de colocar a EGFR y MET en la ruta PISK-AKT es arbitraria y

exige una investigacion mas detallada®®.

3.2 Cancerizacion de campo

En 1953, el término “cancerizacion de campo” fue propuesto para explicar la
gran propension a desarrollar recaidas locales tras el tratamiento del CECC y la
alta probabilidad de desarrollar multiples tumores independientes en la mucosa de

cabeza y cuello®®

. Slaughter et al. estudiaron cuidadosamente muestras de
cancer de cavidad oral y asociaron la frecuente observacion de cambios
displasicos alrededor de estos tumores con la aparicion de recaidas locales y con
multiples tumores primarios. Debido al desarrollo en la investigacion molecular
durante las pasadas dos décadas, el proceso de cancerizacion de campo ha sido

definido en términos moleculares*®.

De este modo, usando marcadores genéticos, como la pérdida de
heterocigosidad en determinados cromosomas, combinado con mutaciones en
TP53, han mostrado que en al menos el 35% de los tumores orofaringeos y de
cavidad oral analizados, el carcinoma estaba rodeado de epitelio con cambios

50)

genéticos( . Este epitelio tiene un aspecto macrocopico normal aunque puede

mostrar displasias desde un punto de vista histolégico(51).

Estos campos se encuentran a menudo en los margenes quirurgicos tras la
extirpacion tumoral, lo que significa que pueden continuar en el paciente(5°). En
estudios retrospectivos se ha visto que estos campos no resecados son una
importante fuente de recaidas locales y de segundos tumores primarios, tan

frecuentemente vistos en pacientes tratados con CCC®2°%),
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La comparacion de los perfiles genéticos de los carcinomas y del tejido
peritumoral a menudo indica una relacion clonal, y en esto se basa la hipdtesis de
que esas ceélulas preneoplasicas contiguas preceden al desarrollo de un

carcinoma invasivo?,

Hay alguna informacion de lo que parece preceder al desarrollo de campos.

1.5 describieron pequenas zonas focales p53 positivas en la

Van Houten et a
mucosa epitelial adyacente al tumor. Algunas fueron secuenciadas y mostraron
una mutacion en TP353, pero esta mutacion no era idéntica a la hallada en los
tumores correspondientes, indicando que estas zonas no estaban relacionadas
clonalmente con el tumor. Estas zonas p53 positivas fueron consideradas
equivalentes a “unidades clonales” definidas como una familia de células
procedentes de un progenitor comun del epitelio escamoso. Estas unidades
clonales de p53 mutado son consideradas el primer cambio oncogénico de la

mucosa“®,

Sobre la base de los ultimos hallazgos moleculares, la cancerizacién de
campo se define como la presencia de una o mas areas de la mucosa formada
por células epiteliales que presentan alteraciones genéticas o epigenéticas
asociadas al cancer. Un campo de precursores o el campo (en azul claro en figura
4), es monoclonal en su origen y no muestra crecimiento invasivo o
comportamiento metastasico, que son las caracteristicas de un carcinoma
invasor. Un campo es preneoplasico, por definicion, y puede tener aberraciones

histoldgicas caracteristicas de la displasia, pero no necesariamente®>®.

Una leucoplasia es la manifestacién clinica de un campo, pero la mayoria de
los campos son clinicamente invisibles. Algunos campos pueden ser visualizados
por fluorescencia, identificando campos subclinicos de alto riesgo con cambios

cancerosos y precancerosos®’*®),
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I.(30)

modificada de Leemans et a

Una importante implicacién clinica de un campo es que puede ser el origen
de recidivas locales y segundos tumores primarios después de la reseccion
quirargica del cancer inicial. Estas dos posibilidades se pueden distinguir
clinicamente en base a su distancia del tumor indice o el intervalo de tiempo tras
el cual se desarrollan (mientras que una recidiva local la distancia es inferior a 2
cm o se produce antes de 3 afos del tumor primario, la distancia de un segundo
tumor primario es mayor de 2 cm o se produce mas de 3 afnos después del tumor
primario). Se necesitan cambios genéticos adicionales para transformar un campo
en un nuevo carcinoma. El campo y el tumor primario comparten alteraciones
genéticas y deben ser considerados con un origen clonal comun. Los tumores que
surgen en un campo no resecado han sido descritos como "segundos tumores de
campo" en lugar de verdaderas recidivas locales (que se desarrollan a partir de
células tumorales residuales) o verdaderos segundos tumores primarios (que

tienen un origen que es independiente del tumor primario)©®.
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4-. HISTORIA NATURAL DE LA ENFERMEDAD

4.1 Crecimiento local y segundos tumores

Los CCC suelen iniciarse en la mucosa, rara vez lo hacen en la submucosa
(p. €j.: suelo de boca y nasofaringe) o intraductalmente (glandulas salivares).
Crecen inicialmente por infiltracion local. La invasion locorregional ésea y nerviosa

es tardia, mientras que el musculo puede afectarse de forma precoz®?.

Los pacientes con CCC presentan a menudo segundos tumores
metacronicos y/o sincronicos en el tracto aerodigestivo superior. Los segundos
tumores no son inducidos por el tratamiento, sino que reflejan la exposicién de la
mucosa a los mismos carcindgenos que provocaron el carcinoma primario(ﬁ”

(concepto de cancerizacion de campo descrito previamente).
4.2 Diseminacion linfatica

La diseminacion linfatica se produce con relativa facilidad. La afectacion de
los ganglios depende del origen primario del tumor y se relaciona con el grado de
diferenciacién tumoral (mayor en los tumores indiferenciados), el tamafio tumoral

y la regién anatémica en la que se localizan €.

No es infrecuente encontrar pacientes con tumores de origen desconocido
que se presentan con adenopatias ganglionares cervicales, obligando a realizar
una busqueda exhaustiva en la zona ORL, tratandose a estos pacientes como si

fueran portadores de un tumor en esta localizacion ©7.

4.3 Diseminacion hematica

La diseminacién por via hematica generalmente es tardia. La incidencia de
metastasis a distancia se situa en torno al 10%, aunque asciende de manera
significativa cuando se determinan sobre autopsias. Es mas frecuente en los
tumores de nasofaringe, orofaringe, laringe supraglética e hipofaringe,

especialmente cuando existe afectacidn ganglionar o si son de gran tamafio®".

El sitio mas comun de metastasis a distancia es el pulmén (60%), seguido de
hueso (20-24%), higado, etc., siendo frecuentes las localizaciones multiples

metastasicas®?.
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5-. DIAGNOSTICO
5.1 Screening

No se conocen, en el momento actual, programas de screening con eficacia
demostrada, para la deteccion precoz del cancer de cabeza y cuello, excepto la
inspeccion visual oral en regiones de alto riesgo para el cancer de cavidad

|(63.64)

ora , aunque se recomienda un seguimiento cercano en individuos con

factores de riesgo, especialmente en aquellos con elevado consumo de tabaco y

alcohol®®,

5.2 Manifestaciones clinicas

La clinica es muy variada y depende de la localizaciéon. Suelen debutar como
induraciones, excrecencias, masas, ulceraciones, disfonia, disfagia, odinofagia,
obstruccion nasal unilateral, rinorrea, etc. También puede haber disfunciones
organicas como pérdida de audicién y, si existe invasion de la base del craneo,
especialmente en tumores de nasofaringe, diplopia u otra sintomatologia

neurolégica®?.

Aproximadamente el 5% de los pacientes debutan con metastasis cervicales
palpables como primera manifestacion de un CCC, llegando al 50% en el caso de
tumores de nasofaringe e hipofaringe, donde constituyen de forma frecuente el
primer signo de la enfermedad. Sin embargo, son raras las manifestaciones
derivadas de la presencia de metastasis a distancia como primer signo o sintoma
del CCC®),

5.3 Exploracion fisica

Ante todo paciente con sospecha clinica de un CCC, debe realizarse una

exploracién fisica completa®. Con especial atencién deben llevarse a cabo:

- Examen de cavidad oral y orofaringe
- Laringoscopia indirecta

- Palpacion cuidadosa de todas las areas ganglionares.
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5.4 Examenes complementarios y estudio de extension
Dentro del estudio inicial es recomendable incluir las siguientes exploraciones:

- Analitica completa: incluyendo hemograma, ionograma y pruebas de funcién

hepatica‘®.

- Tomografia axial computarizada (TC) y/o resonancia magnética nuclear (RM):
para determinar la extension locorregional de la enfermedad eligiéndose una u
otra en funcion de la rentabilidad diagnostica y terapéutica segun la localizacion;
asi, por ejemplo, la RM parece mas util que la TC en la determinacion de la

extensién de los tumores de base de lengua o nasofaringe(m).

El estudio de extension a distancia incluye de forma rutinaria una radiografia
de tdérax, con el fin de descartar metastasis pulmonares o la existencia de un
cancer de pulmon concomitante, y se recomienda, de forma general, la realizacion
de una ecografia hepatica®. En pacientes con N2 o N3 es recomendable la

1), La realizacion de otros estudios con

realizacion de TC toracica y abdominal'
TC o gammagrafia 6sea estara indicada solamente si existe sospecha clinica de
diseminacion a distancia o en el contexto de ensayos clinicos®. En los ultimos
afnos ha cobrado una especial importancia la realizacion de TC/PET (tomografia
con emision de positrones) en la deteccion de recidivas e incluso en la

estadificacion inicial®".
5.5 Confirmacién histolégica

El diagnéstico definitivo de un CCC viene dado por el estudio histologico del
tumor primario. Cuando esto no es posible debe realizarse la biopsia de alguna de

las adenopatias afectas (es preferible la biopsia a la realizacion de PAAF)®",

Se recomienda realizar una panendoscopia directa bajo anestesia general
con toma de biopsias de todas aquellas lesiones sospechosas de malignidad,
tanto en la esfera ORL como las que puedan apreciarse en el arbol bronquial y
esofagico, teniendo en cuenta la cancerizacion de campo y la frecuencia de

tumores sincrénicos que comparten factores de riego®".
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6-. ANATOMIA PATOLOGICA
6.1 Tipo histologico

Mas del 90% de los CCC son carcinomas epidermoides que se inician en
la mucosa y que se caracterizan por una diferenciacion escamosa. La presencia
de otro tipo de tumor como sarcoma, melanoma, osteosarcoma, etc., suele ser

excepcional®©”.

Aunque el CECC constituye el tipo histolégico mas frecuente en esta area, y
se asume como una unica entidad, a la que se considera de forma homogénea en
el diagndstico y tratamiento, muy pocas veces se tiene en cuenta que bajo el
epigrafe de carcinoma epidermoide se incluyen también variedades histologicas
con caracteristicas pronodsticas y de respuesta al tratamiento muy diferentes al
carcinoma epidermoide convencional. Sin embargo, en la mayoria de los ensayos
clinicos no se especifica si estas variedades histolégicas estan icluidas y en qué
proporcion. No hay cifras exactas de qué proporcion de pacientes con CECC
presentan estas variantes, y puede que haya diferencias en funcion del area
geografica y la calidad de los servicios de Anatomia Patoldgia, pero casi todas
estas variedades se cifran en torno al 2-5% de los casos de CECC. Teniendo en
cuenta las mas frecuentes, que son el carcinoma basalioide, el verrucoso y el
papilar, se puede establecer que el numero de CECC no convencionales puede

rondar el 10% de los casos®®®.

El CECC tipo verrucoso es una variedad histolégica que representa entre el
1-10% de los CCC. Afecta princialmente a cavidad oral (55,9%) y laringe (35,2%).
Son tumores de diagndstico diferencial dificil. Frecuentemente no esta bien
caracterizado en el diagndstico patoldgico, y se describen hasta un 52% de
errores diagnosticos. Ante un examen histoldégico poco minucioso, este tipo
histolégico puede ser considerado como un CECC bien diferenciado convencional
Lo mas interesante de estos tumores es que tienen un muy bajo potencial
metatasico, pero una alta capacidad de invasion local ®”. Su tratamiento, en caso

de identificarse de inicio correctamente, es la cirugia.
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El CECC tipo basaloide es otra variedad rara con células parecidas a la
capa basal del epitelio. Constituyen el 2% de los casos de CECC. Generalmente,
conviven el mismo tumor componente basaloide y epidermoide tipico. Parece que
también puede estar ligado con mas frecuencia a la infeccién VPH, incluso fuera
de la orofaringe. Lo mas interesante de esta variante es su comportamiento
clinico diferente, habiendo dos caracteristicas diferenciales: mayor incidencia de
metastasis a distancia frente al CECC convencional (41 vs. 6%), que es la
principal causa de muerte, con una marcada menor incidencia de metastasis
ganglionares (15 vs. 51%). Aunque se han etiquetado frecuentemente como de
peor pronostico, no esta claro que esto sea asi, ya que son tumores
habitualmente bastante quimio y radiosensibles®®. En dos estudios de caso-
control se ha visto una mayor proporcion de metastasis a distancia con un similar

o mejor control locorregional®©®.

El carcinoma escamoso papilar ha sido definido por primera vez como
variedad diferente del carcinoma de células escamosas en la clasificacion de los
Tumores de la Cabeza y Cuello de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) del
20059, Se caracterizada por un crecimiento exofitico papilar con un prondstico
favorable. Se localizan con mayor frecuencia en laringe y cavidad oral. La
incidencia de marcadores relacionados con la infeccién por VPH es mucho mas
alta en estos tumores con respecto al CECC convencional (mas del 50%), incluso

fuera de la orofaringe®®®.

Hay bastante poca informaciéon en cuanto a su quimio y radiosensibilidad,
por lo que es dificil establecer pautas al respecto. Precisamente por esa falta de
datos y por su buen prondstico con cirugia, esta ultima deberia ser la primera

opcidn siempre que fuera posible!’?.

Es importante, con vistas al tratamiento y al prondstico de la enfermedad,
conocer el tamafio tumoral, grado de diferenciacién, numero de mitosis,
afectacidon de los bordes de reseccion, infiltracién vascular o la infiltracion linfatica

o invasién perineural®?.
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6.2 Grado histolégico

En general, se puede afirmar que cuanto mas se parece una neoplasia al
tejido originario, mejor es la diferenciacion o grado. Asi, los tumores se pueden

clasificar en:

. Grado 1: bien diferenciado
. Grado 2: moderadamente diferenciado
. Grado 3: pobremente diferenciado

. Grado 4: indiferenciado

Grado 3 y 4 se pueden combinar, en ocasiones, como G3-4: pobremente

diferenciado o indiferenciado'".

7-. ESTADIFICACION

El sistema de estadificacion mas util desde el punto de vista clinico es el
TNM (tumor, node, metastasis) actualizada con la colaboracién entre el American
Joint Committee on Cancer (AJCC) y la Union for International Cancer Control
(UICC). La AJCC y el UICC modifican periédicamente el sistema TNM en
respuesta a nuevos conocimientos clinicos adquiridos y una mejor comprension

de la biologia del cancer y de factores que afectan al pronéstico(”).
El sistema TNM clasifica y agrupa los tumores por:

T: tamafo del tumor primario o de la afectacién de estructuras vecinas, definida

especificamente para cada sitio tumoral.

N: estado de los ganlios linfaticos regionales de drenaje, categorizado por el
numero de ganglios afectados, la region de afectacién y el tamafo. La clasifiacion

ganglionar es comun para todos, con excepcion del carcinoma de nasofaringe.

M: presencia o ausencia de metastasis a distancia, por diseminacion vascular o

en ganglios linfaticos mas alla de los definidos como "regionales".
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Agrupacién por estadios del American Joint Committee on Cancer’?.

Excepto glandulas salivares:

- Estadio 0 - Estadio IVa
.Tis, NO, MO .T4a, NO, MO
.T4a, N1, MO
- Estadio | .T1, N2, MO
.T1, NO, MO .T2, N2, MO
.T3, N2, MO
- Estadio Il .T4a, N2, MO
.T2, NO, MO
- Estadio IVb
- Estadio lll .Cualquier T, N3, MO
.T3, NO, MO .T4b, cualgluier N, MO
.T1, N1, MO
.T2, N1, MO - Estadio IVc
.T3, N1, MO .Cualquier T, cualquier N, M1

8-. FACTORES PRONOSTICOS

Los factores prondsticos son aquellos datos que aportan informacion sobre

la evoluciéon de una enfermedad.

8.1 Factores relacionados con el paciente
Edad y comorbilidad

La edad avanzada constituye para algunos autores un factor de mal
prondstico, relacionandose con una menor supervivencia, aunque varios estudios
sobre quimioterapia neoadyuvante no encuentras diferencias en la respuesta al

tratamiento en funcion de la edad®?.

Se sabe que en el CECC la eficacia de tratamientos como la quimioterapia
(QT) y la radioterapia (RT) depende en gran parte de que se puedan administrar a
dosis plenas y en intervalos de tiempo precisos. Si la comorbilidad impide cumplir

esos requisitos probablemente no vamos a obtener los mismos resultados en
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eficacia y, sin embargo, se pueden generar complicaciones por toxicidad que
pueden incluso poner en peligro la vida del paciente®®. Asi, la edad avanzada
condiciona la presencia de un mayor numero de comorbilidades, pudiendo
condicionar la eleccion de un determinado tratamiento, y, por lo tanto, la eficacia

del mismo.

Parece que la edad solo constituye un factor prondstico adverso en si
mismo, independientemente de la comorbilidad, cuando se rebasa la edad de 80
afnos, y solo para supervivencia global, no para supervivencia especifica por

cancer™).

Sexo y raza
No se puede afirmar de forma clara que existan diferencias prondsticas entre
hombres y mujeres, aunque algunos estudios apunten a ello. Tampoco parecen

existir diferencias globales en funcién de la raza®.

Estado general del paciente o performance status (PS):

Los pacientes con un buen PS antes de iniciar el tratamiento tienen mejor
prondstico en términos de respuesta y supervivencia global. Existe una relacion
directa del PS con el estado de nutricion, la astenia, pérdida de peso y la

presencia o no de enfermedades concomitantes®?.

Situacion social

Esta variable, estd directamente relacionada con otras variables tan
importantes como la comorbilidad, el habito endlico y tabaquico, y de forma
indirecta, con otras como el estadio global. La falta de soporte familiar, el domicilio
alejado del centro hospitalario, la pobre educacion sanitaria, la precariedad
econdmica, etc., influyen decisivamente en la viabilidad de cualquier tratamiento.
Generalmente, todo esto implica tratamientos incompletos o interrumpidos, y
muchas veces condicionan a priori la indicaciéon de tratamientos con intencién

curativa‘®®.

Consumo de tabaco
El consumo persistente de tabaco tras el diagndstico se ha relacionado con
un incremento de la toxicidad del tratamiento (especialmente RT), sin que exista

un impacto demostrado en la probabilidad de respuesta. Ademas, incrementa la
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tasa de recidivas locorregionales y de segundas neoplasias, 10 que repercute en

una menor supervivencia®.

8.2 Factores relacionados con el tumor

El estadio, basado en la clasificacion TNM, constituye el factor mas
importante a la hora de determinar el prondstico y probabilidad de supervivencia
en CCC. La afectacion ganglionar constituye el factor prondstico desfavorable de
mas relevancia, estando la supervivencia inversamente relacionada con el
numero y tamano de ganglios afectados, asi como con la afectacién nodal
bilateral. La invasion de la capsula ganglionar incrementa el riesgo de recidiva

locorregional y de metastasis a distancia®.

La localizaciéon tumoral constituye un factor prondstico importante. Se sabe
que dentro de la faringe y cavidad oral, la hipofaringe, la base de lengua y la

pared posterior faringea tienen un peor pronostico. Dentro de la laringe, el

pronéstico también varia drasticamente a favor de la glotis frente a las demas
66)

localizaciones Iarl’ngeas(

Lengua
Cavidad oral
B Reino UnidoeIrlanda
¥ Norte de Europa
Orofaringe M Europa Central
206 F———i
W Sur de Europa
Europa del Este
Hipofaringe
Laringe

0 10 20 30 40 50 60 70 20 90 100

Supervivencia relativa (%) a 5 afios, estandarizada por edad

Figura 5: Supervivencia relativa (%) a 5 afios con intervalos de confianza al 95%,
estandarizada por edad para CCC por area Europea y localizaciéon anatdomica de origen.

Figura modificada de Zigon et al."®
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En la figura 5 se puede apreciar las diferencias de supervivencia en funcion

de la localizacion tumoral asi como entre las diferentes regiones europeas.

Grado de diferenciacion tumoral. Los tumores mas diferenciados se
asocian con menor afectacion ganglionar y menos recidivas locales. EI CCC
moderadamente o escasamente diferenciado se asocia con mas recidivas y

menor supervivencia®?.

El contenido de ADN tumoral. Medido mediante técnicas de citometria de
flujo, parece ser un factor prondstico de relevancia, de manera que los tumores

aneuploides se asocian con una menor supervivencia que los diploides(eo).

Se han estudiado multiples oncogenes y genes supresores de tumores.
La sobreexpresion de los oncogenes de EGFR, ras y myc en algunos estudios se
asocia a peor pronostico. Las alteraciones en genes supresores como p53, p21,
p27 y p16 son frecuentes y se relacionan en diferentes estudios con una mayor
agresividad clinica y peor prondstico. En concreto, las mutaciones en p53 parecen
conferir mayor tasa de recaidas tras tratamiento quirargico y mas
radiorresistencia. Sin embargo, en ocasiones, los resultados relacionados con
estos factores son contradictorios y no es posible aun establecerlos como uso
rutinario ni emplearlos en la seleccion de pacientes para protocolos

terapéuticos®.

8.3 Factores relacionados con el tratamiento

En el momento actual la respuesta al tratamiento en pacientes tratados con
quimioterapia de induccion -y en aquellos que reciben tratamiento con
radioterapia en menor medida- se considera uno de los factores prondsticos mas
importantes en los pacientes con CCC, de manera que el alcanzar una respuesta
completa tras quimioterapia, especialmente si es una respuesta completa
histolégica, se ha mostrado en diversos estudios como el factor prondstico

favorable para supervivencia mas importante®®.
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9-. TRATAMIENTO

La valoracion multidisciplinar en comités de tumores es fundamental. Se
sabe que realizar tratamientos en el contexto de equipos multidisciplinares mejora

los resultados terapeuticos en términos de supervivencia'’.

Clasicamente los tumores de cabeza y cuello se han clasificado clinicamente en:

- Enfermedad localizada (Estadios | y II). Suponen aproximadamente el 30-40%

de estos tumores.

En general, los resultados son similares con cirugia y radioterapia, y la

preservacion del 6rgano es una alternativa que siempre debe valorarse.

Las tasas de control local con cirugia y/o radioterapia son altas y se cifran
entre el 70-90%, dependiendo de la localizacién, histologia del tumor, experiencia

del centro y estado funcional de cada paciente®?.

- Enfermedad localmente avanzada (Estadios Ill, IVa y IVb). La mayoria de

pacientes son diagnosticados en esta fase (60-70%).

Es un campo de continua investigacion clinica y es donde se estan

produciendo mayores avances en los ultimos afios.

El tratamiento tradicional ha sido la combinacion de cirugia y RT, pero la
supervivencia era limitada y los pacientes sufrian grandes secuelas funcionales y

psicoldgicas.

La quimioterapia de induccion y radioterapia posterior se inicio en los anos
ochenta, con esquema de cisplatino y 5-FU (PF). Las respuestas excedian el
80%, y el 50% de ellas eran remisiones completas, pero con apenas impacto en la

supervivencia'™®.

Otra linea de investigacion ha sido la simultaneidad entre quimioterapia y
radioterapia, lo que ha permitido un aumento de supervivencia y en algunos casos

una preservacion del érgano!’”.

Ensayos posteriores con taxanos (T) afadidos al platino-fluorouracilo (PF),

conocido como el esquema TPF, han demostrado mejorar la supervivencia
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cuando se compara al PF y preservar érganos tras la consiguiente irradiacion o
n(78.79)

quimioirradiacio

Otro gran avance en el tratamiento de estos tumores estan siendo las
terapias bioldgicas. La administracion de cetuximab, un anticuerpo monoclonal
contra el dominio extracelular del receptor del factor de crecimiento epidérmico,
ha demostrado un beneficio cuando se compara contra radioterapia exclusiva en

control local y supervivencia®.

- Enfermedad metastasica (Estadio IVc). La incidencia de tumores que se
presentan de inicio con enfermedad metastasica oscila entre el 6-8% del total de

los tumores de cabeza y cuello.

Generalmente se tratan con quimioterapia con intencién paliativa en un
intento de preservar el confort y la calidad de vida de los pacientes. Las
respuestas son mejores cuando se compara poliquimioterapia con monoterapia,

pero el beneficio en supervivencia es muy limitado®?.

Nuevas terapias dirigidas a diana, quimioterapia y terapias sistémicas
combinadas estan siendo estudiadas en este campo. En el estudio EXTREME®",
se demuestra una mayor supervivencia global en pacientes con CECC recurrente
0 metastasico tratados con PF mas Cetuximab comparado con pacientes tratados

con PF.

10-.EFECTOS ADVERSOS DE LOS TRATAMIENTOS

El tratamiento de estas neoplasias se ha intensificado en la ultima década,
por lo que se evidencia un importante aumento de los efectos toxicos agudos y
tardios. Para evaluar los efectos adversos existen diferentes escalas de toxicidad,
siendo la clasificacion "Common Terminology Criteria for Adverse Events
(CTCAE)" establecida por el NIC (National Cancer Institute) la mas utilizada. Esta
escala se actualiza periédicamente e incluye 5 grados de severidad de las

toxicidades:

- Grado 1: Leve; asintomatico o sintomas leves; solamente observacion clinica,

no esta indicada la intervencion.
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- Grado 2: Moderada; indicada una minima intervencion, local o no invasiva; no
existe limitacion para las actividades basicas de la vida diaria.

- Grado 3: Grave o de importancia médica, pero no potencialmente mortal,
indicada la hospitalizacion o prolongacién de la hospitalizacion; existe
limitacion para las actividades basicas de la vida diaria (limita el autocuidado).

- Grado 4: Pone en peligro la vida del paciente; indicada una intervencion
urgente.

- Grado 5: Muerte relacionada con los efectos adversos.

Las principales toxicidades secundarias al tratamiento con cisplatino (base

del tratamiento quimioterapico del CCC) son®?:

- Nefrotoxicidad: es una toxicidad limitante de dosis. Puede observarse una
disfuncidn renal leve y reversible o una insuficiencia renal con necrosis tubular
que puede ser irreversible. La nefrotoxicidad es acumulativa. La diuresis forzada
por hidratacion antes y después de la administracién de cisplatino reduce el

riesgo.

- Mielosupresioén: leucopenia, trombopenia y anemia, la mayoria reversibles y

dependientes de dosis.

- Nauseas y vomitos: tanto de forma aguda (primeras 24 horas) como retardada

(después de 24 horas tras tratamiento).
- Ototoxicidad: el efecto es acumulativo, puede ser irreversible y uni o bilateral.

- Neurotoxicidad: también es un efecto limitante de dosis. Se caracteriza por

neuropatia periférica, tipicamente bilateral y sensorial.

En lo que se refiere al tratamiento con RT, histéricamente la toxicidad
derivada del tratamiento radioterapico se ha separado en dos grandes grupos:
agudos y cronicos. Asi la definicién clasica de efectos agudos y cronicos es la

siguiente:

- Agudos: aparecen durante el tratamiento o en el periodo inmediatamente
posterior a la irradiacidon. Siguiendo los criterios del Radiation Therapy Oncology
Group (RTOG) y del NCI, se considera toxicidad aguda a toda aquellas

alteraciones ocurridas antes de los 90 dias de finalizado el tratamiento.
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- Crénicos o tardios: aparecen meses o afios tras el tratamiento, poniendo la

barrera en los 90 dias.

Como en cualquier area anatémica, los diferentes tipos de toxicidad vienen
determinados por los érganos y tejidos sanos de riesgo incluidos en los campos
de irradiacion necesarios para el tratamiento. En el area de cabeza y cuello son
los siguientes: piel y tejido celular subcutaneo, mucosas, glandulas salivares, ojo,
oido, laringe, tiroides, articulacion temporo-mandibular, tejidos blandos, médula

cervical.

De entre todos los que podemos encontrar en esta area anatdémica, la
mucositis y la xerostomia son definitorios de los tratamientos radioterapicos en el

area de cabeza y cuello.

- Mucositis: La mucosa de las vias aero-digestivas superiores es especialmente
sensible a la accion de la irradiacion. Afecta sobre todo a la cavidad oral y a la
faringe que son las areas mas frecuentemente incluidas en los campos de
tratamiento, pero afectara a la mucosa de cualquier localizacion que se irradie
(fosas nasales, esofago...). La mucositis severa puede ocasionar interrupciones
del mismo o reduccion en la dosis, lo que puede comprometer la supervivencia y

el control locorregional, sobre todo si el retraso es mayor de 5 dias.

- Xerostomia o boca seca: es el otro efecto secundario mas frecuente entre los
pacientes que reciben tratamiento radioterapico por un cancer del area ORL. Se
puede definir como la disminucion objetiva del flujo salivar y la alteracién de su

composicién cualitativa®?.

Diversos estudios han confirmado que durante el tratamiento con
quimiorradioterapia, las toxicidades agudas son severas y comprometen la calidad
de vida de los enfermos con un detrimento del estado funcional, mas del 90% de
los pacientes tienen mucositis de cualquier grado, dermatitis grados 2-3 en mas
de la mitad de los pacientes, el dolor esta presente en el 75% de los casos y el
66% tienen dificultad para masticar y para tragar. Aproximadamente el 27% de los
pacientes tiene que ser ingresado, con una estancia media de 6 dias. Un mes
después del tratamiento, la astenia sigue presente hasta en el 65% de los casos,

las alteraciones emocionales en el 95%, la hiporexia en el 85%, el dolor en el 65%
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y las dificultades para alimentarse son practicamente universales. En los meses
posteriores estos problemas mejoran y a los 6 meses del tratamiento las
limitaciones pra realizar actividades de la vida cotidiana han descendido del 70 al
25%. El riesgo de aspiracion broncopulmonar puede persistir de forma cronica en

un 68% de pacientes.

Los tratamientos se asocian a dolor, nutricion deficiente, estancias
hospitalarias prolongadas, aumento de los costes e infecciones potencialmente
mortales. La toxicidad crdénica, como la xerostomia, fibrosis, alteraciones en la
respiracion y deglucion, tienen impacto en la calidad de vida del paciente, en

areas como la relacion social y familiar.

Son necesarios protocolos activos y continuados de manejo de estas
toxicidades para evitar las interrupciones del tratamiento, por lo que esto supone
para el control local. Los tratamientos concomitantes aumentan la incidencia de

toxicidad severa (grado 3-4) comparado con radioterapia exclusiva®?.

11-.GENES DE BAJA PENETRANCIA Y CANCER

11.1 El modelo poligénico: Los genes de baja penetrancia como factores de

susceptibilidad en el cancer esporadico

Hasta finales del XX, la investigacion sobre los factores causantes de la
susceptibilidad heredada a padecer cancer, estuvo centrada en la identificacion
de genes de alta penetrancia o alta susceptibilidad. Mutaciones germinales en
estos genes, dan lugar a un patron de herencia mendeliano, en el que la
susceptibilidad a desarrollar la enfermedad se transmite, en general, de forma
autosémica dominante, aunque también existen sindromes que presentan un

patron de herencia recesivo®?.

Ejemplos clasicos de genes de alta penetrancia son BRCA1 y BRCAZ2,
implicados en el sindrome de cancer de mama y ovario hereditario®®®, el gen
APC®) implicado en el cancer de colon polipdsico familiar, MLH1 y MSH2(®889)

asociados al cancer de colon no polipdsico y muchos otros.
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La frecuencia de las mutaciones en estos genes es muy baja en la poblacion
general (<0.005), pero cuando aparecen, el riesgo que confieren a padecer cancer

es muy alto (riesgo relativo mayor de 10).

Sin embargo, estos que podemos considerar como claramente hereditarios,
globalmente tan sélo representan el 1% de los casos de cancer, ya que la mayor
parte de las veces aparecen de forma esporadica. Esta mayoria de canceres,
presenta también un componente hereditario que reside en los genes de baja
penetrancia. A diferencia de los anteriores, las variantes en los genes de baja
penetrancia son comunes en la poblacién general (frecuencia >0.05) y el riesgo
que confieren a padecer la enfermedad es bajo (incremento del riesgo menor a
1.5 veces el poblacional). A nivel individual, cada variante modificaria muy poco el
riesgo, pero en union con otros factores, tanto genéticos como ambientales,
serian responsables de las diferencias en la susceptibilidad a padecer cancer que

existen entre los individuos de la poblacién general(go).

Actualmente se piensa que existen muchas de estas variantes, que
aparecen en diferentes combinaciones en los distintos individuos de la poblacién
general, dando lugar a un rango de susceptibilidades que provocaria las
diferencias interindividuales a padecer cancer. La identificacion de estas
variantes, asi como las interacciones que existen entre los riesgos asociados a las
mismas cuando aparecen en un mismo individuo, entrafia numerosas dificultades
y e€s un campo en el que queda mucho por explorar. Sin embargo, en los ultimos
anos, se ha producido un gran avance en el descubrimiento de algunas de estas
variantes a través de los estudios de asociacién de genoma completo, conocidos

comunmente como GWAS (Genome Wide Association Studies).

La estrategia para encontrar este tipo de variantes son los estudios de asociacion.

11.2 Estudios de asociacion: Métodos para la identificacion de variantes de

baja penetrancia

La estrategia principal para la identificacion de los genes de baja penetrancia
es el estudio de asociacion, en el que se compara la frecuencia de una variante
genética en un grupo de individuos afectados de la enfermedad (casos) con un

grupo de individuos sanos (controles). Cuando la distribucion de frecuencias
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difiere entre los dos grupos de forma estadisticamente significativa, se puede

asumir que existe una asociacion entre la variante genética y la enfermedad.

11.2.1 Método del gen candidato

Los primeros estudios de asociacion estaban siempre basados en el analisis
de genes candidatos, potencialmente implicados en los procesos de
carcinogénesis. Los genes candidatos deben cumplir dos caracteristicas

principales:

La primera es que exista una posible relacién funcional entre el gen de
interés y la etiologia de la enfermedad. En el caso del cancer, serian candidatos
aquellos genes implicados en procesos celulares, cuya alteracién pueda
potencialmente modificar el riesgo a padecer un tumor. Algunos ejemplos serian
los genes que participan en el metabolismo y detoxificacion de carcinégenos,

reguladores del ciclo celular, reparacion del ADN o apoptosis.

La segunda caracteristica es que los genes presenten variantes en su
secuencia, que sean polimorficas en la poblacion general y que al mismo tiempo
tengan alguna repercusién funcional. En este sentido, los SNPs o Polimorfismos
de cambio de un Solo Nucleétido, son variantes genéticas que se consideran

como mejores candidatas a representar variantes de baja penetrancia.

Para que una variante se considere SNP, debe ocurrir en al menos el 1% de
la poblacion general. Suponen la forma mas abundante de variacion genética, con
un rango de frecuencia que va desde 1 cada 300 hasta 1 cada 2000 pares de
bases. En los inicios de la secuenciacion completa del genoma humano, se
identificaron mas de 1.4 millones de SNPs®"Y. Actualmente, los datos de la
literatura sugieren que existen al menos 10 millones de SNPs con una frecuencia
del alelo menor (minor allele frequency, MAF) mayor del 1% y 5 millones con
MAF>10%?, pero los estudios de secuenciacion a gran escala que se han
realizado recientemente indican que estas estimaciones pueden ser incluso

bajas!®).

El hecho de que los SNPs sean tan numerosos y estén repartidos al azar a
lo largo de todo el genoma, es una de las caracteristicas que les convierte en

marcadores genéticos ideales para identificar genes de baja penetrancia. Otra
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ventaja que presentan es que son faciles de determinar de manera inequivoca
utlizando multitud de técnicas disponibles actualmente en los laboratorios de

biologia molecular.

En principio, esta aproximacion parece la ideal, ya que maximizando la
verosimilitud biolégica, las posibilidades de éxito son mayores. Sin embargo, este
tipo de andlisis depende del conocimiento que se tenga en el momento de la

funcionalidad de los genes y normalmente este conocimiento es limitado®.

11.2.2 Estudios de asociacion de genoma completo (GWAS)

En los ultimos afios, los estudios de asociacion en todo el genoma o GWAS
(Genome Wide Association Studies), han emergido como una auténtica revolucion
en la identificacién de variantes de bajo riesgo tanto en tumores como en otras
enfermedades, en las que se considera que el componente genético tiene un
peso importante. El principio de los GWAS es el mismo que el de los estudios de
asociacion, con la importante diferencia de que en vez de analizar un SNPs o
grupo discreto de SNPs, se analizan cientos de miles de SNPs marcadores del
genoma completo. La ventaja de esta estrategia, es que al realizarse un barrido
en todo el genoma, no es necesario disponer de informacién previa sobre la
probabilidad a priori que puede tener un gen determinado, por su funcion, de ser
causante de la susceptibilidad, eliminando todas las limitaciones que en este
sentido tiene la estrategia del "gen candidato". Por otra parte, o que parecia una
aproximacion de dificil aplicaciéon, ha sido posible en los ultimos afios gracias a la
convergencia de las nuevas tecnologias que permiten genotipar cientos de miles
de SNPs a la vez en una sola muestra®. Los resultados de los GWAS estan
siendo muy prometedores, identificando loci inesperados y apuntando a nuevas

vias implicadas en la patogénesis de estas enfermedades.
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12-. MECANISMOS DE REPARACION DEL ADN

La supervivencia y proliferacion normales de la célula requieren la
continuidad de su ADN duplex y la precision extrema de la informacién de su
secuencia de ADN. Ambas son vulnerables a agresiones endogenas y exogenas
como el calor, los accidentes metabdlicos, la radiacion, las sustancias
ambientales y la quimioterapia. Por ejemplo, la lesion del ADN sélo a partir de
fuentes enddgenas da lugar a una cifra estimada de 20.000 lesiones en una unica

célula cada dia®®.

No obstante, menos de uno de cada 1000 cambios de bases accidentales
provoca una mutacién permanente; el resto son eliminados con una eficiencia
extraordinaria mediante la reparacion del ADN. Ademas, la reparacion del ADN
participa en casi todos los procesos relacionados con la replicacion, la
transcripcion y la recombinacion®. Un 10% de los genes del genoma estan

®7) Asi la inactivacion de un gen

implicados en la reparacion y replicaciéon del ADN
de reparacion del ADN podria dar lugar a una elevada tasa de mutacion, y
defectos en la capacidad de reparacion del ADN se relacionan con varias

97,98

enfermedades genéticas humanas®*® incluyendo diversas formas de cancer

como el cancer de mama de inicio temprano y el cancer de colon no polipdsico

hereditario®®.

Por otra parte, el aumento de la reparacion del ADN podria
contribuir a la resistencia del tumor a los agentes antitumorales que dafan el
ADN!%)_ Todo ello subraya la importancia fundamental de la reparacion del ADN
para mantener la supervivencia y proliferacion normales de la célula y para el

tratamiento del tumor.

En las células de mamiferos existen seis vias especificas del tipo de lesion
para la reparacién del ADN (ver Figura 6), que utilizan enzimas especificas para
resolver diferentes modalidades de lesiones: 1) la via de la reparacion directa
(DR) para la lesion causada por O6-alquilguanina; 2) la via de la reparacion por
escision de bases (BER) para la reparacion de la lesion de bases, como bases
oxidadas-reducidas, alquiladas y desaminadas; 3) la via de la reparacién por
escision de nucleétidos (NER) para la reparacion de las lesiones del grueso del
ADN producidas por aductores del ADN por radiacion, sustancias o proteinas; 4)

la via de reparacion de errores (MMR) para la sustitucion de las bases mal
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emparejadas; 5) la via de la recombinacion homoéloga (HR); 6) la via de unién de

extremos de ADN no homodlogos (NHEJ). Estas dos ultimas vias intervienen en la

reparacion de las roturas de las cadenas dobles de ADN (DSB)!"%".
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Figura 6: Vias de reparacion del ADN. Figura tomada de Miao y Ding

Varias vias de reparacion pueden compartir factores de reparacidn
generales como las helicasas del ADN, el factor de replicacion C, el antigeno
nuclear de proliferacion celular, y las polimerasas y ligasas del ADN. Por el

contrario, lesiones concretas podrian ser reparadas por mas de una via!'9%102:103)

El proceso general de reparacion del ADN consta de tres pasos principales:
reconocimiento de la lesion, resolucion de la lesion y el volver a unir la cadena de
ADN (Fig.6). Los sensores especificos de la lesion del ADN identifican primero las
lesiones del ADN; a continuacion, otros factores de reparacion eliminan
secuencialmente las bases o nucledtidos aberrantes mediante incision y escision
del ADN; seguidamente, se resintetiza nuevo ADN mediante ADN polimerasas,
siguiendo las normas del emparejamiento de bases para sustituir las eliminadas
en el paso previo; finalmente, los huecos del ADN se sellan mediante las ligasas.
Algunos mecanismos de reparacién precisan todos estos pasos, pero otros

Unicamente consisten en partes de ellos'".

42



A continuacién se explican las vias de reparacion estudiadas en el presente

trabajo.

12.1 Via de la reparacion por escision de bases (BER)

La via de la reparacion por escision de bases (BER) es el principal
mecanismo para la reparacion de la alquilacion del ADN y de la lesion oxidativa.
La mayor parte de dichas lesiones de bases se derivan del metabolismo
fisiolégico endégeno como la oxidacion de bases de ADN por especies de
oxigeno reactivas que se generan en las células mediante metabolismo aerdbico,
la desaminacién espontanea de bases de ADN, o la metilacion de bases de ADN
mediante S-adenosilmetionina. Por otro lado, los agentes que lesionan el ADN, en
concreto los alquilantes, son el principal origen exdgeno de la alquilacion de

bases y la lesién oxidativa del ADN%%).

La via BER se puede subdividir en dos subvias metabdlicas segun la
longitud de sus sustratos de reparacién: la BER de parche corto sélo repara
lesiones de bases unicas, mientras que la BER de parche largo repara lesiones

de 2-13 bases en un unico sitio (ver Figura 7).

En la via BER, tanto de parche corto como largo, la identificacién de la lesion
(base especifica modificada) la lleva a cabo una ADN glicosilasa, actuando

posteriormente la endonucleasa apurinica 1 (APE1)!"%),

Tras la fragmentacién de la union fosfodiéster, la resolucion de la lesion en la
BER de parche corto y en la de parche largo se realiza de diferente forma,
caracterizada por las diversas enzimas empleadas, debido a la diferencia en los

tamanos de los huecos que hay que reparar.

El resellado de la cadena de ADN dafiada lo finaliza la ligasa 3 con la ayuda
de XRCC1 en la BER de parche de reparacion corto, y la ligasa 1 en la BER de

parche de reparacion largo.
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Figura 7: Diagrama de la via de reparacion BER con énfasis el el papel de XRCC1.

Figura modificada de Thompson y West('%)

El mecanismo BER es clave para mantener la integridad del ADN celular.
Uno de los motivos es que es la via de reparacion predominante para el
procesamiento de pequefas lesiones de bases. La tasa estimada de 10.000
lesiones de bases por célula de mamifero por dia subraya su crucial

importancia'®'%”). Ademas, la delecién de los genes en la via BER (incluidos
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APE1, FEN1, XRCC1, Pol beta y algunas glucosilasas del ADN) es letal para el
embrion!"®. Otra razén es que la via BER es el componente fundamental para
reparar varias formas especiales de roturas de cadena sencilla de ADN (Simple
strand break, SSB). Las SSB inducidas por radiacion ionizante y por especies
reactivas de oxigeno pueden ser identificadas y unidas por PARP1. Ademas la via
BER puede participar en la reparacién de alguna lesién compleja del ADN en
coordinacion con otros mecanismos como la reparacion de la escision del

nucledtido!'®".

Dentro de esta via de reparacién unos de los SNPs mas estudiados son el
cambio de Arg por GIn en el codon 399 del gen XRCC1 y el cambio de Glu por
Asp en el codon 148 del gen APE1.

12.1.1 XRCC1 Arg399GIn

El gen XRCC1 (X-ray repair cross complementation group 1) esta constituido
por 17 exones, se localiza en el cromosoma 19913.2 y codifica una proteina de

633 aminoacidos. XRCC1 es una proteina de 70kDa esencial en la reparaciéon de

(108) Estas funciones se

(109)

roturas de cadena simple del ADN y por escisién de bases

llevan a cabo a pesar de la falta de actividad enzimatica propia

Se cree que actua como una proteina de andamiaje para facilitar el
reclutamiento de las enzimas de reparacion del ADN, actuando como una

plataforma de carga para el proceso de reparacion! %",

XRCC1 interactua con multiples enzimas de reparacion del ADN, cada una

con un enlace Unico especifico a los dominios funcionales de XRCC1(1%®),

Estudios en modelos animales han demostrado que la falta de XRCC1 en
linea germinal es incompatible con la vida('"®) y lineas celulares deficientes en la
proteina XRCC1 presentan hipersensibilidad a agentes alquilantes asi como a las

radiaciones ionizantes!"™.

La expression de XRCC1 en los tejidos es ubicua pero no uniforme!''?.
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Figura 8: Proteina XRCC1 humana y estructura del gen. Figura modificada de Sterpone y

Cozzi'""?. El évalo rojo rodea al polimorfismo a estudio.

(a) El diagrama muestra los dominios de XRCC1 vy las regiones de interaccion con otros

componentes de BER

(b) El diagrama muetra la estructura del gen con los SNPs mas comunes y estudiados:
=77 T — C, R194W, R280H y R399Q.

Se han descrito diversas variantes genotipicas de XRCC1 que se asocian
con modificaciones en las funciones de reparacion. La mas ampliamente
estudiada es la que se produce en el codon 399 que consiste en un cambio de
Guanina (G) por Adenosina (A) en la secuencia del ADN, lo que, al transcribirse,
supone una substitucion de Arginina (Arg) por Glutamina (GIn). Aunque la
configuracion general de ambas proteinas es similar y hay poca desviacion real
en el sitio del propio polimorfismo, la sustitucién produce importantes cambios
conformacionales en diversos sitios del dominio BRCT1, incluyendo la pérdida de
las caracteristicas estructurales secundarias, tales como las hélices alfa que
pueden ser fundamentales para las interacciones proteina-proteina. Estos
resultados apoyan la hipétesis de que este polimorfismo en XRCC1 podria afectar
la capacidad de reparaciéon del ADN mediante la alteracion de la estructura del

dominio BRCT1 y por lo tanto la capacidad de XRCC1 para coordinar BER!"'®).

Esta variante es relativamente frecuente en caucasicos y asiaticos donde

aproximadamente el 10% presentan la variante homocigota.
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Figura 9: Frecuencia de polimorfismos en regiones codificantes de XRCC1. Figura

modificada de Ginsberg et al.!"%®)

Si bien hay varias lineas de evidencia que muestra que el polimorfismo en el
coddn 399 polimorfismo (GIn/GIn) puede disminuir la capacidad de reparacion, la

importancia cuantitativa de este hecho requiere una evaluacion adicional('®

12.1.2 APEX Glu148Asp

APE1 (apurinic endonuclease 1), también conocido como APE, APEX, HAP1
(Human AP endonuclease 1), y REF-1 (redox factor-1) es una proteina
multifuncional que juega un papel central en la via BER. Ademas es un
coactivador transcripcional de numerosos factores de transcripcion implicados en
el desarrollo de cancer""”, siendo considerado una prometedora herramienta

para el tratamiento del cancer"®.

El gen se localiza en el cromosoma 14q11.2-12"9),

Los ratones con mutacién homocigota del gen, que carecen de una actvidad
funcional, mueren durante el desarrollo embrionario. Por el contario, los ratones
con mutacion heterocigota del gen, se desarrollan a la vida adulta sin

anormalidades aparentes!'??.
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Se han identificado un total de 18 SNPs en APE1("?"), siendo el SNP 1349
T>G, en el quinto exdon (rs1130409) uno de los mas estudiados. Estudios
funcionales de este polimorfismo sugieren que el alelo G podria tener alterada la
actividad endonucleasa y de union al ADN, asi como una disminucion de su
capacidad para relacionarse con otras proteinas BER y para reparar el dafo
oxidativo al ADN!'#22%),

12.2 Via de la reparacion por escision de nucleétidos

La via de la reparacion por escision del nucledtidos (NER) se considera el
mecanismo de reparacion del ADN mas versatil y flexible, ya que se ocupa de una

amplia variedad de lesiones estructurales del ADN no relacionadas!'??.

Se trata del sistema de reparacion mas importante para procesar lesiones
voluminosas del ADN que conllevan una deformacion de la hélice del ADN(?,
Estas lesiones del ADN se forman por la exposicion a la radiacion o a sustancias
como hidrocarburos aromaticos policiclicos y agentes intercalantes del ADN como
cisplatino, o por aductos de proteina con ADN'®) Los fotoproductos del ADN
inducidos por radiacion ultraviolea (UV) también pueden ser sustratos de la via

NER!?"), Ademas, elimina todas las lesiones sencillas de bases tnicas''?®,

La via NER se puede subdividir en reparacion acoplada a la transcripcion
(Transcription coupled repair, TCR) y reparacion global del genoma (Global
genome repair, GGR) dependiendo de si las lesiones del ADN afectan las
cadenas transcritas de los genes expresados. La TCR elimina determinados tipos
de lesion del ADN de las cadenas transcritas de los genes expresados, mientras
que la GGR repara las cadenas no transcritas de los genes expresados y también
las regiones no expresadas del genoma. En general, la TCR es mucho mas
rapida y eficiente que la GGR. La diferencia clave de estas dos subvias radica en

su distinto reconocimiento de la lesion('?®).

Después del reconocimiento diferencial de la lesion, el proceso de

reparacion posterior es comdn para la GGR y la TCR!'?4120),

Una vez detectadas las lesiones, se crea un complejo preincisiéon formado
por factores de reparacion como RPA, XPA, TFIIH, XPG, XPB y XPD, que se
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unen de forma coordinada a la zona de la lesién. XPB y XPD funcionan como
ATPasa y helicasa dependiente de ADN, desenrollando el ADN en la direccion 3’
a 5 (XPB) y en la direccion opuesta (XPD). Para abrir totalmente la doble hélice
alrededor de la lesion, es necesario que la proteina RPA de union al ADN de
cadena unica se una a la cadena de ADN no dafiada. Esa union de RPA puede
proteger la cadena de ADN no dafada, facilitando el reclutamiento de otros
factores de reparacion, y junto con XPA, realizar una doble verificacion de la
curvatura y el desenrollado del ADN. La apertura completa facilita la incision doble
de los ~25 nucledtidos que contienen la lesién mediante la endonucleasa 3° XPG
y la endonucleasa 5 ERCC1-XPF especificas de estructura. El hueco generado
por la eliminacién de la lesién se rellena con la sintesis de reparacion realizada
por ADN Pol delta y Pol épsilon con la ayuda de PCNA, el factor C de replicacion
(RFC) y RPA. Finalmente, la via NER acaba en el lugar de unién del extremo 5’
del nuevo fragmento sintetizado con la secuencia original mediada por la ligasa |

(ver Figura 10).

Los mecanismos basicos de la via NER se han conservado muchisimo a lo

largo de la evolucion.

La importancia de la NER sigue estando recalcada por el hecho de que hay
al menos cinco sindromes genéticos directamente relacionados con defectos en

este mecanismo de reparacion.

La xerodermia pigmentosa (XP) se caracteriza por sensibilidad a la luz solar,
neurodegeneracion lenta y progresiva, y susceptibilidad al cancer de piel por

defectos en uno o mas de siete genes (XPA a G).

El sindrome de Cockayne (CS) esta causado por mutaciones en los genes
CSA o CSB.

El defecto genético en la tricotiodistrofia (TTD) se atribuye a mutaciones
especificas en los componentes TFIIH de XPB y XPD. A diferencia de XP, ni CS
ni TTD presentan un riesgo elevado de cancer.

La combinacion de XP/CS esta implicada en la TCR y la GGR.
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La quinta enfermedad relacionada con la NER es el raro sindrome craneo-

oculo-facialesquelético''?*130-132)

| Reparacion global del genoma | | Reparacion acoplada a la transcripcion |
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Figura 10: Modelo del mecanismo de reparacién por escicion de nucleétidos del genoma

global y de reparacién acoplada a la transcripcion. Figura modificada de Hoeijmakers'%?).
12.2.1 XPD Lys751GIn

El gen XPD (xeroderma pigmentosum group D), también llamado ERCC2
(excision repair cross-complementing rodent repair deficiency group 2) esta
localizado en el cromosoma 19913.3. La proteina XPD humana es una de las 10
subunidades de TFIIH, un factor proteico necesario para el inicio de la trancripcion
por la ARN polimerasa Il y que tiene también una importante funcion en la

reparacion por escision de nucleétidos (NER)32).
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XPD es una helicasa dependiente de ATP de 87 kDa (760 aminoacidos) que
abre la hélice de ADN en el sentido 5-3'"** para permitir a la maquinaria de
transcripcion del ARN acceder al promotor, y a la maquinaria NER acceder a la
lesion.

XPD es un gen esencial y su disrrupcién en ratones produce la mortalidad

(135 Se conocen multiples SNPs en el gen XPD. Uno de los mas

preimplantacion
estudiados es el cambio de una Adenina(A) por una Citosina (C) en la posiciéon

2329 descrito por primera vez por Lehmann y colaboradores!'*.
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Figura 11: Localizacion de alguna de las mutaciones en la proteina humana XPD. Figura
modificada de Clarkson y Wood"*". El évalo rojo rodea al polimorfismo a estudio. En la
parte superior del esquema se muestran las mutaciones que han sido asociadas
solamente con XP(cuadros negros) y con XP/Sindrome de Cockayne (cuadros rojos). En
la parte inferior se muestran las mutaciones asociadas con TTD. El tamafo de lo cuadros
refleja el niumero de veces que una mutacidén particular ha sido encontrada. Las
posiciones de los dos polimorfismos comunes se indican con cuadros verdes. Los

numeros romanos |-VI denotan los siete dominios con actividad helicasa.

El cambio de Lisina (Lys) por Glutamina (GIn) en el codén 751 parece
producir un cambio conformacional de la protel'na(138), pudiendo producir un

cambio en su capacidad de reparacion.

Se ha observado una diferencia estadisticamente significativa en la
prevalencia de este polimorfismo entre diferentes grupos étnicos. Asi, la
prevalencia de la variante homocigota GIn/GIn es de 6,9% en afroamericanos,

1,1% en asiaticos y 13,4% en caucasicos"?.
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12.2.2 ERCC1 Asn118Asn

La proteina de reparacion por escision del grupo de complementacion
cruzada 1 también conocida como ERCC1 (Excision repair cross- complementing
group 1), es un enzima altamente conservada, componente esencial en el

proceso NER, requerido en el paso de incision!™%*),

El gen ERCC1 contiene 10 exones y esta formado por unas 14 kb*?. Este

gen se localiza en el cromosoma 19q13.2-q13.3(13).

Los ratones knockout para ERCC1 desarrollan anormalidades y una drastica
(144.145)

reduccion del tiempo de vid

Entre las proteinas implicadas en NER, un defecto en ERCC1 parece estar
asociado con el defecto de reparacion del ADN mas severo'*?. La baja expresion
de niveles de ARNm de ERCC1 en linfocitos de sangre periférica se ha
relacionado con un aumento, estadisticamente significativo, del riesgo de
carcinoma escamoso de cabeza y cuello y un aumento, no significativo, del riesgo

de cancer de pulmon(146:147),

Aunque el polimorfismo estudiado (19007 T > C) no produce un cambio de
aminoacido (polimorfismo sinbnimo), se sabe que incluso nucleétidos de genes
que codifican proteinas que no alteran los aminoacidos estan bajo presidn
evolutiva, y analisis adicionales sugieren que estos sitios afectan a la transcripcién
del RNA, la union de microRNA y como se establecen los estados de la

cromatina!'#®.

Asi, el polimorfismo sinénimo 19007 T > C (codon 118, rs11615) de ERCC1,

149)

se ha asociado con diferentes niveles de ARNm9 o que podria tener

implicaciones tanto en la predisposicion a padecer un cancer, asi como con la

respuesta al tratamiento y toxicidad‘'®?.
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12.3 Via de la recombinacién homéloga y via de uniéon de extremos de ADN

no homélogos

Los sustratos de recombinacién homoéloga (Homologous recombination, HR)
y de union de extremos de ADN no homodlogos (Non-homologous end joining,
NHEJ) son las roturas de doble cadena (DSB). En la HR, los DSB se derivan de
dos cortes simultaneos en cadenas opuestas de la hélice de ADN y ambos deben
estar lo suficientemente préximos el uno del otro (menos de 12 pb). Los DSB
pueden ser generados por especies de oxigeno reactivas, radiaciones ionizantes,
agentes radiomiméticos (como metiletanosulfonato y bleomicina) e inhibidores de
las topoisomerasas, asi como por la detencién y el colapso de la horquilla de
replicacion. Los DSB son también productos normales de la recombinacion V(D)J
y de los procesos de cambio de clase de las inmunoglobulinas, e intermediarios
fisicos durante la recombinacion mitética y meidtica, la replicacion del ADN vy la

transposicion de los elementos mdviles!'51152),

La HR repara los DSB mediante los siguientes pasos: reconocimiento del
dafo, preparacion de los extremos 3’ de los DSB, invasién de la cadena,
migracion de la rama, formacion de la union Holliday y resolucion. Las uniones
Holliday, son estructuras encadenadas de cuatro cadenas que pueden moverse a
lo largo del ADN por un proceso de migracion de la rama y, en consecuencia, se
extiende o encoge la region del heteroduplex de ADN. Durante el ultimo paso de
HR, las uniones Holliday son escindidas por una resolvasa que corta los

productos cruzados y no cruzados (Fig. 12) (1*'=1%4).

Los pasos generales para NHEJ son: la union del extremo y formacién de un

puente, procesamiento del extremo y unién(!%>1%5-157),

La HR precisa una molécula de ADN no dafiada y una amplia homologia de
secuencias, al contrario que la NHEJ. La complejidad de la estructura del ADN
terminal roto puede contribuir también a la eleccion del mecanismo de reparacion
del DSB, aunque sigue sin identificarse el mecanismo exacto. Un DSB unico, que
puede unirse directamente, es un buen sustrato para la NHEJ, mientras que las
roturas mas dificiles pueden ser mas propensas a atraer el mecanismo de HR. En

general, los DSB dificiles precisan mas tiempo para su reparacién, lo que
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concuerda con la posibilidad de que sean reparados preferentemente por el

mecanismo de HR("™*),

I SSBen Y -— fRadiaciin lontzante) Recombinacién}
|\ eplicacién} | Agentes quimicos | | VD)] |

Alineacion de

RADS2 RADS1, etc. BRCA1
/"

RADSS = \‘ BRCAZ

)
1 TP oo & annmg
ARIRNIRRRINNARARANRN

los extremos

1. Basqueda 2. Invasidon de la cadena 1 XRCG/* 3
de homologia l 3. Sintesis del ADN ADNligasa4
OO, [ [T Tw
Il \/
\/ (& B
A ¥ NHE]
[ I .l.,L.‘..LL'f "..LLU_U (a veces pérdida o

. gananciade nucledtidos) |

1. ADN ligasa l 2. Resolvasas

HRIRRERERIRRRRERREEND
O
- o —
L.f““&ﬂl’éﬁ‘é“é’iﬂl‘iﬂi? loga )

Figura 12: Mecanismos de HR y NHEJ. Figura modificada de Hoeijmakers'??).

Los DSB son la forma mas letal de lesiones del ADN y aparecen con una
frecuencia elevada. Aunque se ha sugerido que las células son capaces de tolerar
una baja cantidad de lesiones de ADN irreparables, un unico DSB de ADN puede
ser citotoxico o en determinadas condiciones es suficiente para activar la

151

apoptosis'®". Ademas, se ha establecido una unién causal entre los DSB y la

inestabilidad gendmica. Por ejemplo, volver a juntar DSB de forma erronea puede
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dar lugar a la eliminacion o insercion de mutaciones y a translocaciones del
cromosoma. De hecho, se ha demostrado que los defectos en las vias de la HR o
la NHEJ dan lugar a cancer"™™. Por ello, los mecanismos de reparacién de los
DSB, es decir HR y NHEJ, son sumamente cruciales para mantener la

supervivencia celular, la proliferacion y la estabilidad gendmica.

12.3.1 XRCC3 Thr241Met

El gen XRCC3 (X-ray repair cross complementation Group 3) se localiza en
la regién 14q32.3(%8).

La proteina XRCC3 es un miembro de la familia de proteinas relacionadas
con Rad 51", que participa en la reparaciéon de Roturas de Doble Cadena del
ADN a través del mecanismo de recombinacion homodloga, fundamental para el

mantenimiento de la integridad cromosomica‘'®?.

Uno de los polimorfismos mas estudiados de este gen es la sustitucion de
Citosina por Timina en el exén 7, lo que supone el cambio de treonina (Thr) por

metionina (Met) en el coddn 241.

La frecuencia de este polimorfismo difiere entre los grupos étnicos; asi, la
prevalencia del homocigoto Met/Met es de 0,2 % en asiaticos, 4,6% en

afroamericanos y 12,4% en caucasicos'®?.

El impacto del mismo sobre el fenotipo reparador se ha estudiado mediante
la medicién de aberraciones cromosomicas tras la irradiacion de muestras de
sangre procedente de donantes sanos no fumadores, obteniéndose un
incremento  estadisticamente significativo en el numero de deleciones

(161)  Asimismo, se ha descrito un aumento estadisticamente

cromosoémicas
significativo en la presencia de aductos en el ADN en personas sanas portadoras

de la variante homocigota (Met/Met)'®2).
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13-. FUNCIONES Y POLIMORFISMOS DEL GEN P53

TP53, que codifica p53, es un gen supresor de tumores que se encuentra
frecuentemente mutado en canceres esporadicos.El supresor de tumores p53
juega un papel fundamental en la preservacion de la estabilidad gendmica,
actuando frente al dafo al ADN, hipoxia, estrés metabdlico y activacion

oncogénica'®®1%4),

p53 modula la transcripcion de genes que gobiernan la mayor defensa
contra el crecimiento tumoral, incluyendo la parada del ciclo celular, apoptosis,
mantenimineto de la integridad genética, inhibicibn de la angiogénesis y

senescencia celular®®,

El mal funcionamiento de la via de p53 es una caracteristica casi universal
en los tumores humanos!'®*'%®)_ Las mutaciones somaticas de TP53 que suponen
la ausencia o disfuncion de p53 es uno de los mecanismos mas frecuentes de
dano de la via de p53 durante la tumorogénesis. En el sindrome de Li-Fraumeni
las mutaciones de TP53 se producen en la linea germinal y confieren un aumento
del riesgo de desarrollar varios canceres, incluyendo sarcomas, mama, cerebrales

y tumores adrenocorticales a una edad temprana'®®.

A diferencia de las mutaciones asociadas con el sindrome de Li-Fraumeni o
las mutaciones somaticas de los tumores, la mayoria de polimorfismos se espera
que sean fenotipicamente silentes, con variantes ocasionales que podrian afectar
al riesgo de cancer comprometiendo la actividad normal de p53, aunque los
efectos de estas variantes son mas sutiles que las mutaciones de p53 asociadas

con cancer o con el sindrome de Li-Fraumeni.

Se han identificado mas de 200 SNPs en TP53. Debido a la importancia de
p53 en la supresion tumoral, los polimorfismos que alteran la funcion de p53

podrian afectar al riesgo de cancer, progresion y/o respuesta al tratamiento'®”).

Mas del 90% de polimorfismos en TP53 se encuentran en secuencias no
codificantes. Sin embargo, uno de los polimorfismos mas estudiados de p53 se
localiza en el codon 72 de p53 que puede tener la secuencia CCC, codificando
prolina (p53-P72), o CGC, que codifica arginina (p53-R72).
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Un analisis comparativo de secuencias sugiere que p53-P72 es la forma

ancestral, aunque p53-R72 ocurre con una alta frecuencia (>50%) en alguna

poblacion!'®.
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Figura 13: SNPs en p53: localizaciones en la proteina p53 y secuencias de ADN. Figura
modificada de Whibley et al."®” Los circulos amarillos (P) indican lugares de fosforilacion
y los rectangulos rosas indican otros lugares de modificaciones post-traslacionales
incluyendo acetilacion y metilacion, entre otras. Los polimorfismos exoénicos estan
indicados sobre la estructura de la proteina, en rojo los no-sinénimos. Las regiones
intronicas se muestran debajo de la estructura proteica, con el nimero de polimorfismos
validados identificados en cada intron en negrita, y el tamano del intrén (i) en pares de

bases; e, exén. El évalo rojo rodea al polimorfismo a estudio.

La proteina p53 esta formada por tres dominios mayores: un dominio de
transactivacion amino-terminal, un dominio central de union al ADN, el cual es
crucial en la transactivacion transcripcional por p53 y la region mas
frecuentemente mutada en canceres, y un dominio de tetramerizacion carboxy-
terminal. Los dominios C-terminal y N-terminal contienen numerosos lugares de
modificacion postranslacional que alteran la estabilidad, actividad y las
interacciones proteina-proteina de p53. Otras estructuras importantes de p53 son

el dominio rico en prolinas y el dominio regulador C-terminal (CTRD).
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El codon 72 esta en el exdn 4 en el segmento de TP53 que codifica un
dominio rico en prolinas, entre el dominio de transactivacion N-terminal y el
dominio de union al ADN, en el cual se encuentran la mayoria de mutaciones
asociadas a tumores. La contribucion precisa del dominio rico en prolinas a la
regulacion y funcion de p53 no esta clara. A diferencia del dominio de union al
ADN, el dominio rico en prolinas esta peor conservado a lo largo de la evolucion y
no es una localizacion frecuente de las mutaciones asociadas a tumores!'®”).
Estudios de delecién en células y ratones apoyan que el dominio rico en prolinas
es esencial para p53 para producir una respuesta apoptética completa al estrés e

inhibir la tumorogénesis'®*172),

Lineas celulares que expresan la variante p53-R72 sufren apoptosis mas

73) Asi, el consenso

eficientemente que lineas celulares que expresan p53-P72(
actual es que p53-R72 es mas efectivo induciendo apoptosis y protegiendo a las
células estresadas del desarrollo neoplasico que p53-P72. Sin embargo, todavia
no se conoce como de universales son estas diferencias funcionales entre p53-

P72 y p53-R72 en diferentes tipos celulares o si son relevantes in vivo!'®"17¥.

Los diferentes alelos de p53 codifican bien residuos de prolina (p53-
codon72-Pro) o arginina (p53-codon72- Arg) y fueron descritos por primera vez en
1988 por Buchman et al'"®,

El primer estudio que evidencié que no eran funcionalmente equivalentes se

I'76) Los autores observaron que p53- codon72-

publicé en 1999 por Thomas et a
Arg era mas eficiente suprimiendo la transformacion de los oncogenes E7 and EJ-
ras e iniciando la apoptosis. En un estudio posterior Dumont et al. sefialaron una
mayor capacidad del alelo Arg para inducir apoptosis“"’). Concretamente, usando
una p53 mutante, sensible a temperatura, observaron que p53- codon72-Arg se
trasloca de manera mas eficiente a la mitocondria, donde interactua con proteinas

proapoptoticas, tales como GRP75 y Hsp60, desencadenando asi la apoptosis.

Con posterioridad, tres estudios adicionales, también sefialaron el mayor

177)

potencial apoptético de p53-codon72-Arg tanto en presencia( como en

ausencia de quimioterapia!'"4178:179)
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JUSTIFICION Y OBJETIVOS

Los canceres de cabeza y cuello (CCC) constituyen un amplio numero de
tumores localizados en diferentes regiones anatomicas del area cérvico-facial,
siendo la mayoria de los CCC de estirpe escamosa. Tomados conjuntamente
suponen una de las neoplasias mas frecuentes en el mundo desarrollado. La
incidencia estimada en Espafa para el afo 2015 es de 16.298, con una

prevalencia de 36.831 personas afectadas por la enfermedad”.

Desde un punto de vista epidemioldgico, los factores clasicos relacionados
de forma mas directa con el desarrollo de CCC son el consumo de tabaco y
alcohol; sin embargo, s6lo un determinado porcentaje de personas expuestas a
estos carcindgenos desarrollan la enfermedad indicando la existencia de
variaciones genéticas que modifican el riesgo. Ademas, estudios poblacionales
han demostrado un riesgo incrementado de 3 a 8 veces de sufrir un CCC en
personas con antecedentes en familiares de primer grado, implicandose una

susceptibilidad genética en su aparicion®®.

Los seres humanos compartimos 99,9% de la informacion genética. El
restante 0,1% varia entre cada individuo, siendo las variaciones mas comunes
aquellas en las que cambia un solo nucledtido, conocidas como SNP
concentrandolos uno en cada 1.250 nucleétidos. Se piensa que los SNP son
diferentes de las mutaciones que provocan enfermedad, porque éstos producen
un fenotipo no discernible. Sin embargo, éstos pueden afectar a la funcion del gen
y pueden predisponer a la enfermedad aun sin alteracion aparente de la

estructura de la proteina codificada por dicho gen‘'®?.

La frecuencia de los alelos de los SNP menos comunes en la poblacion
general es al menos del 1%, mientras que las mutaciones patogénicas son, en
general, mucho mas raras. Debido a su alta incidencia en la poblacion, los SNPs
son muy informativos y han sido ampliamente usados en estudios de asociacion
genética para el riesgo de desarrollar enfermedades multifactoriales como es el

caso del cancer('8".182),

Multitud de agentes tanto exdégenos (tabaco, alcohol, radiaciones ultravioleta,

etc.) como enddgenos (agua oxigenada, moléculas de oxigeno reactivas y ciertos
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metabolitos que actuan como agentes alquilantes) pueden producir dafio en el
ADN. Polimorfismos en los genes reparadores del ADN podrian alterar la
capacidad de reparacion del dano al ADN; déficits en la capacidad de reparacién

podrian conducir a inestabilidad genética y carcinogénesis.

Ademas, teniendo en cuenta que los tratamientos del cancer se basan a
menudo en la induccién del dano al ADN, polimorfismos en las vias de reparacion
podrian ser importantes para la respuesta al tratamiento, toxicidad vy

supervivencia''®).

Por otra parte, numerosos estudios demuestran que las variantes alélicas del
codon 72 de P53 poseen diferente actividad funcional: en condiciones celulares
normales, el alelo Arginina actua de forma mas eficiente que el alelo Prolina en la

184)

induccién de la apoptosis( , mecanismo imprescindible tras el fallo de los

sistemas de reparacion.

En este contexto, nos planteamos los siguientes objetivos:

OBJETIVOS GENERALES

1-. Estudiar, en pacientes diagnosticados de cancer de cabeza y cuello, la
presencia de variantes alélicas en genes reparadores del ADN (XRCC1, APEX1,
ERCC1, XPD, XRCC3) y en el coddon 72 de p53, que puedan modificar el riesgo

de desarrollar la enfermedad.

2-. Analizar la posible implicacién de dichas variantes alélicas en la respuesta al
tratamiento y en la aparicion de efectos secundarios en los pacientes con tumores

de cabeza y cuello.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1-. Comparar las distribuciones alélicas y genotipicas de los polimorfismos a
estudio entre pacientes con cancer de cabeza y cuello y pacientes sin neoplasia,
con el fin de determinar una posible relacion entre los diferentes genotipos y la

predisposiciéon al desarrollo de este tipo de tumores.
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2-. ldentificar la presencia de polimorfismos en genes reparadores del ADN y en el
coddén 72 de p53, que puedan aumentar el riesgo de desarrollar cancer de cabeza

y cuello a edades tempranas (<50 afios).

3-. Analizar la relacién entre la presencia de polimorfismos en genes reparadores
y en el codon 72 de p53 con la respuesta al tratamiento, para evaluar su posible

papel predictivo en esta enfermedad.

4-. Analizar la relacion entre la presencia de polimorfismos en genes reparadores
y en el codon 72 de p53 con la supervivencia libre de enfermedad, para evaluar

su posible papel prondstico en esta enfermedad.

5-. Estudiar la distribucion de alelos y genotipos, de los polimorfismos en genes
reparadores y en el codon 72 de p53, para conocer la posible implicacion de los
mismos en la aparicion de toxicidad secundaria al tratamiento con quimioterapia

y/o radioterapia.
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MATERIAL Y METODOS

1-. SUJETOS DEL ESTUDIO
1.1.- Pacientes

La muestra a estudio esta constituida por pacientes, diagnosticados de

cancer epidermoide de cabeza y cuello, en diferentes estadios de la enfermedad.

Se seleccionaron los pacientes con tumores de cavidad oral, orofaringe,
hipofaringe y laringe, por compartir histologia (la mayoria de ellos epidermoides) y

factores de riesgo (fundamentalmente consumo de tabaco y alcohol).

Al realizar el estudio sobre polimorfismos de la linea germinal no se
producen modificaciones de los mismos, independientemente del momento de
inclusion de los pacientes en el estudio. Por este motivo los pacientes fueron
reclutados desde los diferentes Servicios del Complejo Hospitalario de Salamanca
(ORL del Hospital Clinico Universitario y Virgen de la Vega, Maxilofacial,
Oncologia Médica y Oncologia Radioterapica) bien en el momento del

diagndstico, durante el tratamiento o en las revisiones posteriores.

Se realizé una revision de las Historias Clinicas de los diferentes Servicios

para obtener los datos de las variables a estudio.

Se incluyeron en el estudio un total de 185 casos (ver figura 14).

200 casos CCC

,' [ Extraccion de DNA ]

Se eliminaron 3 casos por

cantidad insuficiente de ADN

F [ Revisidn de informes de AP ] )

Se excluyeron 8 casos por presentar
histologia distinta de epidermoide

Se excluyeron 4 casos por presentar

histologia finalmente benigna

185 casos CCC

Figura 14: Diagrama de seleccion de los casos incluidos en el estudio
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1.2- Controles

Las muestras elegidas como controles fueron las correspondientes a
pacientes, atendidos por distintas patologias, en diferentes Servicios del Hospital,
con factores de riesgo para padecer la enfermedad, que no hubiesen padecido
ningun tipo de cancer hasta el momento de ser reclutados. De este modo, se
seleccionaron personas mayores de 65 afios de edad, fumadores de mas de 20

cigarrillos/dia durante al menos 20 anos.

Se recogieron un total de 150 controles. Una de las muestras no se pudo
incluir en el estudio por cantidad insuficiente de ADN vy, por lo tanto, no poder

conocer sus variantes alélicas.

De este modo se incluyeron en el estudio un total de 149 controles.

2.- OBTENCION DE LA MUESTRA Y EXTRACCION DEL ADN.

Las muestras fueron obtenidas, previo consentimiento informado, mediante
la extraccion de sangre periférica, realizada en condiciones estériles, en tubos

“Venoject” de 10 ml con EDTA y se conservaron a 4 °C hasta su procesamiento.

Todas las muestras fueron identificadas con su correspondiente numero de
laboratorio para mantener la confidencialidad de los datos personales y genéticos,
respetando en todo momento los principios éticos basicos de la investigacion con

muestras bioldgicas.

A partir de las células de sangre periférica se extrajo ADN genomico de alto

peso molecular.

En la sangre periférica, las células nucleadas se aislaron mediante
centrifugacion repetida vy lisis eritrocitaria con solucién hipoténica (centrifugacién
de la sangre total en 50 mL de ddH20 durante 30 minutos, 1500 rpm, a 4°C). Tras
la recuperacion de la interfase creada y lisis de los globulos rojos con agua
destilada, se lavaron las células mononucleadas en tampon Fornace (0.25 M
Sacarosa; 50 mM Tris-HCI pH: 7.5; 25 mM KCI; 5 mM MgCI2) el cual proporcioné
la osmolaridad necesaria para no romper los leucocitos. Se precipitaron mediante

centrifugacion a 1500 rpm durante 10 minutos. El boton de células nucleadas de
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la sangre se resuspendié en tampdn Fornace a una concentracién estimada de
5x10° células/mL, tras lo cual se afiadid EDTA (acido etilendiamino-tetraacético)
0.5 M pH 8 (concentracion final 10 mM), un quelante de iones divalentes que
posibilita la inactivacion de las nucleasas; SDS (Sodium Dodecyl Sulfate,
concentracion final 1%) para romper las membranas celulares; y proteinasa K
(Boehringer Mannheim, concentracion final 50 jg/mL) para degradar las
proteinas. La mezcla se incubd a 55°C durante 8-16 horas.

Tras la incubacion, se procedid a la extraccion y purificacion del ADN
tratandolo con una mezcla de fenol tamponado a pH 8 (para prevenir que el ADN
fuera “atrapado” en la fase intermedia: entre la fase acuosa y la organica) y de

CIAA (cloroformo:alcohol isoamilico 24:1).

Tras una centrifugacién a 580 g durante 10 minutos a temperatura ambiente,
se recupero la fase acuosa sobrenadante conteniendo el ADN en solucion, y se
anadio un volumen igual de CIAA con el fin de retirar restos proteicos y fenol v,
tras mezclarlos hasta su homogeneizacioén, se sometié a una nueva centrifugaciéon
en condiciones idénticas, recuperando nuevamente la fase acuosa.
Posteriormente, la fase acuosa se transfirio a tubos Corex® estériles y el ADN de
ésta solucion final se precipitd mediante la adicién de 2.5 volumenes de etanol
absoluto frio (-20 °C). ElI ADN se transfirié a un eppendorf, se lavé con etanol al
70% con una breve centrifugacion a 16,000 rpm, y se dejé evaporar el etanol
residual, para resuspender finalmente el ADN en 100 pyl de agua bidestilada
(ddH20) estéril.

La concentracion y el grado de contaminacion proteica del ADN asi obtenido
se calculé tras medir su absorbancia a 260 y 280 nm respectivamente, en un
espectrofotometro automatico de ADN/ARN (GeneQuant, Pharmacia)por medio

de la siguiente formula:
Mg de ADN/mI = (D.0.260) x (factor de dilucién) x (50)

Nota: 50 es un factor de correccién introducido ya que una unidad de densidad
Optica con una luz incidente de 260 nm es el valor de absorbancia que tienen 50
pug de ADN/ml.
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El cociente D.0.260/D.0.280 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 sefialados indican contaminacién por proteinas
0 por solventes organicos, realizandose en estos casos una nueva purificacion
del ADN. Valores superiores parecen indicar un exceso de ARN, el cual se elimino

tratando la solucion de ADN con ARNsa y purificando nuevamente.

La muestra de ADN con una concentracidn aproximada entre 1,000 y 1,500
Mg/ml se almacend en tubos eppendorf a -20 °C, con el fin de evitar tanto la
degradacion progresiva del ADN como su posible contaminacion por

microorganismos.

Algunas de las muestras extraidas, contaron con una concentracion muy
baja de ADN y por tanto fue necesario realizar una amplificacion del ADN
genodmico con el lllustraTM GenomiPhi V2 ADN Amplication Kit (GE Healthcare,

Amersham Biosciences).

3.- ESTUDIO DE POLIMORFISMOS EN GENES REPARADORES DEL ADN
(XRCC1, APEX1, XPD, ERCC1, XRCC3)

En el estudio de los polimorfismos de los genes reparadores del ADN hemos

realizado la discriminacién alélica mediante PCR con sondas Tagman.

En la PCR con sondas Tagman los procesos de amplificacion y deteccion se
producen de manera simultanea 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 reaccién es

proporcional a la cantidad de ADN formado.

Esto permite conocer y registrar en todo momento la cinética de la reaccion
de amplificacién. Los termocicladores para llevar a cabo la PCR con sondas
Tagman incorporan un lector de fluorescencia y estan disefados 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
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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 (quencher) o apantallador 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 emisidn 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 Tagman los fluorocromos empleados fueron VIC y
FAM.

Mientras la sonda esta intacta, la fluorescencia emitida por el donador es
absorbida por el aceptor. Sin embargo, durante la amplificacién 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, que tiene actividad 5
exonucleasa, hidroliza el extremo libre 5’ de la sonda, produciéndose la liberacién
del fluorocromo donador. Como donador y aceptor estan, en ese momento,
espacialmente alejados, la fluorescencia emitida por el primero es captada por el
lector (Figura 15).
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Figura 15: Mecanismo de discriminacion alélica mediante sondas Tagman empleando
flurocromos VIC y FAM. Figura tomada de la Guia de reactivos de Applied Biosystems
StepOne™ Real-Time PCR System.

El empleo de estas sondas garantiza la especificidad de la deteccion y

permite identificar polimorfismos o mutaciones puntuales.
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Si sblo se observa fluorescencia para el fluorocromo VIC implica una
homocigosidad para el alelo 1; del mismo modo, si solo se observa fluorescencia
para el fluorocromo FAM implica una homocigosidad para el alelo 2; si ambas

senales son flurescentes significa que existe heterocigosidad.

Nuestro estudio se realiz6 en un termociclador de Applied Biosystems que
dispone de varios canales de lectura y permite detectar la emisién 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.

Las graficas de puntos resultantes permiten la discriminacion alélica en cada

uno de los pacientes para el polimorfismo estudiado (Figura 16).
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Figura 16: Grafico de discriminacién alélica en el que cada nube de puntos representa a
un genotipo: los dos tipos de homozigotos en los extremos y los heterozigotos en el

centro. Los cuadrados negros se corresponden con los controles negativos.
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En las siguientes tablas se describe el volumen y los componentes de la reaccion
de PCR (Tabla 2), las sondas utilizadas (Tabla 3) y el mecanismo de reparacion

implicado (Tabla 4).

Tabla 2: Componentes de la reaccion de PCR a tiempo real y las cantidades a afadir de

cada uno de ellos

Reactivos Cantidades (10 pL)
TagMan® Genotyping Master Mix 5ul
Sonda+oligonucledtidos de Applied 0,25 uL
ddH;0 4,25 pL
ADN 0,5 pL

Tabla 3: Identificador y secuencia de las sondas utilizadas

GEN Identificador Secuencia de contexto ([VIC/FAM])
XRCC1 C_622564_10 GGGTTGGCGTGTGAGGCCTTACCTC[C/T]IGGGAGGGCAGCCGCCGACGCATGCG
APEX1 C_8921503_10 | AATTCTGTTTCATTTCTATAGGCGA[G/T]GAGGAGCATGATCAGGAAGGCCGGG
XPD/ERCC2 | C_3145033_10 TGCTGAGCAATCTGCTCTATCCTCT[G/T]CAGCGTCTCCTCTGATTCTAGCTGC
ERCC1 C_2532959_10 | TTACGTCGCCAAATTCCCAGGGCAC[A/G]TTGCGCACGAACTTCAGTACGGGAT
XRCC3 C_8901525_10 | GAAGGCACTGCTCAGCTCACGCAGC[A/G]TGGCCCCCAGGGACTGCAGATGCCT

Tabla 4: Mecanismo de reparacion implicado, rs, funcion y cambio de aminoacido en

funcion de los diferentes polimorfismos estudiados

GEN Mecanismo de reparacion rs Funcién Aminoacido
XRCC1 Escisidn de bases 25487 Missense Arg399GIn
APEX1 Escision de bases 1130409 Missense Asp148Glu

XPD/ERCC2 Escisidon de nucledtidos 13181 Missense Lys751GIn
ERCCA1 Escision de nucledtidos 11615 Synonymus Asn118Asn
XRCC3 Recombinacién homdloga 861539 Missense Thr241Met

68




4.- ESTUDIO DEL POLIMORFISMO DEL CODON 72 DEL GEN P53
(rs1042522)

En el exdn 4 del gen P53 existe un polimorfismo ampliamente estudiado que
consiste en el cambio de una Citosina (C) por una Guanina (G) que a su vez
produce un cambio de Prolina (Pro) por Arginina (Arg) en el codén 72 de la
proteina.

El analisis de este polimorfismo se realiz6 mediante amplificacion por PCR
(Reaccion en Cadena de la Polimerasa) de un fragmento de 291 pb del exén 4 y

posterior digestion con endonucleasa de restriccion.

Las endonucleasas de restriccidon reconocen secuencias especificas en el
ADN y lo escinden en ese punto. El estudio de los polimorfismos en la longitud de
fragmentos de restriccion (Restriction Fragment Length Polymorphisms, RFLP) es
una técnica que permite discriminar distintos alelos de un gen analizando el

tamano de los fragmentos generados tras la digestion del ADN.
4.1 Amplificacion de fragmentos de ADN mediante PCR

Las muestras de ADN obtenidas fueron amplificadas por PCR dando lugar a

un fragmento de 291 pb.

Las reacciones de amplificacién se realizaron con el producto comercial PCR
Master Mix (Promega) (ADN Taq polimerasa; dATP, dGTP, dCTP, dTTP; MgCl2).
Se llevaron a cabo en un volumen de 25 uL: 12.5 pL de Master Mix, 10.5 pL de
agua libre de nucleasas; 0.5 pL de cada oligo cebador (sentido=forward y anti-
sentido=reverse) y 1 yL de ADN obtenido por el método anteriormente descrito

(concentracion 0.1-0.2 ug/mL).

Como control negativo, para asegurar que no existia contaminacién y que
las reacciones eran especificas para cada muestra de partida, se prepar6 un tubo

de reaccién con todos los componentes antes citados excepto el ADN molde.

Para amplificar el codon 72 del gen P53 se utilizé el programa especificado

en la siguiente tabla (Tabla 5).
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Tabla 5: Programa utilizado para la amplificacién por PCR del codén 72 del gen P53.

Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion 95°C 5 min. 1
Desnaturalizacién 95°C 30 seq.
Anillamiento 58°C 30 seq. 35
Extensién 72°C 30 segq.
Extension final 72°C 10 min. 1

La secuencia de oligonucledtidos utilizada para la amplificacién se describe

en la siguiente tabla (Tabla 6).

Tabla 6: Secuencia de los oligonucledtidos forward y reverse en direccion (5°-37)

utilizados para la amplificacion del codon 72 del gen p53.

Secuencia de los oligonucledtidos (5°-3")

p53 Codon 72 forward | 5-TCTACAGTCCCCCTTGCCGT-3"

p53 Codon 72 reverse | 5-CTGACCGTGCAAGTCACAGA-3’

Para excluir contaminacion cruzada, todos los experimentos fueron
realizados en ambientes especialmente disefiados para PCR vy siempre
incluyendo controles negativos. Todas las reacciones de amplificacion se llevaron

a cabo en un termociclador automatico.

4.2 Electroforesis en gel de agarosa

Los fragmentos amplificados mediante PCR fueron separados por su tamafio
mediante electroforesis en gel horizontal de agarosa al 2% (Gibco-BRL)
preparado con tampon TBE (Tris 0.044 M, acido borico 0.044 M, EDTA 1.0 mM
pH=8.3). El primer pocillo del gel se reservé para separar, en paralelo con las
muestras a estudiar, un marcador de tamafo correspondiente con el ADN del fago

®X-174 cortado con la endonucleasa Haelll. Este marcador de tamafio genera
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fragmentos de 1.353, 1.078, 0.872, 0.603, 0.310, 0.281, 0.271, 0.234, 0.194,
0.118, 0.072 kb.

La electroforesis se llevé a cabo con una diferencia de potencial constante

de 120 voltios durante 30 minutos.

Para monitorizar la migracion del ADN en el gel, utilizamos dos colorantes
que se incluyeron en el tampon de carga: el xileno cianol, que migra
aproximadamente con los fragmentos de 5 kb en un gel de agarosa al 0.8%, y el

azul de bromofenol, que migra aproximadamente con los fragmentos de 0.5 kb.

Tras la electroforesis, los fragmentos amplificados se visualizaron en el gel
de agarosa utilizando SYBR® Safe ADN Gel Stain (1:10000, Invitrogen), que
actua intercalandose entre las bases nitrogenadas del ADN emitiendo
fluorescencia al ser expuesto a la luz UV (254 nm). Los resultados obtenidos
fueron almacenados mediante un sistema de fotografia digital (Kodak DCA40)
acoplado a un programa informatico de tratamiento de imagenes (Kodak Digital

Science 1D).

4.3 Digestion con endonucleasa

El producto de PCR se digirié con la enzima de restriccion BstUl (Bsh1236l,
Fermentas) que reconoce el sitio de corte generado en la secuencia por el cambio

de Citosina por Guanina (Figura 17).

Para llevar a cabo la digestion, se mezclaron 12 uL del producto de PCR con
10 unidades de la enzima de restriccion (1 pL) y 2 pyL de su tampodn

correspondiente. Todo ello se incub6 durante 4-6 horas a 37°C.

|

5.CGCG..3
5..GCGC..¥

Figura 17: Sitio de reconocimiento de la enzima BstUl en la secuencia del exén 4
amplificada para el estudio del polimorfismo del codon 72. Cuando la Guanina es

sustituida por Citosina desaparece el punto de corte.
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Los fragmentos generados tras la digestion se separaron por electroforesis
horizontal en geles de agarosa al 3%, generando tres patrones de bandas

diferentes correspondientes a los tres genotipos posibles (Figura 18):
- Genotipo C/C (Homozigoto Prolina): un fragmento de 291 pb.
- Genotipo G/G (Homozigoto Arginina): un fragmento de 165 pb y otro de 126 pb.

- Genotipo C/G (Heterozigoto Arginina/Prolina): un fragmento de 291 pb, otro de
165 pb y otro de 126 pb.

291 pb—p

165 pb —
126 pb —

Figura 18: Electroforesis en gel de agarosa al 3% de los fragmentos amplificados por
PCR para el estudio del polimorfismo del codén 72 donde se observan los tres genotipos
posibles: los pacientes 1 y 3 son homozigotos para el alelo Prolina, el paciente 4 es
homozigoto para el alelo Arginina y el paciente 2 es heterocigoto. 5: Control negativo. M:

Marcador.

5.- ANALISIS ESTADISTICO

En primer lugar se realizé un analisis descriptivo para conocer las
caracteristicas de los sujetos a estudio en lo referente a su edad, sexo,
caracteristicas tumorales, habitos toxicos (consumo de tabaco y alcohol),
antecedentes oncoldgicos (tanto familiares como personales), el lugar de
procedencia (medio rural o urbano), estado civil, tratamiento realizado o si
sufrieron o no recaida. Para las variables cuantitativas se calcularon la mediana y
la desviacion tipica. En el caso de las variables categéricas nominales y ordinales

se calculé la proporcion de pacientes en cada categoria.

Para poder realizar el analisis de asociacion previamente es necesario

comprobar que se cumple el equilibrio de Hardy-Weinberg. El principio de
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equilibrio de Hardy-Weinberg determina qué frecuencias deben observarse en la
poblacion para cada genotipo en funcion de las frecuencias de los alelos. En
condiciones normales, si la transmisién de los alelos de los progenitores a los
descendientes es independiente y no ocurren fendmenos distorsionadores, como
la aparicion frecuente de nuevas mutaciones o la selecciéon de alelos, la
probabilidad de observar un determinado genotipo depende del producto de las

probabilidades (frecuencias) de cada alelo!"®?.

El método mas sencillo para comprobar la existencia de equilibrio Hardy-
Weinberg se basa en el test de chi-cuadrado, que compara las frecuencias
observadas con las esperadas. Si el test no es estadisticamente significativo
implica que no se puede rechazar la hipotesis nula (frecuencias observadas=

frecuencias esperadas) y, por lo tanto, se cumple el equilibrio de Hardy-Weinberg.

Si se observara una desviacién del equilibrio se deberia revisar el método de
genotipificacion ya que se pueden producir sesgos al interpretar los resultados por

ser mas facil de detectar un genotipo que otros.

En la muestra de casos es posible que no se cumpla el equilibrio de Hardy-

Weinberg, pudiendo indicar una asociacién del polimorfismo con la enfermedad.

Para valorar si existia asociacién entre alguno de los genotipos estudiados y
los diferentes grupos de comparacién (casos controles, pacientes mayores y
menores de 50 afos, pacientes con y sin respuesta completa, mayor o menor
toxicidad) se realizaron tablas de contingencia 3x2 conteniendo las frecuencias
de cada uno de los 3 genotipos en los grupos de comparacion. De este modo, se
comparan los valores observados de cada genotipo con los valores esperados
asumiendo que ambos grupos tienen frecuencias genotipicas idénticas. La
existencia de diferencias en las frecuencias genotipicas entre ambos grupos
puede indicar la asociacion de un genotipo determinado con uno de los grupos.
Para determinar si las diferencias en la distribucidon genotipica entre los dos
grupos eran estadisticamente significativas, y no se debia simplemente al azar, se

realizé la prueba de chi-cuadrado (¥ ?).

Para poder conocer la magnitud del riesgo que cada genotipo aporta al

desarrollo de la enfermedad segun los diferentes modelos de herencia (ver mas
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adelante), se realizé un modelo de regresion logistica binaria que nos aporta el
Odds Ratio (OR) y su intervalo de confianza del 95% de cada genotipo ( 0 suma
de genotipos) respecto al de referencia. Ademas, el analisis de regresion logistica
nos permite ajustar el modelo de riesgo de desarrollar la enfermedad (en nuestro

caso por el consumo de tabaco).

Para la obtencién de los OR en el caso de que la muestra a estudio fuera
demasiado pequena (estudio predictivo de respuesta) se prefirid utilizar tablas de
contingencia de 2x2, para asi poder calcular si las diferencias entre genotipos

eran estadisticamente significativas mediante el test exacto de Fisher.

Para la realizacién del analisis de supervivencia se tuvo en cuenta que uno
de los factores prondsticos mas importantes es el estadio de la enfermedad al
diagnostico. Por este motivo se definieron dos grupos de pacientes bien
diferenciados: 1) pacientes con enfermedad local al diagndstico (estadios |y Il), y
2) pacientes con enfermedad localmente avanzada (estadios Il y IV no
metastasicos). Se estudid la supervivencia libre de enfermedad (SLE), definida
como el tiempo transcurrido desde el diagnéstico de la enfermedad hasta la
primera recaida de la enfermedad (bien localmente o a distancia). Se censuraron
aquellos pacientes que no habian sufrido recaida a los 120 meses (10 anos) de

seguimiento o en la fecha de la ultima visita recogida en la historia.

Mediante el método de Kaplan-Meier se obtuvieron las medianas de
supervivencia libre de enfermedad con sus correspondientes IC del 95%, asi
como las diferentes curvas de supervivencia, tanto a nivel global como para los
distintos genotipos. Para valorar si las diferencias observadas entre los diferentes

genotipos eran estadisticamente significativas se realizé el test de log-rank.

Se utilizd un modelo de regresion de Cox, siguiendo los modelos de
herencia (explicados mas adelante), para poder calcular la magnitud del riesgo de
recaida que aporta cada genotipo respecto al genotipo de referencia , mediante

los hazard ratio (HR) y sus intervalos de confianza del 95% (IC 95%).

En los intervalos de confianza del 95%, tanto de los OR como de los HR,
aquellos IC que no contienen el 1 indican que el resultado es estadisticamente

significativo, es decir, que ese genotipo aumenta (OR o HR >1) o disminuye (OR o
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HR<1), de una manera significativa, el riesgo de padecer la enfermedad o de

recaida respecto al genotipo de referencia.

Todos los analisis estadisticos se realizaron con el programa estadistico
SPSS, version 17.0 (SPSS Inc, Chicago IL, Estados Unidos). Se consideraron
diferencias estadisticamente significativas cuando el p-valor asociado a la prueba

estadistica era menor a 0,05.

Para establecer los modelos de herencia consideramos que el alelo
variante de cada polimorfismo modifica el riesgo para padecer la enfermedad. Ya
que cada individuo posee una pareja de alelos, el riesgo asociado con cada

genotipo puede depender del numero de copias de dicho alelo variante.

Los principales modelos de herencia son!'®®

Modelo codominante: Es el mas general; cada genotipo proporciona un
riesgo de enfermedad diferente. Se comparan heterocigotos y homocigotos

variantes por separado respecto a los homocigotos del alelo mas frecuente.

Modelo dominante: Supone que una unica copia del alelo variante es
suficiente para modificar el riesgo y que ser portador de 2 copias lo modifica en
igual magnitud; es decir, heterocigotos y homocigotos variantes tienen el mismo
riesgo. Se puede comparar la combinacion de estos 2 genotipos respecto a los

homocigotos del alelo mas frecuente.

Modelo recesivo: Supone que son necesarias 2 copias del alelo variante
para modificar el riesgo; por tanto, heterocigotos y homocigotos del alelo mas
frecuente tienen el mismo riesgo. Se compara la combinacion de ellos respecto a

los homocigotos del alelo variante.

Modelo aditivo: Supone que cada copia del alelo variante modifica el riesgo
en una cantidad aditiva; por tanto, los homocigotos variantes tienen el doble de
riesgo que los heterocigotos. Se compara la combinacion ponderada, donde se da

peso 1 a los heterocigotos y peso 2 a los homocigotos variantes.
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RESULTADOS

1-.DESCRIPCION DE LOS CASOS

Estudiamos un total de 185 casos de cancer de cabeza y cuello, con una

mediana de edad de 62 afios y una desviacion tipica de 10,88.

En el momento del diagndstico, el paciente mas joven tenia 37 afos, y el de

mayor edad 87.

El género mayoritario fue el masculino, con 169 varones (91,4%)

diagnosticados de cancer de cabeza y cuello, frente a 16 mujeres (8,6%).

1.1 Caracteristicas tumorales

En la tabla 7 se describen las caracteristicas de los tumores de nuestra

muestra.

La mayoria de los tumores se encontraban localizados en la laringe (60%),

con un 24,3% en faringe y un 15,7% en cavidad oral.

En el momento del diagndstico un 43,3% presentaba tumores localizados
(estadios | y Il), el 53% localmente avanzados (estadios Il y IV no metastasicos),

el 1% metastasis al diagnéstico (2 pacientes) y un 2,7% in situ.

Como se describe en el apartado anterior (material y métodos) se
seleccionaron los pacientes con histologia escamosa o epidermoide, incluyendo
14 (7,6%) pacientes con carcinoma de células escamosas basaloide (variante
agresiva, de alto grado) y 5 (2,7%) carcinomas verrucosos (variante del carcinoma

de células escamosas bien diferenciado).

En cuanto a la diferenciacion tumoral un 25,4% eran tumores bien
diferenciados, el 32,5% moderademente y un 25,9% pobremente diferenciados.
En 25 pacientes no se conocia el grado tumoral y en los 5 in situ no se describia

grado.
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Tabla 7: Distribucion de las diferentes caracteristicas tumorales en lo referente a

localizacién, estadio, histologia y diferenciacién tumoral

L. Pacientes

Caracteristicas tumorales N=185 Porcentaje

Laringe 111 60,0%

Localizacion Faringe 45 24,3%

Cavidad oral 29 15,7%

In situ 5 2,7%

| 49 26,5%

Estadio | 31 16,8%

i 34 18,4%

v 66 35,6%

Epidermoide 166 89,7%

Histologia Basaloide 14 7,6%

Verrucoso 5 2,7%

In situ 5 2,7%

Diferenciacién Buena (1) a7 25.4%

tumoral (Grado) Moderada (2) 60 32,5%

Pobre (3) 48 25,9%

No conocido 25 13,5%

1.2 Habitos toxicos

Los datos referentes al habito tabaquico se resumen en las tablas 8 y 9; y los

referentes al habito endlico en la tabla 10.

En el momento del diagndstico fumaban un 63,2% de los pacientes, el
25,4% eran exfumadores (abandono del habito tabaquico al menos un afio antes

del diagnéstico) y nunca habia fumado el 11,4%.

Tabla 8: Consumo de tabaco de los pacientes con CCC incluidos en el estudio

Habito Pacientes
tabaquico N=185 [ Porcentaje
Fumador 117 63,2%
Exfumador 47 25,4%

No fumador 21 11,4%
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Dependiendo de la cantidad de cigarrillos consumidos al dia se puede

agrupar a los pacientes en varias categorias (ver tabla 9).

Tabla 9: Cantidad de tabaco consumido diariamente (n°cigarrillos/dia)

Cantidad de Pacientes
cigarrillos/dia " N=185 [ Porcentaje
No fumador 21 11,4%
<10 7 3,8%
11-20 57 30,8%
21-40 72 38,9%
>40 18 9,7%
No conocido 10 5,4%

En funcién de las unidades basicas de etanol (UBE) consumidas al dia se

agrupan en diferentes categorias (ver tabla 10).

Tabla 10: Cantidad de alcohol consumido diariamente (UBE/dia)

Cantidad de Pacientes
UBE/dia N=185 | Porcentaje
<5 59 31,9%
<8 36 19,5%
8-10 38 20,5%
>10 50 27,0%
No conocido 2 1,1%

1.3 Antecedentes oncoldégicos familiares

Dentro de los pacientes con antecedentes familiares de neoplasia, 20 de

ellos (10,8% del total) se correspondian con tumores en la esfera ORL.

Tabla 11: Frecuencia y porcentaje, de los pacientes estudiados, con antecedentes

oncoldgicos familiares

Antecedentes Pacientes
oncoldgicos N=185 | Porcentaje
Si 84 45,4%
No 99 53,5%
No conocidos 2 1,1%
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1.4 Antecedentes oncolégicos personales

Con antecedentes oncoldgicos personales nos referimos a los pacientes que

presentaban otra neoplasia ademas de su tumor ORL.

Tabla 12: Frecuencia y porcentaje, de los pacientes estudiados, con antecedentes

oncoldgicos personales

Antecedentes Pacientes
oncol6gicos N=185 | Porcentaje
Si 31 16,8%
No 154 83,2%

1.5 Lugar de procedencia

En funcién del lugar de procedencia de los pacientes se pueden dividir en
aquellos procedentes del medio rural (pueblos de provincia) o urbano (capitales

de provincia).

Tabla 13: Frecuencia y porcentaje de pacientes en funcion de su lugar de procedencia

Lugar de Pacientes
procedencia N=185 Porcentaje
Rural 102 55,1%
Urbano 83 44,9%

1.6 Estado civil

En el momento del diagnostico la mayoria de los pacientes estaban casados
(67,6%).

Tabla 14: Frecuencia y porcentaje de pacientes en funcién de su estado civil en el

momento del diagndstico

Estado civil Pacientes
N=185 Porcentaje
Casados 125 67,6%
Divorciado 7 3.8%
Soltero 23 12,4%
Viudo 13 7.0%
No conocido 17 9.2%
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1.7 Tratamiento realizado

Los pacientes recibieron diferentes regimenes de tratamiento segun sus
caracteristicas tumorales individuales. Tres personas fueron tratadas en otro

centro, no conociendo el tratamiento realizado, uno de ellos tratado en Salamanca
a la recaida de la enfermedad.

Tabla 15: Tipos de tratamientos realizados tras el diagnéstico del primer tumor de CCC

Tratamiento Pacientes
realizado N=185 | Porcentaje

Cirugia 93 50,3%
QT induccién 44 23,8%
RT adyuvante 29 15,7%
QT+RT 10 5,4%
RT 4 2,1%

QT paliativa 2 1,1%
No conocido 3 1,6%

Los esquemas de QT de induccion administrados se detallan en la siguiente tabla.

Tabla 16: Esquemas de tratamiento de quimioterapia de induccion administrados

QT induccién Pacientes
N=44 | Porcentaje
Cisplatino+5-FU x 4 ciclos 26 59,1%
Cisplatino+5-FU x 3 ciclos* 4 9,1%
Cisplatino+5-FU+LV x 4 ciclos 4 9,1%
TPF x 3-ciclos 7 15,9%
NeoTPF x 4ciclos 2 4,5%
Cisplatino+Docetaxel x 4 ciclos 1 2,3%

- Cisplatino+5-FU: Cisplatino 25mg/m2 + 5-Fluorouracilo 1000mg/m2 IV dias 1 a 4 cada 3 semanas
- *Un paciente Cisplatino 1000mg/m2 dia 1 + 5-Fluorouracilo 1000mg/m2 IV dias 1 a 5 cada 3 semanas

- Cisplatino+5-FU+LV: Cisplatino 25mg/m? + 5-Fluorouracilo 1000mg/m?lV + Leucovorin 250mg/m?
dias 1 a 4 cada 3 semanas

- TPF: Taxotere 75mg/m? dia 1 + Cisplatino 75mg/m? dia 1 + 5-Fluorouracilo 750 mg/m? IV dias 1 a 5
cada 3 semanas

- NeoTPF: Taxotere 75mg/m2 dia 1 + Cisplatino 75mg/m2 dia 1 + 5-Fluorouracilo 750 mg/m2 IV dias 1
a 5 cada 3 semanas + Cetuximab 250mg/m? semanal (dosis de carga Cetiximab 400 mg/m?)

- Cisplatino 40mg/m? dias 1y 2 + Docetaxel 85mg/m?1V dia 1 cada 3 semanas
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Entre los pacientes programados para tratamiento con QT de induccion bajo

el esquema Cisplatino + 5-FU x 4 ciclos uno de ellos recibié solamente 2 ciclos de

Cisplatino + 5-FU por falta de respuesta y otro solamente un ciclo por toxicidad

renal importante (fracaso renal).

1.8 Recaida de la enfermedad

En la siguiente tabla se muestra el porcentaje de pacientes que tuvieron una

recaida de la enfermedad, bien localmente o a distancia. Entre los no conocidos

se encuentran dos pacientes que padecian otros tumores distintos, no sabiendo

cual era el tumor de origen de las metastasis y otros dos que fueron tratados en

otros centros hospitalarios tras el diagndstico.

Tabla 17: Frecuencia y porcentaje de pacientes que sufrieron recaida de la enfermedad,

bien de manera local o a distancia

De

, Pacientes
Recaida
N=185 Porcentaje
No 109 58,9%
Locorreginal 65 35,1%
A distancia 3,8%
No conocido 4 2,2%

presentaron dos o mas recidivas.

los pacientes que presentaron

recidiva

locorregional

un 47,7%

Tabla 18: Frecuencia y porcentaje de pacientes que sufrieron una o mas recidivas de la

enfermedad, a nivel locorregional

, Pacientes
Recaida
N=65 Porcentaje
Una 34 52,3%
Dos o mas 31 47, 7%
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2-. DESCRIPCION DE LOS CONTROLES

Se estudiaron un total de 149 controles hospitalarios, todos ellos varones,
con una mediana de edad de 76 afios y una desviacion tipica de 6,11. El control

de menor edad tenia 65 afos, y el de mayor edad 98.

2.1 Habitos toxicos

Los datos referentes al consumo de tabaco de los controles se recogen en la

siguiente tabla (tabla 20).

Tabla 19: Cantidad de tabaco consumido diariamente (niumero de cigarrillos/dia)

Cantidad de Pacientes
cigarrillos/dia N=149 Porcentaje
<10 1 0,7%
11-20 88 59,1%
21-40 47 31,5%
>40 13 8,7%

2.2 Antecedentes familiares

Casi un 40% de los controles tenia antecedentes oncoldgicos familiares;

siendo una cifra similar al porcentaje de casos (45,4%).

Tabla 20: Frecuencia y porcentaje de controles con antecedentes oncoldgicos familiares

Antecedentes Pacientes
oncologicos N=149 [ Porcentaje
Si 58 38,9%
No 91 61,1%

2.3 Lugar de procedencia
La mayoria de los controles procedian del medio rural (64,4%).

Tabla 21: Frecuencia y porcentaje de los controles en funcién de su lugar de procedencia

Lugar de Pacientes
procedencia N=149 Porcentaje
Rural 96 64,4%
Urbano 53 35,6%
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3. Polimorfismos en casos y controles para valorar su posible implicacién

en el riesgo de padecer la enfermedad (marcadores de riesgo).

Previamente a la realizacion del analisis de asociacion se comprobo6 que se

cumplia el equilibrio de Hardy- Weinberg (ver material y métodos).

En la nuestro estudio, se cumple el equilibrio tanto en los casos como en los

controles.

Tabla 22: Frecuencias y porcentajes de los diferentes genotipos en casos y controles. Se

comprueba que existe equilibrio de Hardy-Weinberg (p>0,05)

Polimorfismos y Casos Controles
p-valor p-valor
genotipo N=185 | Porcentaje N=149 | Porcentaje
GG 73 39,4% 63 42,3%
A:“:ggclln GA 91 49,2% 0,354 72 48,3% 0,307
9 AA 21 11,4% 14 9,4%
APEX TT 59 31,9% 41 27,5%
Asb148Glu TG 81 43,8% 0,105 80 53,7% 0,316
P GG 45 24,3% 28 18,8%
XPD AA 78 42.2% 63 42,3%
Lvs751GIn AC 83 44.8% 0,795 71 47,7% 0,439
y cc 24 13,0% 15 10,0%
ERCC1 TT 69 37.3% 59 39,6%
Asn118Asn TC 92 49,7% 0,437 69 46,3% 0,909
CcC 24 13,0% 21 14,1%
CcC 78 42.2% 61 40,9%
T;(rlzf‘lcl\:et CT 75 40,5% 0,065 71 47, 7% 0,591
TT 32 17,3% 17 11,4%
53 GG 109 58,9% 90 60,4%
Ar p72Pro GC 62 33,5% 0,223 52 34,9% 0,883
9 cc 14 7,6% 7 4,7%
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Para evitar el posible efecto que pudiera tener el género en el desarrollo de
la enfermedad se excluyeron a las mujeres del analisis, quedando un total de 169

varones casos frente a 149 varones controles.

En la siguiente tabla de contigencia de 3X2 se presenta la frecuencia y
porcentaje de los polimorfismos analizados, en el grupo de casos y de controles
de nuestra muestra, para valorar la distribucién de los diferentes genotipos en

cada grupo. Se realizo el test de chi-cuadrado para la obtencién del p-valor.

Tabla 23: Distribucion de los polimorfismos estudiados en casos y controles

Polimorfismo y Casos Controles
. p-valor
genotipo N=169 | Porcentaje | N=149 | Porcentaje
GG 67 39,6% 63 42,3%
A:(I?;g;: (:In GA 85 50,3% 72 48,3% 0,890
g AA 17 10,1% 14 9,4%
APEX TT 52 30,8% 41 27,5%
Asp148Glu TG 73 43,2% 80 53,7% 0,140
P GG 44 26,0% 28 18,8%
XPD AA 70 41,4% 63 42,3%
Lvs751GIn AC 76 45,0% 71 47.7% 0,616
y CcC 23 13,6% 15 10,1%
ERCC1 TT 63 37,3% 59 39,6%
Asn118Asn TC 84 49,7% 69 46,3% 0,832
CcC 22 13,0% 21 14,1%
CcC 71 42,0% 61 40,9%
Tr)\(rzfl:‘lcl\;laet CT 71 42,0% 71 47.7% 0,411
TT 27 16,0% 17 11,4%
53 GG 99 58,6% 90 60,4%
Ar p72Pro GC 57 33,7% 52 34,9% 0,547
g cc 13 7.7% 7 4,7%
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Teniendo en cuenta que uno de los factores de riesgo mas importantes para

el desarrollo de la enfermedad es el consumo de tabaco se realizd un analisis de

regresion logistica ajustado por consumo de tabaco (fumadores de menos o igual

de un paquete al dia o de mas de un paquete al dia).

En las siguientes tablas se muestran las frecuencias y porcentajes de los

diferentes genotipos y la fuerza de asociacidén con el riesgo de desarrollar la

enfermedad en funcién del genotipo de referencia en cada caso, teniendo en

cuenta distintos modelos de herencia (ver material y métodos). Se realizé un

modelo de regresion logistica para el calculo de los OR con sus IC y el p-valor.

Tabla 24: Distribucidon de los diferentes genotipos y su asociacion con el riesgo de CCC

(modelo codominante). Riesgo que aporta cada genotipo respecto al de referencia

(homocigoto comun)

Casos Controles
Genotipo OR' (95%IC) | p-valor
N=169 | Porcentaje | N=149 | Porcentaje
XRCC1 Arg399GiIn (rs25487)
GG 67 39,6% 63 42,3% Ref.
GA 85 50,3% 72 48,3% 1,24(0,77-2.01) | 0,377
AA 17 10,1% 14 9,4% 1,30(0,58-2,90) | 0,515
APEX Asp148Glu (rs1130409)
TT 52 30,8% 41 27,5% Ref.
TG 73 43,2% 80 53,7% 0,74(0,43-1,25) | 0,263
GG 44 26,0% 28 18,8% 1,21(0,64-2,31) | 0,552

'0dds ratios ajustadas por consumo de tabaco
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Tabla 24 (continuacion): Distribucion de los diferentes genotipos y su asociacion con el
riesgo de CCC (modelo codominante). Riesgo que aporta cada genotipo respecto al de

referencia (homocigoto comun)

. Casos Controles ]
Genotipo : _ OR" (95%Cl) | p-valor
N=169 | Porcentaje | N=149 | Porcentaje

XPD Lys751GIn (rs13181)

AA 70 41,4% 63 42,3% Ref.
AC 76 45,0% 71 47,6% 1,08(0,67-1,76) | 0,740
CC 23 13,6% 15 10,1% 1,50(0,70-3,20) | 0,297

ERCC1 Asn118Asn (rs11615)

1T 63 37,3% 59 39,6% Ref.
TC 84 49,7% 69 46,3% 1,07(0,66-1,75) | 0,770
CC 22 13,0% 21 14,1% 0,92(0,45-1,89) | 0,823

XRCC3 Thr241Met (rs861539)

CC 71 42,0% 61 40,9% Ref.
CT 71 42,0% 71 47,7% 0,92(0,56-1,50) | 0,746
T 27 16,0% 17 11,4% 1,52(0,75-3,08) | 0,249

p53 Arg72Pro (rs1042522)

GG 99 58,6% 90 60,4% Ref.
GC 57 33,7% 52 34,9% 0,96(0,59-1,56) | 0,863
CC 13 7,7% 7 4,7% 1,84(0,69-4,87) | 0,220

'0dds ratios ajustadas por consumo de tabaco
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Tabla 25: Distribucién de los diferentes genotipos y su asociacion con el riesgo de CCC

(modelo dominante). Riesgo que aporta el genotipo heterocigoto junto el homocigoto

variante respecto al de referencia (homocigoto comun)

. Casos Controles ]
Genotipo _ : OR" (95%Cl) p-valor
N=169 | Porcentaje | N=149 | Porcentaje
XRCC1 Arg399GIn (rs25487)
GG 67 39.6% 63 42.3% Ref.
GA+AA 102 60.4% 86 57.7% 1,25(0,79-1,99) | 0,341
APEX Asp148Glu (rs1130409)
T 52 30.8% 41 27.5% Relf.
TG/GG 117 69.2% 108 72.5% 0,86(0,52-1,42) | 0,564
XPD Lys751GIn (rs13181)
AA 70 41.4% 63 42.3% Ref.
AC+CC 99 58.6% 86 57.7% 1,15(0,73-1,83) | 0,539
ERCC1 Asn118Asn (rs11615)
1T 63 37.3% 59 39.6% Ref.
TC+CC 106 62.7% 90 60.4% 1,04(0,65-1,65) | 0,869
XRCC3 Thr241Met (rs861539)
CcC 71 42.0% 61 40.9% Ref.
CT+TT 98 58.0% 88 59.1% 1,04(0,65-1,64) | 0,875
p53 Arg72Pro (rs1042522)
GG 99 58,6% 90 60,4% Ref.
GC+CC 70 41,4% 59 39,6% 1,06(0,67-1,68) | 0,800

'Odds ratios ajustadas por consumo de tabaco.
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Tabla 26: Distribucién de los diferentes genotipos y su asociacion con el riesgo de CCC

(modelo recesivo). Riesgo que aporta el genotipo heterocigoto junto el homocigoto

variante respecto al de referencia (homocigoto variante)

Genotipo Casos Controles OR' (95%Cl) | p-valor
N=169 | Porcentaje | N=149 | Porcentaje
XRCC1 Arg399GIn (rs25487)
AA 17 10,1% 14 9,4% Ref.
GA+GG 152 89,9% 135 90,6% 0,86(0,41-1,84) | 0,707
APEX Asp148Glu (rs1130409)
GG 44 26,0% 28 18,8% Ref.
TG+TT 125 74,0% 121 81,2% 0,68(0,39-1,18) | 0,172
XPD Lys751GIn (rs13181)
CcC 23 13,6% 15 10,1% Ref.
AC+AA 146 86,4% 134 89,9% 0,70(0,34-1,42) | 0,323
ERCC1 Asn118Asn (rs11615)
CcC 22 13,0% 21 14,1% Ref.
TC+TT 147 87,0% 128 85,9% 1,13(0,58-2,20) | 0,719
XRCC3 Thr241Met (rs861539)
TT 27 16,0% 17 11,4% Ref.
CT+CC 142 84,0% 132 88,6% 0,63(0,33-1,22) | 0,173
p53 Arg72Pro (rs1042522)
CcC 13 7,7% 7 4,7% Ref.
GC+GG 156 92,3% 142 95,3% 0,53(0,20-1,40) | 0,201

'0dds ratios ajustadas por consumo de tabaco.
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4. Polimorfismos en casos mayores y menores o iguales a 50 afios para
valorar su posible implicaciéon en el desarrollo de la enfermedad a una edad

temprana (marcadores de riesgo).

A continuacion se presenta el analisis de la frecuencia de los polimorfismos
descritos en relacion con los diferentes grupos de edad (pacientes <50 vy

>50afos).

Se realiz6 una tabla de contingencia de 3x2 para valorar la frecuencia de los
diferentes genotipos en los pacientes mayores y menores o iguales de 50 afios,
encontrandose una diferencia estadisticamente significativa (p=0,012) en el
polimorfismo Arg399GIn de XRCC1 (rs25487). Se realizo el test de chi-cuadrado
para la obtencion del p-valor. Ver tabla 27.

Teniendo en cuenta la relacion significativa en XRCC1 se realizé una
comparacion de los genotipos de XRCC1 entre el grupo de pacientes <50 afos y
el grupo >50afos segun los diferentes modelos de herencia (ver material y
métodos), encontrandose una diferencia estadisticamente significativa al enfrentar
el genotipo variante (AA) frente a los otros dos (GG+GA); por lo tanto, se trataria
de un modelo de herencia recesivo, es decir, precisa tener los dos alelos con la
variante para aumentar el riesgo de desarrollar la enfermedad a una edad

temprana.

En las tablas 28, 29 y 30 se muestran las frecuencias y porcentajes de los
diferentes genotipos de XRCCH1, siguiendo los modelos de herencia. Para calcular
el riesgo que aporta cada genotipo o pareja de genotipos frente al de referencia,
para la manifestacion de la enfermedad a una edad temprana, se realizé un

analisis de regresion logistica para la obtencion de los OR y sus IC al 95%.

Se realizaron tablas de contingencia de 2x2 para valorar posibles
diferencias en la distribucion por sexos (p=0,516), consumo de tabaco (p=0,179) o
alcohol (p=0,982) entre ambos grupos (>50 y < 50 anos), no encontrandose

diferencias estadisticamente significativas.
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Tabla 27: Distribucién de los diferentes genotipos de los genes reparadores del ADN

estudiados, en el total de los casos, asi como en funcion de la edad (pacientes <50 y

>50anos).
Total <50 anos >50 ainos
Genotipo p-valor
N=185 | Porcentaje | N=35 | Porcentaje | N=150 | Porcentaje
GG 73 39,4% 11 31,4% 62 41,3%
XRCC1
GA 91 49,2% 15 42.9% 76 50,7% 0,012
Arg 399GIn
AA 21 11,4% 9 25, 7% 12 8,0%
APEX TT 59 31,9% 14 40,0% 45 30,0%
TG 81 43,8% 17 48,6% 64 42.7% 0,131
Asp148Glu
GG 45 24.3% 4 11,4% 41 27,3%
XPD AA 10 28,6% 68 45,3%
78 42,2%
Lys751GIn | AC 20 57,1% 63 42,0% 0,183
83 44 .8%
CC 5 14,3% 19 12, 7%
24 13,0%
ERCC1 TT 14 40,0% 55 36,7%
69 37,3%
Asn118Asn | TC 19 54,3% 73 48,7% 0,365
92 49,7%
CcC 2 5,7% 22 14, 7%
24 13,0%
CcC 11 31,4% 67 44 7%
XRCC3 78 42.2%
CT 19 54,3% 56 37,3% 0,181
Thr241Met 75 40,5%
TT 5 14,3% 27 18,0%
32 17,3%
GG 84
p53 109 58,9% 25 71,4% 56,0%
GC 56 0,066
Arg72Pro oo 62 33,5% 6 17,2% 10 37,3%
14 7,6% 4 11,4% 6,7%
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Tabla 28: Distribucion de los diferentes genotipos de los genes reparadores del ADN

estudiados, en funcién de la edad (pacientes <50 y >50anos). Modelo codominante.

<50 anos >50 anos
XRCCA OR(95%Cl) | p-value
Arg 399GIn _ .
N=35 Porcentaje N=150 Porcentaje
GG 11 31,4% 62 41,3% Ref.
GA 15 42,9% 76 50,7% | 1,11(0,48-2,59) | 0,805
o, 0,
AA 9 25,7% 12 8.0% | 423(1,44-12,40) | 0,009

Tabla 29: Distribucion de los diferentes genotipos de los genes reparadores del ADN

estudiados, en funcién de la edad (pacientes <50 y >50anos). Modelo dominante.

<50 afios >50 afnos
XRCC1 OR(95%Cl) | p-value
Arg 399GIn _ _
N=35 Porcentaje N=150 Porcentaje
GG 11 31,4% 62 41,3% Ref.
GA+AA 24 68,6% 88 58,7% 1,53(0,70-3,37) | 0,283

Tabla 30: Distribucion de los diferentes genotipos de los genes reparadores del ADN
estudiados, en funcién de la edad (pacientes <50 y >50anos). Modelo recesivo.

<50 afios >50 afnos
XRCC1 OR(95%Cl) | p-value
Arg 399GiIn . .
N=35 Porcentaje N=150 Porcentaje
GG+GA 26 74,3% 138 92,0% Ref.
AA 9 25,7% 12 8,0% 3,98(1,52-10,40) | 0,005

Teniendo en cuenta que el consumo de tabaco es uno de los factores de

riesgo mejor conocidos de la enfermedad, y siendo el factor mas préximo a la

significacién,

se decidié ajustar por consumo de tabaco, persistiendo la
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significaciéon para el polimorfismo XRCC1 y sin apenas modificacion en la

magnitud de los OR.

Tabla 31: Distribucion de los diferentes genotipos de los genes reparadores del ADN

estudiados, en funcién de la edad (pacientes <50 y >50afos). Modelo codominante.

<50 afios >50 afnos
A :(R;ggéln OR' (95%Cl) | p-value
9 N=35 Porcentaje N=150 Porcentaje
GG 11 31,4% 62 41,3% Ref.
GA 15 42,9% 76 50,7% 1,17(0,49-2,83) | 0,721
o o
AA 9 25,7% 12 8,0% 4,46(1,46-13,60) | 0,008

'0dds ratios ajustadas por consumo de tabaco

Tabla 32: Distribucion de los diferentes genotipos de los genes reparadores del ADN

estudiados, en funcion de la edad (pacientes <50 y >50afnos). Modelo dominante.

<50 afios >50 afnos
Arnggéln OR (95%Cl) p-value
9 N=35 Porcentaje N=150 Porcentaje
GG 11 31,4% 62 41,3% Ref.
GA+AA 24 68,6% 88 58,7% 1,62(0,71-3,67) | 0,249

'Odds ratios ajustadas por consumo de tabaco

Tabla 33: Distribucion de los diferentes genotipos de los genes reparadores del ADN

estudiados, en funcién de la edad (pacientes <50 y >50anos). Modelo recesivo.

<50 afios >50 afnos
Arxiggéln OR (95%Cl) p-value
9 N=35 Porcentaje N=150 Porcentaje
GG+GA 26 74,3% 138 92,0% Ref.
AA 9 25,7% 12 8,0% 4,06(1,53-10,80) | 0,005

'0dds ratios ajustadas por consumo de tabaco
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5. Estudio de polimorfismos en relacion con la respuesta al tratamiento

(marcadores predictivos de respuesta)

Para la valoracidon de la respuesta al tratamiento con quimioterapia de
induccidén se tuvieron en cuenta las revisiones realizadas por ORL tras cada ciclo
de tratamiento quimioterapico y/o se evalud segun los criterios de evaluaciéon de
respuesta para tumores sélidos (Response Evaluation Criteria in Solid tumors
RECIST) teniendo en cuenta el TAC previo al inicio del tratamiento y el realizado

después del mismo.

Se considero respuesta completa en el caso de no evidenciarse tumor tras el
tratamiento, éste fue el caso de 20 pacientes. Cinco de los pacientes tratados con
QT de induccion no respondieron al tratamiento o progresaron y el resto

presentaron respuesta parcial.

Dos de los pacientes tratados con QT de induccibn no se conoce su
respuesta: uno porque fue suspendido el tratamiento tras el primer ciclo de QT por
toxicidad (programado Cisplatino+5-FUx4) y otro porque no aparece registrada la
respuesta hasta después del tratamiento con QT+RT (tratado con TPF) por lo que
se descartaron del analisis. Por lo tanto, de los 44 pacientes tratados con QT de

induccidn, estudiaremos la respuesta al tratamiento en 42.

Tabla 34: Distribucion de los diferentes genotipos de los genes reparadores del ADN
estudiados, en funcién del tipo de respuesta clinica obtenida tras el tratamiento de

induccion basado en cisplatino

Respuesta completa | No respuesta Completa
Genotipo p-valor’
N=21 Porcentaje N=21 Porcentaje
GG 8 38,1% 8 38,1%
XRCC1
GA 10 47,6% 10 47,6% 1,000
Arg399GIn
AA 3 14,3% 3 14,3%
TT 7 33,3% 3 14,3%
APEX
TG 10 47,6% 15 71,4% 0,254
Asp148Glu
GG 4 19,1% 3 14,3%

"Test de chi cuadrado
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Tabla 34 (continuacién): Distribucion de los diferentes genotipos de genes reparadores
del ADN estudiados, en funcion del tipo de respuesta clinica obtenida tras el tratamiento

de induccion basado en cisplatino

Respuesta completa | No respuesta Completa ;
Genotipo _ _ p-valor
N=21 Porcentaje N=21 Porcentaje
XPD AA 11 52,4% 10 47,6%
Lvs751GIn AC 9 42,9% 9 42,9% 0,827
4 cc 1 4,8% 2 9,5%
ERCC1 TT 7 33,3% 6 28,6%
Asn118Asn TC 13 61,9% 12 57,1% 0,572
CcC 1 4,8% 3 14,3%
CcC 5 23,8% 8 38,1%
Tr)u(rlszl\iet CT 7 33,3% 11 52,4% 0,049
TT 9 42,9% 2 9,5%
53 GG 13 61,9% 15 71,4%
Ar pnpm GC 6 28,6% 4 19,1% 0,762
9 cc 2 9,5% 2 9,5%

Teniendo en cuenta la diferente distribucion de genotipos de XRCC3 entre ambos
grupos, en el limite de la significacién, se decidié realizar una comparaciéon de

cada genotipo de XRCC3 frente a los otros dos genotipos mediante tablas de 2x2.

Tabla 35: Distribucion de los diferentes genotipos del gen XRCC3, en funcién del tipo de
respuesta clinica obtenida tras el tratamiento de induccién basado en cisplatino, tomando

como referencia el homocigoto comun

No respuesta
Respuesta Completa
Genotipo Completa p-valor?
N=21 Porcentaje | N=21 Porcentaje
CC 5 23,8% 8 38,1%
XRCC3 0,505
CT+TT 16 76,2% 13 61,9%

“Test de Fisher

OR= 0,51 (IC 95%: 0,13-1,93 )
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Tabla 36: Distribucion de los diferentes genotipos del gen XRCC3, en funcién del tipo de
respuesta clinica obtenida tras el tratamiento de induccion basado en cisplatino, tomando

como referencia el heterocigoto

No respuesta
Respuesta Completa
Genotipo P P Completa p-valor?
N=21 Porcentaje | N=21 Porcentaje
CT 7 33,3% 11 52,4%
XRCC3 0,350
CC+TT 14 66,7% 10 47,6%

“Test de Fisher

OR= 0,45 ( IC 95%: 0,13-1,58 )

Tabla 37: Distribucion de los diferentes genotipos del gen XRCC3, en funcién del tipo de
respuesta clinica obtenida tras el tratamiento de inducciéon basado en cisplatino, tomando

como referencia el homocigoto variante

No respuesta
. Respuesta Completa Completa p-valor®
Genotipo N=21 | Porcentaje | N=21 | Porcentaje
TT 9 42,9% 2 9,5%
XRCC3 0,032
CC+CT 12 57,1% 19 90,5%

“Test de Fisher

OR= 7,1 (IC 95%: 1,31-38,77)

Para determinar si las diferencias en la distribucion genotipica eran
estadisticamente significativas, se realizo el test de Fisher para las tablas de
contingencia 2x2 (debido al reducido numero de observados-esperados) y de Chi-
cuadrado para la tabla de contingencia 3x2; se consideraron significativos los

valores p<0.05.

Solamente uno de los pacientes tratados con QT de induccidn pertenecia al
estadio |l; se repitid el analisis sin este paciente y continia siendo significativo
para genotipo TT de XRCC3 [OR (1C95%):6,33(1,15-35,01), p-valor=0,032].
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Para comparar la distribucion de las variables que podrian influir en la
respuesta al tratamiento, entre el grupo de pacientes con y sin respuesta
completa, se realizé una tabla de contingencia 2x2. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos en cuanto a la edad o el sexo

de los pacientes, la localizacién o el estadio tumoral, y el tratamiento recibido.

Tabla 38: Distribucion de diferentes variables (edad, sexo, localizacién tumoral, estadio

tumoral, tratamiento) en los grupos de pacientes con y sin respuesta completa, en los

pacientes tratados con QT de induccién

o Total RCC No RCC 1
Caracteristicas p-valor
N=42 (%) N= 21 (%) N=21 (%)
Edad: media (SD) 56,1 (10,2) 55,3 (9,1) 56,9 (11,3) 0,604Jr
Varén 40 (95,2%) 19 (90,5%) | 21 (100%)
Sexo 0,147
Mujer 2 (4,8%) 2 (9,5%) 0
C. oral 3(7,1%) 1(4,8%) 2 (9,5%)
Localizacion
Faringe 21 (50%) 10 (47,6%) | 11 (52,4%) 0,740
tumoral
Laringe 18 (42,9%) | 10 (47,6%) 8 (38,1%)
Il 1(2,4%) 1(4,8%) 0
Estadio
i 12 (28,6%) 8 (38,1%) 4 (19%) 0,202
tumoral
IVa-b 29 (69%) 12 (57,1%) 17 (81%)
Cis+5FU | 33 (78,5%) 18 (85,7%) | 15 (71,4%)
TPF 6 (14,3%) 1(4,8%) 5 (23,8%)
QT induccion 0,115
NeoTPF 2 (4,8%) 2 (9,5%) 0
Cis+Dtx 1(2,4%) 0 1(4,8%)

'"Test de Chi-cuadrado (x°), ' t-Student
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6. Estudio de polimorfismos en relacion con la supervivencia libre de

enfermedad (marcadores pronésticos)

Teniendo en cuenta que uno de los factores prondsticos mas importantes es
el estadio al diagnéstico de la enfermedad, se decidid realizar el analisis de
supervivencia dividiendo a los pacientes en dos grupos bien diferenciados:
pacientes con enfermedad local (estadios | y Il) al diagndstico y pacientes con
enfermedad localmente avanzada (estadios Il y IV no metastasicos).

Para el analisis de supervivencia libre de enfermedad se excluyeron a dos
pacientes a los que no se les realizé seguimiento por ser tratados en otro centro,
un paciente que fallecié en el postoperatorio y dos pacientes con tumores en otras

localizaciones ademas de su tumor en el area ORL.

De este modo contamos con un total de 78 pacientes diagnosticados de
enfermedad local y 95 de enfermedad localmente avanzada para la realizacion del

analisis de supervivencia libre de enfermedad (SLE).

Se censuraron aquellos pacientes que no habian sufrido recaida a los 120

meses (diez afos) de seguimiento o en la ultima visita recogida en la historia.

A continuacion se muestran las tablas con las mediasnas de SLE, los HR y
sus correspondientes IC y p-valor, y las curvas de SLE; calculados mediante el
método de KM y regresion de Cox, siguiendo los diferentes modelos de herencia,

para los pacientes con enfermedad local y localmente avanzada al diagnéstico.

6.1 Enfermedad local

La mediana de seguimiento de los pacientes con enfermedad local fue de
60 meses. De los 78 pacientes con enfermedad localizada al diagnéstico, se
produjo una recaida de la enfermedad en un total de 32 pacientes, de los cuales,
30 recayeron dentro de los 5 primeros afios (60 meses) tras el diagnostico. La
mediana de SLE estimada para este grupo de pacientes es de 120 meses con un
IC95%= 32,3-207,6.
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Tabla 39: Numero de pacientes y eventos (recaidas de la enfermedad) segun los

diferentes genotipos, con las medianas de SLE y sus 1C95% en pacientes con

enfermedad local al diagndstico.

i 0,
Genotipo | N° pacientes | N° eventos SL'\ée((:;?sZs) (Ircriegs5e§) (ng-argonrk)
XRCC1 codominante
GG 33 12 120 28,1-211,9
GA 38 17 61 - 0,514
AA 7 3 60 41,2-78,8
XRCC1 dominante
GG 33 12 120 28,1-211,9
GA+AA 45 20 61 - 0,269
XRCCH1 recesivo
AA 7 3 60 41,2-78,8 0.987
GG+GA 71 29 120 21,5-218,5 ’
APEX codominante
TT 24 10 - -
TG 33 13 120 43,7-196,26 0,751
GG 21 9 - -
APEX dominante
TT 24 10 - - 0.721
TG+GG 54 22 120 40,2-199,8
APEX recesivo
GG 21 9 - -
TT+TG 57 23 120 33,9-206,1 0,451
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Tabla 39 (continuacién). Numero de pacientes y eventos (recaidas de la enfermedad)
segun los diferentes genotipos, con las medianas de SLE y sus IC95% en pacientes con

enfermedad local al diagndstico

1 o,
Genotipo | N° pacientes | N°eventos SLI\I/:_Ie((:;Zr;s) (Ir(riegszf) (L;;S;/_arlaonrk)
XPD codominante
AA 30 8 -
AC 36 16 61 39,3-82,7 0,021
CcC 12 8 16 0,0-36,4
XPD dominante
AA 30 8 - -
AC+CC 48 24 55 39,8-70,1 0,025
XPD recesivo
CcC 12 8 16 0,0-36,4 0.022
AA+AC 66 24 120 21,3-218,7 ’
ERCC1 codominante
TT 31 8 120 -
TC 34 18 55 42,7-67,3 0,069
CcC 13 6 61 -
ERCC1 dominante
TT 31 8 120
TC+CC 47 24 55 41,1-68,9 0,022
ERCC1 recesivo
CcC 13 6 61
TT+TC 65 26 120 19,4-220,6 0,563
XRCC3 codominante
CcC 34 15 61 -
CT 32 11 - - 0,632
TT 12 6 120 24,7-215,3
XRCC3 dominante
CcC 34 15 61 -
CT+TT 44 17 120 10,6-229,4 0,543
XRCC3 recesivo
TT 12 6 120 24,7-215,3
CC+CT 66 26 - - 0,626
p53 codominante
GG 45 17 120 27,0-213,0
GC 26 10 - - 0,146
CcC 7 5 16 0,6-31,4
p53 dominante
GG 45 17 120 27,0-213,0 0513
GC+CC 33 15 60 49,0-71,0 ’
p53 recesivo
CcC 7 5 16 0,6-31,4 0.050
GG+GC 71 27 120 21,7-218,3 ’
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Tabla 40. Numero de pacientes y eventos (recaidas de la enfermedad) segun los
diferentes genotipos, con sus repectivos HRs y sus IC95% en pacientes con enfermedad

local al diagnéstico

Genotipo | N° pacientes | N° eventos HR IC95% p-valor
XRCC1 codominante
GG 33 12 Referencia
GA 38 17 1,54 0,73-3,23 0,255
AA 7 3 1,27 0,36-4,53 0,708
XRCC1 dominante
GG 33 12 Referencia
GA+AA 45 20 149 | 073306 | 0,275
XRCC1 recesivo
AA 7 3 Referencia
GG+GA 71 29 099 | 030326 | 0,987
APEX codominante
TT 24 10 Referencia
TG 33 13 1,03 0,45-2,35 0,943
GG 21 9 1,37 0,55-3,39 0,498
APEX dominante
TT 24 10 Referencia
TG+GG 54 22 1,14 | 054242 | 0,723
APEX recesivo
GG 21 9 Referencia
TT+TG 57 23 074 | 034162 | 0455
XPD codominante
AA 30 8 Referencia
AC 36 16 2,07 0,88-4,86 0,094
CcC 12 8 3,80 1,41-10,26 0,008
XPD dominante
AA 30 8 Referencia
AC+CC 48 24 243 | 109544 | 0,031
XPD recesivo
CC 12 8 Referencia
AA+AC 66 24 040 | 018091 | 0,028
ERCC1 codominante
TT 31 8 Referencia
TC 34 18 2,65 1,11-6,36 0,029
CC 13 6 2,36 0,79-7,02 0,124
ERCC1 dominante
TT 31 8 Referencia
TC+CC 47 24 257 | 111598 | 0,028
ERCC1 recesivo
CC 13 6 Referencia
TT+TC 65 26 077 | 031-1,88 | 0,566
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Tabla 40 (continuacion): Numero de pacientes y eventos (recaidas) segun los diferentes

genotipos, con sus repectivos HRs y sus 1C95% en pacientes con enfermedad local al

diagnostico
Genotipo | N° pacientes | N° eventos HR IC95% p-valor
XRCC3 codominante
CC 34 15 Referencia
CT 32 11 0,72 0,33-1,57 0,405
TT 12 6 1,07 0,40-2,85 0,893
XRCC3 dominante
CC 34 15 Referencia
CT+TT 44 17 080 | 040163 | 0,546
XRCC3 recesivo
TT 12 6 Referencia
CC+CT 66 26 080 | 032199 | 0628
p53 codominante
GG 45 17 Referencia
GC 26 10 1,00 0,46-2,20 0,985
CC 7 5 2,52 0,92-6,86 0,071
p53 dominante
GG 45 17 Referencia
GC+CC 33 15 1,26 | 063252 | 0517
p53 recesivo
CcC 7 5 Referencia
GG+GC 71 27 040 | 0,15-1,04 | 0,060

Teniendo en cuenta el aumento del riesgo de recaida (HR) que se observa
en el modelo codominante de XPD se decidié calcular el riesgo segun el modelo
de herencia aditivo, que se lleva a cabo considerando los genotipos como una
variable continua. Asi, encontramos que cada alelo variante supone un aumento

de riesgo de casi el doble (1,95) de sufrir una recaida.

Tabla 41: Riesgo que aporta cada alelo variante de XPD segun el modelo aditivo

IC 95%
HR Inferior Superior p-valor

XPD 1,95 1,20 3,18 0,007

A continuacidn se muestran las curvas de supervivencia de los genotipos

significativos o al limite de la significacion.
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6.2 Enfermedad localmente avanzada

La mediana de seguimiento de los pacientes con enfermedad localmente
avanzada fue de 57 meses. De los 95 pacientes con enfermedad localmente
avanzada al diagndstico, se objetivd una recaida de la enfermedad en un total de
40 pacientes, de los cuales, 34 recayeron dentro de los 5 primeros afios (60
meses) tras el diagnodstico. La mediana de SLE estimada para este grupo de

pacientes es de 120 meses con un IC95%= 82,5-157,5.

Survival Function

1 Survival Function
t— Censored

0,87

e
°°] %

Cum Survival

0.7

Figura 29: Curva de SLE en pacientes
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Tabla 42: Numero de pacientes y eventos (recaidas de la enfermedad) segun los
diferentes genotipos, con las medianas de SLE y sus 1C95% en pacientes con

enfermedad localmente avanzada al diagndstico

. 0 o Mediana IC 95% p-valor
Genotipo | N° pacientes | N° eventos SLE (meses) (meses) (Log-rank)
XRCC1 codominante
GG 34 15 104 64,0-144,0
GA 48 18 - - 0,707
AA 13 7 120 21,8-218,2
XRCC1 dominante
GG 34 15 104 64,0-144,0 0986
GA+AA 61 25 120 - ’
XRCC1 recesivo
AA 13 7 120 21,8-218,2 0.431
GG+GA 82 33 120 - ’
APEX codominante
TT 31 12 120 9,3-230,7
TG 45 20 104 63,3-114,6 0,850
GG 19 8 - -
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Tabla 42 (continuacion): Numero de pacientes y eventos (recaidas) segun los diferentes

genotipos, con las medianas de SLE y sus I1C95% en pacientes con enfermedad

localmente avanzada al diagnéstico

H o
Genotipo | N° pacientes | N° eventos SLI\I/IEe(?rg;ae s) (Ir(; e955e§) (L?)g;/-arlaonrk)
APEX dominante
TT 31 12 120 9,3-230,7 0616
TG+GG 64 28 104 40,3-167,6 ’
APEX recesivo
GG 19 8 -
TT+TG 76 32 120 82,5-158.0 0672
XPD codominante
AA 45 18 120 43,2-196,8
AC 41 19 104 23,0-185,0 0,727
CC 9 3 - -
XPD dominante
AA 45 18 120 43,2-196,8 0645
AC+CC 50 22 104 - ’
XPD recesivo
CC 9 3 - -
AA+AC 86 37 120 66,1-173.9 0,639
ERCC1 codominante
TT 33 15 46 -
TC 52 20 120 96,4-143,6 0,233
CC 10 5 22 -
ERCC1 dominante
TT 33 15 46 -
TC+CC 62 25 120 97.0-143.,0 0,202
ERCC1 recesivo
CcC 10 5 22 -
TT+TC 85 35 120 82.0-157.7 0,395
XRCC3 codominante
CC 40 17 120 41,2-198,7
CT 36 17 104 19,6-188,4 0,976
TT 19 6 - -
XRCC3 dominante
CC 40 17 120 41,2-198,7 0873
CT+TT 55 23 120 16,3-223,6 ’
XRCC3 recesivo
TT 19 6 - -
CC+CT 76 34 120 18.7-83.4 0,939
p53 codominante
GG 57 28 104 42,7-165,3
GC 32 9 120 - 0,227
CC 6 3 12 8,8-15,2
p53 dominante
GG 57 28 104 42,7-165,3
GC+CC 38 12 - - 0,228
p53 recesivo
CC 6 3 12 8,8-15,2 0,392
GG+GC 89 37 120 83,8-156,2
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Tabla 43. Numero de pacientes y eventos (recaidas de la enfermedad) segun los
diferentes genotipos, con sus repectivos HRs y sus IC95% en pacientes con enfermedad

localmente avanzada al diagnéstico

Genotipo | N° pacientes | N° eventos HR IC95% p-valor
XRCC1 codominante
GG 34 15 Referencia
GA 48 18 0,91 0,46-1,81 0,783
AA 13 7 1,31 0,53-3,22 0,555
XRCC1 dominante
GG 34 15 Referencia
GA+AA 61 25 099 | 052189 | 0,987
XRCC1 recesivo
AA 13 7 Referencia
GG+GA 82 33 072 | 032-164 | 0437
APEX codominante
TT 31 12 Referencia
TG 45 20 1,15 0,56-2,36 0,699
GG 19 8 1,29 0,52-3,17 0,581
APEX dominante
TT 31 12 Referencia
TG+GG 64 28 119 | 060233 | 0,619
APEX recesivo
GG 19 8 Referencia
TT+TG 76 32 084 | 039-18 | 0674
XPD codominante
AA 45 18 Referencia
AC 41 19 1,23 0,64-2,36 0,526
CcC 9 3 0,84 0,25-2,84 0,776
XPD dominante
AA 45 18 Referencia
AC+CC 50 22 116 | 062217 | 0,647
XPD recesivo
CC 9 3 Referencia
AA+AC 86 37 132 | 041429 | 0642
ERCC1 codominante
TT 33 15 Referencia
TC 52 20 0,60 0,30-1,18 0,137
CcC 10 5 1,09 0,39-3,01 0,869
ERCC1 dominante
TT 33 15 Referencia
TC+CC 62 25 066 | 035126 | 0207
ERCC1 recesivo
CcC 10 5 Referencia
TT+TC 85 35 067 | 026171 | 0400
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Tabla 43 (continuacion): Numero de pacientes y eventos (recaidas) segun los diferentes
genotipos, con sus repectivos HRs y sus IC95% en pacientes con enfermedad localmente

avanzada al diagndstico

Genotipo | N° pacientes | N° eventos HR IC95% p-valor
XRCC3 codominante
CcC 40 17 Referencia
CT 36 17 1,07 0,55-2,10 0,840
TT 19 6 1,00 0,39-2,54 1,00
XRCC3 dominante
CcC 40 17 Referencia
CT+TT 55 23 105 | 056-197 | 0,874
XRCC3 recesivo
TT 19 6 Referencia
CC+CT 76 34 1,03 | 043247 | 0,939
p53 codominante
GG 57 28 Referencia
GC 32 9 0,56 0,27-1,20 0,137
CcC 6 3 1,39 0,42-4,62 0,587
p53 dominante
GG 57 28 Referencia
GC+CC 38 12 066 | 034-131 | 0,234
p53 recesivo
CcC 6 3 Referencia
GG+GC 89 37 060 | 018197 | 0,401

7. Estudio de polimorfismos en relacion con la toxicidad secundaria al

tratamiento (marcadores predictivos de toxicidad).

7.1 Toxicidad secundaria a la QT de induccién

De los 34 pacientes que recibieron QT de induccidon a base de Cisplatino+ 5-
Fluorouracilo uno de ellos recibié solamente dos ciclos por falta de respuesta,
siendo tratado finalmente con cirugia por lo que se excluyd del analisis de
toxicidad. Cuatro pacientes fueron tratados en otro centro no conociendo su
toxicidad. De este modo, se valoré la toxicidad en un total de 29 pacientes
tratados con el esquema cisplatino+5-FU.No se incluyeron en este analisis
pacientes con otros regimenes quimioterapicos debido a la diferente toxicidad

producida por los mismos.
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Teniendo en cuenta el escaso numero de pacientes se compararon las
distribuciones de aquellos pacientes que precisaron retrasar el tratamiento como
consecuencia de su toxicidad, en funcion de los diferentes genotipos. Los retrasos
del tratamiento fueron secundarios a neutropenias grados 3-4, dos neutropenias
grado2-3, una trombopenia grado 3 y se produjo una interrupcidon del tratamiento

por fracaso renal. El mayor grado de anemia fue grado 2.

Tabla 44: Distribucion de los diferentes genotipos de los genes reparadores del ADN
estudiados, en funcién de si se produjo o no un retraso en el tratamiento con

quimioterapia de induccién basada en Cisplatino+ 5-Fluorouracilo

No toxicidad-leve Retrgso
Genotipo tratamiento p-valor
N=15 | Porcentaje | N=14 | Porcentaje

GG 5 33.3% 8 57 1%

Az(gggém GA 8 53 3% 3 214% | 0209
g AA 2 13.3% 3 21.4%
TT 4 26.7% 2 14,3%

AsA1P4Es)é;|u TG 7 46.7% 12 857% | 0,051
P GG 4 26.7% 0 0,0%
XPD AA 6 40,0% 8 57.1%

Lversigin | AC 6 40,0% 6 42.9% 0,196
y cC 3 20,0% 0 0,0%
ERCC1 TT 5 33.3% 4 28.6%

Asn118Asn | TC 8 53 3% 10 71.4% 0,316
cC 2 13,3% 0 0,0%
cC 7 46,7% 3 21 4%

T,ﬁ';gf“zet CT 6 40.0% 7 500% | 0315
TT 2 13,3% 4 28.6%
53 GG 9 50.0% 9 64.3%

Ar p72Pro GC 5 33.3% 4 28.6% 0,962
9 cC 1 6,7% 1 7.1%
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7.2 Toxicidad secundaria al tratamiento con RT

Para el analisis de toxicidad por RT se incluyeron los pacientes que
recibieron RT como tratamiento adyuvante tras la cirugia, bien del tumor primario
0 a la recaida. Se excluyeron los pacientes que recibieron tratamiento con QT+RT
concomitante ya que suelen presentar una toxicidad mayor. Asi, se incluyen en al

analisis un total de 50 pacientes.

Se compararon las frecuencias de mucositis grado 1-2 vs 3-4 en funcién de los

diferentes genotipos (Tabla 45). En un caso no se conocia el grado de mucositis.

Tabla 45: Distribucion de los diferentes genotipos de los genes reparadores del ADN
estudiados, en funcion del grado de mucositis (1-2 vs 3-4) con el tratamiento

radioterapico adyuvante tras cirugia

G Mucositis 1-2 Mucositis 3-4 |
enotipo -valor
P N=38 | Porcentaje | N=11 | Porcentaje P
GG | 14 36.8% 4 36,4%
A:‘?ggél Ll oea |2 55 3% 5 45.4% 0,595
g AA 3 7.9% 2 18,2%
T 14 36.8% 6 54.5%
A sAf fa)élu TG 14 36.8% 3 27'3% 0,574
P GG 10 26.3% 2 18.2%
«PD AA | 17 44.7% 2 18.2%
AC | 13 34.2% 8 72.7% 0,075
Lys751GIn | o 8 21.1% 1 9.1%
ERCC1 T 13 34.2% 3 27.3%
Asn118Asn | TC 19 50 0% 8 72.7% 0.264
cC 6 15.8% 0 0.0%
cc | 18 47.4% 9 81.8%
XRCC3 | ~1 | 45 39.5% 2 18.2% 0.111
Thr241Met | T 5 13.1% 0 0.0%
53 GG | 21 55.3% 7 63.6%
P GC | 13 34.2% 3 27.3% 0,884
Arg72Pro | o 4 10.5% 1 9.1%
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También se analizd la aparicion de dermitis, como consecuencia del

tratamiento, en funcion de los distintos genotipos (Tabla 46).

Tabla 46: Distribucion de los diferentes genotipos de los genes reparadores del ADN
estudiados, en funcién de la aparicion o no de dermitis con el tratamiento raditerapico

adyuvante tras cirugia

G No dermitis Si dermitis :
enotipo -valor
P N=23 | Porcentaje | N=27 | Porcentaje P
GG 9 39.1% 9 33.3%
A:(I?Bg:(-;ln GA 12 52 2% 15 55 6% 0,898
9 AA 2 8.7% 3 11,1%
TT 10 43,5% 10 37.0%
AsAffa)élu TG 8 34.8% 10 37.0% 0,888
P GG 5 21.7% 7 25 9%
XPD AA 11 47.8% 8 29.6%
Lverstcin | AC 9 39.1% 12 44.,4% 0,333
y CC 3 13,0% 7 25 9%
ERCC1 TT 10 43,5% 6 22.2%
Asn118Asn| TC 10 43,5% 17 63.0% 0,265
cC 3 13,0% 4 14.,8%
cC 13 56.5% 14 51.9%
Tlﬁ';ff“:et CT 8 34.8% 10 37.0% 0,932
T 2 8.7% 3 11,1%
53 GG 15 65.2% 14 51.9%
A p72Pro GC 8 34.8% 8 29.6% 0,093
9 cC 0 0.0% 5 18,5%
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DISCUSION

Hay tres vias principales implicadas en la reparacién del dafo al ADN,
dependiendo del tipo y la magnitud del dafo. La via BER repara pequefas
modificaciones en las bases, incluyendo lesiones oxidativas y roturas de cadena
simple (SSBs), producidas a través de la exposicién de las células a especies
reactivas de oxigeno (ROS) y agentes toxicos endogenos. La via NER repara un
amplio espectro de dafio gendmico, incluyendo los aductos voluminosos inducidos
por hidrocarburos aromaticos policiclicos, tales como los presentes en los
benzopirenos del humo del tabaco y enlaces cruzados causados por la luz
ultravioleta y agentes quimioterapicos. Por ultimo, las roturas de doble cadena
(DSBs) y de cadena simple (SSBs) producidas, entre otros factores, por especies
reactivas de oxigeno enddgenas, se pueden reparar bien a través de una via de
reparacion libre de errores (recombinacién homéloga) o propensa a producirlos

(recombinacién no homdloga)'8®).

Diferencias heredadas en la capacidad de metabolizar carcinégenos, en el
sistema de reparacion del ADN y/o en el control de ciclo celular/apoptosis,
influyen sobre el riesgo de desarrollar canceres inducidos por el tabaco, haciendo
que ciertos individuos requieran menor exposicion a carcindgenos que otros para

desarrollar una neoplasia.

Del mismo modo, el prondstico de los pacientes con CCC, depende de
importantes factores clinicos relacionados con el tumor, el tratamiento o con el
propio paciente. Sin embargo, estos factores pueden verse influenciados por
factores genéticos, como en el caso de los polimorfismos de los genes
reparadores del ADN. Estos polimorfismos pueden intervenir tanto en la respuesta
al tratamiento (cuanto menor sea la capacidad de reparacién, mejor respuesta a
tratamientos que producen dafio al ADN, como en el caso de la QT y RT), como
en la recaida de la enfermedad (por una mayor o menor respuesta al tratamiento

y por una mayor o menor susceptibilidad a padecer la enfermedad).

En este trabajo, hemos pretendido analizar la influencia de diferentes
polimorfismos en genes reparadores del ADN (XRCC y APEX1 de la via BER,
XPD y ERCC1 de la via NER y XRCC3 de la via por recombinacion homologa) y

del ciclo celular /apoptosis (p53) en el cancer de cabeza y cuello, no sélo en
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cuanto a su aportacion al riesgo de desarrollar este tipo de tumores, sino también
en cuanto a la posibilidad de que estos polimorfismos afecten a la edad de
presentacion del tumor, al riesgo de recaida o a la respuesta y toxicidad

secundarias al tratamiento.

Para ello, se ha realizado, mediante la aproximacién del gen candidato, un
estudio de asociacion de casos y controles para valorar su implicacion en el
riesgo, y de cohorte (con los pacientes diagnosticados de cancer de cabeza y
cuello) para el resto de objetivos (edad de presentacion del tumor, supervivencia

libre de enfermedad, respuesta y toxicidad secundarias al tratamiento).

Una de las criticas que se hacen a los estudios de asociacién de
enfermedades complejas es que con frecuencia sus resultados no pueden ser
replicados. Se ha sefalado el pequefio tamafo muestral como una de las
principales causas de esta discrepancias, al carecer de poder estadistico
suficiente. Esto ha tratado de solventarse con la realizacion de revisiones de la
literatura y meta-analisis que incluyen los estudios publicados para un
determinado SNP, aumentando asi el tamano muestral. Estos analisis
sistematicos han puesto de manifiesto que los diferentes resultados obtenidos
para un mismo polimorfismo podrian ser debidos a las diferencias en la poblacion
estudiada, bien en cuanto a la enfermedad (por ejemplo, severidad o localizacién
tumoral), o a la propia persona (raza, edad, sexo, o habitos de vida). Asi, los
polimorfismos que modifican el riesgo de un tipo de cancer en una determinada
etnia podrian carecer de significado en otra, siendo necesario tener también en
cuenta las diferencias en las frecuencias alélicas entre las diferentes etnias; asi,
por ejemplo, en un meta-analisis se han encontrado diferencias significativas en la
frecuencia del alelo GIn 399 del gen XRCC1 entre europeos, asiaticos y

(187) v en otro meta-analisis!'® encontraron diferencias significativas en

africanos
la prevalencia del alelo Met/Met de XRCC3 entre afroamericanos, asiaticos y
caucasicos; precisando un analisis estratificado para poder encontrar una
asociacion. También se ha observado que en los estudios de casos y controles,
los grupos pueden no ser comparables para variables importantes para el
desarrollo de la enfermedad como el consumo de tabaco, la profesion o la
exposicion al sol de modo que las diferencias observadas entre uno y otro grupo

puede que no guarden relacién con la enfermedad sino con estas otras variables,
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haciendo los estudios dificilmente reproducibles. Otra posible fuente de error, es
el sesgo de publicacion, ya que los estudios con resultados negativos muchas
veces no son publicados por la tendencia, por parte de las revistas, a publicar
estudios con resultados de asociacion estadisticamente significativa y a rechazar

los estudios con resultados no significativos!'8%190),

Con la acumulacion de datos sobre los polimorfismos en genes reparadores
del ADN, algunos SNPs parecen tener riesgos opuestos en diferentes
localizaciones tumorales. Estos resultados podrian reflejar simplemente una
asociacion por azar, aunque una posible explicacion podria ser la existencia de un
equilibrio entre las sefiales de apoptosis y efectos de reparacion especifico para
cada tejido. Asi, variantes de reparacion menos eficientes de determinadas vias
de reparacion podrian dar lugar a una sefal de proteccion (acumulacion de dafo,
parada del ciclo celular y apoptosis) en algunos tejidos, mientras que en otros
pueden ser factores de riesgo (no reparacion o intento fallido de reparacion del

dafio y mutacion secundaria)'®®).

En cuanto a las limitaciones observadas en los estudios de asociacion para
valorar el riesgo de desarrollar cancer de cabeza y cuello, son similares a las
expuestas anteriormente de manera general. Asi, Flores-Orbando et al.
comprobaron la existencia de numerosos estudios epidemiolégicos que evaluan la
asociacion del cancer de cabeza y cuello con polimorfismos en genes reparadores
del ADN, encontrandose con resultados contradictorios, en lugar de concluyentes.
Por lo tanto, consideraron necesaria la realizacion de una revision sistematica y
un meta-analisis de la literatura publicada para valorar la asociacion de las
variantes en genes reparadores del ADN con el cancer de cabeza y cuello. Alguna
de las principales limitaciones que se exponen en el meta-analisis son que la
mayoria de estudios no informan sobre el estado de fumador o las localizaciones
tumorales estudiadas, la heterogeneidad en la raza y el pequeio numero de

estudios para cada grupo étnico!"®".

Las publicaciones sobre polimorfismos genéticos y el prondstico del CCC
tienen limitaciones comunes a los estudios de asociacion, como el pequefio
tamafo muestral o el sesgo de publicacion. En una revision sistematica realizada

por Hopkins et al. sobre la influencia de las variantes genéticas en el prondstico
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del CCC, encontraron un total de 22 estudios de genes candidatos, con una
mediana global de tamafio muestral de 110 individuos. Casi la mitad de los
polimorfismos incluidos en dichos estudios formaban parte de las vias de
reparacion del ADN. De los estudios observados, el 77% tenia al menos un
resultado primario estadisticamente significativo, y casi todos tenian al menos una
asociacion secundaria positiva, 1o que hace pensar en un posible sesgo de
publicacion. En  practicamente todos ellos se refieren a si mismos como

exploratorios 0 con la necesidad de ser validados o replicados!'%?.

A continuacion comentamos nuestros resultados y publicaciones
relacionadas con los polimorfismos estudiados segun las diferentes vias de

reparacion.

1-. VIA DE REPARACION POR ESCISION DE BASES (BER)

En nuestro estudio no hemos encontrado una asociacion significativa entre
los polimorfismos estudiados de esta via (XRCC1 y APEX) con el riesgo de
desarrollar la enfermedad a cualquier edad, en el estudio de casos y controles.
Sin embargo, si encontramos una relacion estadisticamente significativa
(p=0,009) entre la variante GIn/GIn del gen XRCC1 con un desarrollo de la
enfermedad antes de los 51 afios de edad (OR=3,98; 1C95%=1,52-10,40) al
comparar a los sujetos con enfermedad menores, con los mayores de esa edad;
siguiendo un modelo de herencia recesivo, es decir, precisa tener los dos alelos
variantes para que se produzca un aumento del riesgo. Tampoco se encontroé una
asociacion significativa de los polimorfismos de esta via con el prondstico de la

enfermedad, la respuesta al tratamiento o la toxicidad.

1.1-. XRCC1 coddn 399:

Respecto a las publicaciones previas, hemos encontrado numerosos
estudios que han analizado la asociacion entre este polimorfismo y el riesgo de
cancer. Sin embargo, los resultados sugieren diferentes direcciones en funcion del
tipo de cancer. Asi, por ejemplo, se ha observado una disminucién del riesgo para
el cancer de piel no melanoma, cancer de es6fago o de vejiga y un aumento del
riesgo para el cancer de mama y cancer géstrico“‘%). En un meta-analisis que

estudia la relacion de polimorfismos entre el gen XRCC1 y el riesgo de cancer, se
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incluyen 37 estudios de casos y controles para el polimorfismo Arg399GIn con un
total de 11542 casos de diferentes tumores y 13694 controles y no se encuentra

asociacion entre este polimorfismo (Arg399GIn) y el riego de cancer global'®”.

En el caso del cancer de pulmoén o de cabeza y cuello los resultados son
inconsistentes, con resultados en ambas direcciones. En el caso del CCC se ha

encontrado tanto un aumento del riesgo asociado con el genotipo GIn/GIn"%%),

(195) (196)

como una disminucion del mismo o la falta de asociacion

En un reciente meta-analisis especifico de cancer de cabeza y cuello,

publicado por Flores-Obando et al'®"

se estudia un total de 3582 casos y 5347
controles con el polimorfismo Arg399GIn, y no se encuentra asociacion entre este
polimorfismo y el riesgo de desarrollar cancer de cavidad oral, faringeo o laringeo,
en los estudios que utilizaron controles hospitalarios pero existe una gran
heterogeneidad en los estudios que utilizan controles sanos. Asi, de los 10
estudios que utilizaron controles sanos, solamente 2 encontraron diferencias
estadisticamente significativas, y uno de ellos solamente incluye canceres de
cavidad oral. Encuentran una asociacion marginal entre las variantes GA+AA con
el riesgo de desarrollar cancer de cavidad oral, faringeo o laringeo en poblacién

caucasica (meta-OR: 1.14, 95% CI: 1.01-1.27).

En cuanto a la relacidén existente entre este polimorfismo con el desarrollo
precoz de la enfermedad no existe consenso sobre la etiologia y caracteristicas
clinicas de los adultos jovenes diagnosticados de CECC. Numerosos estudios
describen una ausencia de los factores de riesgo tipicos de la enfermedad

)(197

(consumo de tabaco y alcohol , conduciendo esto a la busqueda de otros

posibles factores de riesgo como pueden ser deficiencias en el sistema

o(198)

inmune'®®, abuso de marihuana y/o hachis!"®®, mayor consumo de tabaco y

alcohol®, o infecciones por el HPV*#°Y,

Junto a estos factores de riesgo ambientales, uno de los factores que podria
tener una gran importancia para desarrollar la enfermedad a una edad temprana

es un aumento en la predisposicidén genética.

A este respecto, hemos encontrado un estudio realizado en Polonia®®®® en el

que se estudia la relacion entre tres polimorfismos en genes reparadores del ADN
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(XPD, XRCC1 y XRCC3), que coinciden con los estudiados en el presente
trabajo, comparando un grupo de adultos jovenes (<45 afios) con CECC, con
pacientes >45 afios y con sujetos sanos <45 afios. En este estudio no encuentran
diferencias significativas entre las distribuciones genotipicas del gen XPD entre
los pacientes <45 afos con los otros dos grupos. Pero si observan una menor
frecuencia de la variante AA de XRCC1 y una mayor frecuencia del heterocigoto
CT de XRCC3 en pacientes jovenes respecto a controles sanos, siendo las
diferencias estadisticamente significativa. Sin embargo, no se mantiene esa

significacién al compararlo con pacientes de CCC mayores de 45 afios.

En nuestro estudio, al contrario que en el anteriormente expuesto,
encontramos un aumento en la frecuencia de la variante AA de XRCC1 en los
pacientes jovenes (<50 anos), si bien, esto puede ser debido al diferente grupo de
comparacion, ya que en el estudio polaco solamente se observa una diferencia
estadisticamente significativa cuando se comparan los casos <45 afios con el
grupo de personas sanas <45 afos y no es significativo al compararlos con los
pacientes >45afios (en nuestro estudio >50anos). También puede deberse a
diferencias entre las frecuencias genotipicas entre poblaciones (espafiola vy
polaca). Ademas, el resultado del estudio polaco también podria verse
influenciado por diferentes habitos téxicos en los grupos de casos y controles ya
que no se recoge dicha informacion. En nuestro estudio si se conocia esa
informacion y se ajustd por el numero de cigarrillos consumidos. No se realizo
ajuste por un mayor numero de variables debido al escaso tamafio muestral

fundamentalmente en el grupo de pacientes <50 afios.

Por otra parte, parece mas razonable que las personas con el homocigoto
variante tengan una mayor predisposicion a desarrollar la enfermedad como
consecuencia de la menor eficiencia de reparacion de esta variante. Asi, los
portadores de esta variante parecen tener un mayor nivel de aductos en el

ADN®®) asi como dafio al ADN producido por el tabaco?*2%%),

Ademas Wei Zhou et al®® también encuentran una mayor frecuencia del
genotipo GIn/GIn en pacientes con cancer de pulmén <55 afos que en los
controles, con una OR ajustada del genotipo GIn/GIn frente a Arg/Arg de 2,4

(IC95%: 1,3-4,2) para pacientes menores de 55afios.
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1.2-. Apex codon 148:

Al igual que XRCC1 diversos estudios han investigado la asociacién entre
APE1 Asp148Glu y el riesgo de cancer, encontrando diferentes resultados entre
los distintos grupos étnicos y los diferentes tipos de cancer. Por ejemplo, en un
estudio, el genotipo APE1 148GIu/Glu se asocié con el riesgo de cancer de
pulmon en una poblacion japonesa(2°7) frente a otro estudio en el que se observo
una reduccién significativa del riesgo de melanoma en caucasicos®® . Sin
embargo, estudios en otros tipos de cancer no encuentran evidencia de
asociacion entre este polimorfismo (Asp148Glu APE1) y el riesgo de cancer de

pulmon®?, vejiga®'?, o prostata®'™.

En un importante estudio que incluye 830 pacientes diagnosticados de
CECC y 854 controles hospitalarios no se encontré asociacién entre este

polimorfismo y un cambio en el riesgo de padecer la enfermedad'®®.

2-. VIA DE REPARACION POR ESCISION DE NUCLEOTIDOS (NER)

En nuestro estudio no hemos encontrado una asociacion significativa entre
los polimorfismos estudiados de esta via (XPD y ERCC1) con el riesgo de
desarrollar la enfermedad, tanto a cualquier edad como en menores de 51 afos.
Tampoco se encontré una asociacion significativa de los polimorfismos de esta
via con la respuesta al tratamiento o la toxicidad. Sin embargo, si observamos
una relacion estadisticamente significativa con el pronéstico de la enfermedad. En
nuestro estudio nos hemos centrado en la influencia sobre la SLE, estratificando
el analisis segun el estadio al diagndstico de la enfermedad. En los resultados
obtenidos en los pacientes con enfermedad localizada (estadios | y 1), se observa
un mayor riesgo de sufrir una recaida de la enfermedad en aquellos pacientes con
algun alelo variante del polimorfismo en XPD, siguiendo un modelo de herencia
aditivo (cada alelo variante supone un aumento del riesgo de 1,95 de sufrir una

recaida, con un p-valor=0,007).

El polimorfismo estudiado de ERCC1 también nos aporta resultados
estadisticamente significativos en los pacientes con enfermedad localizada bajo

un modelo de herencia dominante, con aumento del riesgo de recaida de 2,57 (IC
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95%:1,11-5,98) en los pacientes con algun alelo variante, respecto a los pacientes

con el homocigoto comun (p=0,028).

Respecto a los pacientes con enfermedad avanzada (estadios Ill y 1V), no
encontramos resultados estadisticamente significativos, lo que podria ser una
consecuencia de la aplicacion de tratamientos que producen dafio en el ADN (QT
y/o RT) que compensaria el riesgo que aporta el polimorfismo para una recaida

de la enfermedad con el beneficio de una mayor respuesta al tratamiento.

2.1-. XPD codoén 751:

El polimorfismo estudiado de XPD es el polimorfismo mas frecuentemente
estudiado de la via de reparacion NER. Supone un cambio de aminoacido
asociado con un cambio conformacional de la proteina®'?, con niveles mas bajos

214

de ARNm de XPD?"®, y con una menor eficiencia de reparacion®™ y un mayor

nimero de aductos en el ADN®?'®),

Aunque hay diversos estudios publicados con diversos canceres en los que

no se encuentra asociacion!"®®, parece existir una relacion entre este

216217 En un

polimorfismo y el riesgo de desarrollar cancer de pulmén
metaanalisis basado en 56 estudios de casos y controles que incluian un total de
25.932 casos y 27.733 controles en los que se estudiaba el polimorfismo de XPD
Lys 751 Gin, se objetivd un pequefio aumento del riesgo de cancer (OR, 1.10; IC
95%:1,03-1,16) en las personas con el genotipo GIn/GIn comparado con el

genotipo Lys /Lys®?'®).

En lo referente al CCC existe un importante estudio de casos y controles, de
base hospitalaria, que incluye 854 controles libres de cancer y 829 pacientes de
nuevo diagnostico de CECC (253 de cavidad oral, 424 de faringe y 152 de laringe)
en el que se estudio la asociacidn de diferentes genes reparadores de la via NER
(ERCC1, XPA, XPC, XPD, y XPG) con el riesgo de CECC. Cuando se evalua
cada polimorfismo de manera separada con el riesgo de desarrollar la
enfermedad, solamente se encuentra un aumento significativo del riesgo de
CECC con el alelo XPC 499Val en el modelo recesivo; no encontrando asociacion

significativa con el polimorfismo XPD Lys751GIn(219).
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I®1) se evaltan un total de 12

En el metaandlisis de Flores-Obando et a
estudios sobre este polimorfismo que suponen un total de 3289 casos y 5135
controles. No se encuentra asociacion entre las variantes homocigota y
heterocigota con el riesgo de cancer de cavidad oral, faringeo o laringeo,
observandose una moderada heterogeneidad entre los estudios. Para las
variantes combinadas (heterocigota + homocigota variante) se observo una gran
heterogeneidad que no se resolvid estratificando por raza y fuente de los

controles.

En cuanto a los estudios publicados sobre la influencia de estos
polimorfismos en el prondstico de la enfermedad, en un estudio publicado
recientemente, en el que se intenta validar el papel de 23 variantes genéticas en
el pronostico de pacientes con CECC con estadios | y Il, no encuentran
asociacion del polimorfismo Arg399GIn de XRCC1, ni de la variante Thr241Met de
XRCC3 con la SLE; sin embargo, si encuentran que el alelo variante Gin del gen
XPD se asocia, al limite de la significacion estadistica (p=0,05) con una mejor SLE
al compararlo con el homocigoto comun (Lys/Lys). Como ellos mismos explican
en la discusion, esto puede ser debido a que todos los pacientes del estudio
fueron tratados con RT vy, por lo tanto, al tener una deficiencia en la reparacion del
ADN, como consecuencia de la variante en XPD, podrian tener una mayor
susceptibilidad al dafio producido por la RT. También seria necesario valorar el
papel que juega los suplementos de alfa-tocoferol/beta-caroteno en los resultados
obtenidos, ya que los pacientes estudiados formaban parte de un ensayo de
prevencion secundaria con dichos suplementos; y aunque en material y métodos
se comenta una estratificacion en funcion del brazo de randomizacion
(suplementos o placebo), en el resultado final no hacen referencia al brazo sobre

el que se realiza el analisis'®?.

En un articulo publicado por S. Zhong et al.®?" estudian el efecto del
polimorfismo de XPD Lys751GIn en pacientes con CECC estadios Ill y IV tratados
con y sin RT. En este estudio encuentran en pacientes con estadios Ill y IV
tratados con RT una peor supervivencia global con el genotipo homocigoto comun
(AA) respecto a los pacientes con al menos un alelo variante (C), asi como una
menor supervivencia especifica de enfermedad y supervivencia libre de

progresion, presentando como hipétesis mas factible que los pacientes con alelos
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variantes responden mejor al tratamiento. Por el contrario, los pacientes con
estadios Ill y IV no tratados con RT presentan una mejor supervivencia global los
pacientes con el genotipo AA que aquellos con algun alelo variante. Estos
resultados, asociando el alelo variante con mejor supervivencia en aquellos
pacientes expuestos a tratamientos daninos para el ADN, y peor supervivencia en
aquellos no expuestos, concuerdan con un estudio publicado sobre pacientes con
cancer de eséfago tratados y no tratados con cisplatino®??.

Una explicacion, sobre la influencia en el tratamiento, es que una reparacion
ineficaz del dafio al ADN debido a polimorfismos germinales en los genes
reparadores podria promover la muerte de las células tumorales al no ser capaz
de reparar el dafo al ADN producido por la radiacion y, por lo tanto, hacer a estas
células tumorales mas sensibles a la radiacion. Sin embargo, en ausencia de
radiacion, la reparacion ineficaz podria promover la inestabilidad genética de las

células tumorales y consecuentemente la progresion tumoral®!),

Los resultados de nuestro estudio van en la misma direccién de lo expuesto,
ya que la mayoria de los pacientes (91%) con en enfermedad local (estadios | y II)
fueron tratados exclusivamente con cirugia, encontrando una aumento en el
riesgo de recaida al ser portador del alelo variante (OR=1,95), de una manera
aditiva. Por el contrario, en el caso de la enfermedad localmente avanzada, la
mayoria de ellos fueron tratados con QT+RT, y se ve una inversion del OR (0,84
para el homocigoto variante respecto al comun). Disponemos de muy pocos
pacientes con el genotipo homocigoto variante por lo que puede que no tengamos
el suficiente poder estadistico para que sea estadisticamente significativo, pero la
inversion del OR (de riesgo en los pacientes tratados con cirugia y de proteccion
en los pacientes que reciben tratamientos dafinos para el ADN) nos puede estar
indicando la influencia de los tratamientos en los pacientes portadores de este

polimorfismo.

Por lo tanto, con estos resultados, podemos hacernos una idea de la
importancia de la via NER para este tipo de tumores. Es bien conocido, que esta
via del sistema de reparacion es una de las mas implicadas en la reparacion de
lesiones voluminosas del ADN, como las producidas por hidrocarburos aromaticos

policiclicos contenidos en el tabaco. Por lo tanto, teniendo en cuenta la
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importancia del tabaco como factor de riesgo para esta enfermedad no es de
extrafiar la importancia de esta via a la hora de sufrir una recaida de la
enfermedad. No se conoce el numero de pacientes que continuaron fumando tras
el diagndstico, pero la mayoria de ellos eran fumadores importantes antes del

desarrollo de la enfermedad.
2.2. ERCC1 coddén 118:

Al igual que sucede con el resto de polimorfismos estudiados, existen
numerosos estudios que intentan conocer la posible asociacidon de este
polimorfismo con el riesgo de cancer, pero los resultados en los estudios
individuales de este polimorfismo no han sido concluyentes. En un meta-analisis
realizado por Yuanchun Li et al en 2007?%¥) no encuentran asociacion entre este
polimorfismo y el riesgo de cancer. En otro meta-analisis recientemente

224) tampoco encuentran asociacién con el riesgo global de cancer. Sin

publicado!
embargo, en el analisis estratificado si se observa asociacion en poblacién
asiatica con variantes homocigotas y controles hospitalarios y en la estratificacion
por tipos de cancer se encuentra una asociacion con el cancer de pulmon,
poniendo de manifiesto, una vez mas, la importancia de la raza y la localizacion

tumoral.

En nuestra serie, encontramos un aumento del riesgo de recaida en los
pacientes con el genotipo heterocigoto (CT) y homocigoto variante (CC) respecto
al homocigoto comun (TT), asi como una menor mediana de SLE,
estadisticamente significativa, segun el modelo dominate (CT+CC frente a TT) en
los pacientes diagnosticados en estadio localizado. Asi, se fortalece la idea de la

posible importancia de la via NER en esta enfermedad.

3-. VIA DE REPARACION POR RECOMBINACION HOMOLOGA

En nuestra serie, no hemos encontrado ninguna diferencia significativa en la
frecuencia genotipica de XRCC3 Thr241Met para el riesgo de desarrollar la
enfermedad, el prondstico de la misma o la toxicidad secundaria al tratamiento.
Sin embargo, si hemos encontrado una relacién estadisticamente significativa
(p=0,032) entre la variante Met/Met (genotipo TT) del gen XRCC3, con la

obtencion de respuesta clinica completa tras tratamiento con quimioterapia de
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induccidn; siguiendo un modelo de herencia recesivo, es decir, precisa tener los
dos alelos variantes para obtener este resultado. Al tratarse de un estudio
retrospectivo, la mayoria de los casos habian sido tratados con el esquema de
cisplatino+ 5-fluorouracilo. En la actualidad, se han afiadido taxanos y anti-EGFR,

a este esquema de tratamiento, pero el farmaco base sigue siendo el cisplatino.

3.1 XRCC3 codon 241:

Se han realizado multiples estudios tratando de establecer una posible
asociacion entre XRCC3 Thr241Met y el riesgo de desarrollar cancer,
nuevamente sin resultados concluyentes, incluso en los metaanalisis publicados.

En el que realizaron Manuguerra et al.('8®

se incluyeron 28 estudios, la mayoria
de ellos casos y controles, estadounidenses y europeos; no encontrando
asociacion entre este polimorfismo con el riesgo de cancer. Sin embargo, en el
realizado por Han et al.?® se incluyeron 48 estudios de casos y controles en los
que se analizaba XRCC3Thr241Met en relacién con el riesgo de desarrollar
diferentes neoplasias, analizandose un total de 24975 individuos con diferentes
neoplasias y 34209 controles, encontrando que aquéllos que eran homocigotos
para el alelo Met, tenian mas riesgo de desarrollar algun tipo de cancer (p= 0.008,

OR=1.07 IC95% 1.02-1.13).

En el metaanalisis de Flores-Obando et al."®" incluyen 10 estudios que
analizan este polimorfismo, con un total de 2235 casos y 3601 controles. No se
encuentra asociacion entre las variante heterocigota, homocigota o combinada de

este polimorfismo con el riesgo de cavidad oral, faringe o laringe.

A pesar de la utilizaciéon cada vez mayor de las nuevas moléculas dirigidas
contra diana, actualmente todavia es imprescindible el uso de farmacos
quimioterapicos clasicos. De hecho el cisplatino sigue siendo la base del
tratamiento quimioterapico de una gran variedad de tumores, entre ellos el CCC.
La citotoxidad producida por el cisplatino estd mediada por la produccién de
aductos intracatenarios en el ADN y enlaces cruzados intercatenarios. Estos
ultimos son particularmente dafinos para la célula porque un solo enlace
intercatenario no reparado impide la transcripcion y replicacion del ADN®?®)_ De
este modo, la eficacia del cisplatino puede verse limitada por la activacion de los

mecanismos de reparacion del ADN, los cuales permiten la viabilidad celular al
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22) Para la reparacion de los enlaces cruzados parece ser que se

reparar el dafio'
precisa de la accion combinada de la via de reparacion por escision de

nucledtidos en un primer lugar, seguida de la via por recombinacién homologa®?®).

En nuestro estudio encontramos que los pacientes tratados con QT
neoadyuvante basada en cisplatino que presentaban la variante XRCC3-241Met,
tenian una mayor probabilidad de presentar respuesta clinica completa. Esta
variante se asocia con un aumento significativo de los niveles de aductos en
leucocitos de personas sanas®®®), lo que implica un déficit en la reparacion de los
aductos en el ADN, siendo ésta la principal via de actuacion del cisplatino. Por
otra parte, diversos estudios realizados con lineas celulares epiteliales sugieren
que el aumento de la reparacion por recombinacion homodloga se asocia con
resistencia a farmacos que producen enlaces cruzados intercatenarios y en el
estudio realizado por Zhi-Yuan Xu et al demostraron que la sobreexpresion de
XRCC3 en células MCF-7 producia un aumento de la supervivencia celular tras el
tratamiento con cisplatino con una disminuciéon de la apoptosis inducida por
cisplatino®®). Por lo tanto, una disminucién en la expresién o un déficit en la
funcién de XRCC3 podrian producir el efecto contrario, es decir, un aumento de

sensibilidad al tratamiento con cisplatino.

BRCA1 también esta implicado en la via de recombinacion homaologa y actua
como un modulador diferencial de supervivencia en el tratamiento con cisplatino y
los agentes antimicrottibulos®?. Asi, BRCA1 produce resistencia a la apoptosis
mediada por cisplatino y un aumento de sensibilidad a agentes antimicrotubulo
como el paclitaxel. La inhibicion endogena de BRCA1 produce un aumento
importante en la resistencia de células de cancer de mama a la apoptosis inducida
por paclitaxel, sugiriendo que los niveles de expresion de BRCA1 son criticos en
la mediacién de la apoptosis en respuesta a estos agentes quimioterapicos. Esto
mismo podria estar sucediendo en nuestros pacientes ya que en nuestro estudio
los dos pacientes que no responden a QT neoadyuvante del genotipo TT de
XRCC3 son dos tratados con TPF, es decir, con un esquema de quimioterapia en
el que se ha afiadido un taxano al tratamiento, pudiendo indicar cierta resistencia

al taxano de este genotipo.
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Por otra parte, en un ensayo fase 1®" de pacientes con cancer
esofagogastrico avanzado tratados con cisplatino (60 mg/m?) dia uno, y escalada
de dosis con CPT-11(50-70 mg/m?)+docetaxel (25-30 mg/m?), dias 1 y 8, con
valoracion farmacogenética de varios polimorfismos, obtuvieron una mediana de
progresion de 9,7 meses para pacientes con el genotipo Met241Met de XRCC3
versus 8,4 meses para pacientes con Thr241Met y 3,1 meses para aquellos con
Thr241Thr (p=0.04), llegando también a la conclusion de que este polimorfismo
podria ser un marcador de utilidad para predecir el prondstico en pacientes
tratados con quimioterapia basada en cisplatino. Aunque en este estudio también
se incluye un taxano en el esquema de tratamiento, difiere la dosis y el tiempo
entre dosis, pudiendo indicar diferente respuesta en funcion del tipo de

planificacion.

En un estudio llevado a cabo por M. Quintela-Fandino et al.?*?| se valora el
papel de los polimorfismos en genes reparadores del ADN ( ERCC1 (C8092A),
Asp312Asn, Lys751GIn y XRCC1 Arg399GIn) en pacientes diagnosticados de
CCC estadio IV no metastasicos, tratados con QT de induccion basada en
cisplatino, encontrando una probabilidad casi dos veces mayor de presentar
respuesta completa en un paciente con 7 variantes polimérficas respecto a un
paciente portador solamente de alelos comunes. En este estudio no se valora el
efecto de polimorfismos de la via de recombinacion homéloga, pero nos hace
pensar en la importancia de analizar la presencia de variantes genéticas de una

manera conjunta.

En funcidon de nuestro estudio no podemos llegar a sacar conclusiones
teniendo en cuenta las limitaciones del estudio, fundamentalmente el escaso
numero de pacientes que no nos permite estratificar por variables importantes
como la localizacién tumoral, el estadio o el esquema de tratamiento realizado.
Sin embargo, si podemos generar la hipotesis de que la via de recombinacién
homodloga parece tener un papel importante en la respuesta al tratamiento
quimioterapico, siendo necesarios estudios de validacion que confirmen estos

resultados.
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4° CONTROL DEL CICLO CELULAR: polimorfismo en el codén 72 de p53

TP53 juega un importante papel en el control del ciclo celular, facilitando
actividades de reparaciéon del ADN en respuesta al dafo. Por eso diversos
estudios han evaluado el efecto del polimorfismo en el codén 72 sobre una amplia
variedad de canceres. Muchos de estos estudios han encontrado asociaciones
"estadisticamente significativas". Sin embargo, la interpretacién de estos estudios
esta rodeada de multiples problemas: los principales son una combinacién de
pequefio tamafo muestral, sesgos de publicaciones y niveles de exigencia

inadecuados para la significacion estadistica®®?.

Numerosos meta-analisis combinando datos de multiples estudios han sido

234)

publicados sobre cancer de mama®*, cancer gastrico®® o de pulmon®®, y

éstos no apoyan el papel de este polimorfismo en el riesgo de desarrollar estos

canceres®®").

En un estudio especifico sobre la implicacion de esta variable en el
desarrollo del cancer escamoso de cabeza y cuello®®, se estudiaron un total de
304 pacientes de nuevo diagnostico y 333 controles, todos ellos blancos no
hispanos, no encontrando diferencias en la distribucion de los genotipos del codén
72 de p53 entre los casos y los controles, al igual que en nuestro estudio. Sin
embargo, si observaron una asociacion del alelo prolina con el desarrollo precoz
de la enfermedad. Asi, la mediana de edad de desarrollo de la enfermedad fue de
59, 56 y 53 afos para los genotipos Arg/Arg, Arg/Pro y Pro/Pro, respectivamente
(p=0.151 entre los tres genotipos; p=0.057 para Pro/Pro y Arg/Pro combinados vs.
Arg/Arg). La mediana de edad para el desarrollo de canceres de la cavidad oral
fue 62, 57 y 51 afos para Arg/Arg, Arg/Pro y Pro/Pro, respectivamente (p=0.091
entre los tres genotipos; p=0.046 para Pro/Pro vs. Arg/Arg; p=0.066 para Pro/Pro
y Arg/Pro combinados vs. Arg/Arg). En nuestro estudio no observamos una
asociacion con el desarrollo precoz de la enfermedad, aunque en nuestro caso la
comparacion se realizd entre pacientes mayores y menores de 50 afios y el
escaso numero de pacientes no nos permitid estratificar por localizaciones, para

valorar el riesgo concreto en los pacientes con cancer de cavidad oral.

En cuanto a la relacién de este polimorfismo con la respuesta al tratamiento,

se ha observado una mayor tasa de respuestas y supervivencia tras tratamiento
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con quimioterapia y radioterapia en pacientes con cancer de mama®%%9 de

pulmon®? o de cancer de cabeza y cuello con el genotipo Arg en el codén 72 de
p53, como consecuencia de la induccién de una mayor actividad apoptética®®?.
Sin embargo, en un amplio estudio que valoraba la supervivencia global en 619
pacientes con cancer de pulmén no se encontraron evidencias del efecto de este

polimorfismo sobre el prondstico®*?).

En nuestro estudio no encontramos diferencias estadisticamente
significativas en la implicacion de esta variable con el desarrollo de la
enfermedad, la respuesta al tratamiento, prondstico o toxicidad, pero podria ser
como consecuencia del escaso numero de pacientes, sobre todo con el genotipo
Pro/Pro. A pesar de ello, si observamos una diferencia cercana a la significacion,
con una menor mediana de SLE y un mayor riesgo de recaida, en los pacientes
que presentan el homocigoto variante (codifica prolina), en los pacientes
diagnosticados con enfermedad localizada. Esto podria ser como consecuencia

de la menor capacidad apoptotica de esta variable (ver introduccion).

En general, los estudios de supervivencia relacionados con polimorfismos de
p53 se ven afectados por problemas similares a los descritos para los estudios de
asociacion con el riesgo de cancer y no hay grandes estudios, con resultados

estadisticamente robustos sobre asociaciones significativas®®".

Como se ha ido comentando a lo largo de la discusion una de las principales
limitaciones de nuestro estudio es el tamafo muestral (169 casos y 149 controles)
que puede ser insuficiente para detectar algunas diferencias en las frecuencias de
los alelos, entre los grupos de casos y controles, y nos dificulta realizar
estratificaciones por subgrupos de casos con diferentes caracteristicas, asi como
ajustar por un elevado numero de variables. Sin embargo, una fortaleza del
estudio es que nuestra muestra es homogénea en cuanto al grupo étnico y al
sexo, ya que los individuos del estudio de casos y controles son varones de raza
blanca. Ademas, el analisis se ajusté por consumo de tabaco, cosa que la
mayoria de las publicaciones al respecto ni siquiera informan sobre el estado de

fumador en los casos y controles!"®".
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Debido a que los SNPs son variantes de baja penetrancia, con asociaciones
(OR) pequenas se intentd conseguir los sujetos con las caracteristicas mas
extremos, controles mayores y fumadores y casos jovenes y no fumadores; sin
embargo, dada la fuerte asociacién de esta enfermedad con el consumo de
tabaco practicamente todos los casos eran fumadores, no pudiendo conseguir
mas casos de no fumadores para realizar la comparacion entre fenotipos

extremos.

En relacién con el resto de analisis del estudio, vuelve a aparecer de nuevo
el tamano muestral como una de las principales limitaciones, sobre todo teniendo
en cuenta la necesidad de hacer el andlisis por subgrupos por ejemplo, en
pacientes con estadios localizados o avanzados en el caso del prondstico; o en
funcion del tratamiento para valorar el posible papel predictivo de respuesta o

toxicidad de los polimorfismos estudiados.

Por otra parte, al tratarse de un estudio retrospectivo, es mas susceptible a
la introduccion de sesgos (tanto en la seleccion de los grupos como en la recogida
de la informacién). El uso de casos prevalentes, en lugar de incidentes, puede dar
lugar a un error sistematico de supervivencia selectiva, pudiendo no ser
representativos de todos los casos. Del mismo modo, al incluir controles

hospitalarios, puede que no sean representativos de la poblacién general.

Ademas, no se conoce los pacientes que podrian tener la enfermedad como

consecuencia de la infeccion por el VPH.

Respecto a la relacion de los polimorfismos estudiados con la aparicidon de
toxicidad secundaria al tratamiento en nuestro estudio no encontramos ningun
resultado estadisticamente significativo, con ninguno de los genotipos analizados,
en relacion con la toxicidad. Sin embargo, como ya se ha comentado
anteriormente, puede ser consecuencia del pequeio tamafno muestral, al ser

necesario realizar el analisis por subgrupos de tratamiento homogéneos.

En este sentido, es importante tener en cuenta que la importancia de decidir
el tratamiento de manera individualizada para estos pacientes no radica
exclusivamente en la SLE o supervivencia global, sino que la morbilidad

secundaria al tratamiento afecta de una manera importante a la calidad de vida de
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estos pacientes tanto desde un punto de vista del aspecto fisico como funcional
(disfonia, disfagia, xerostomia); siendo necesario aplicar el tratamiento mas
adecuado en cada caso, intentando conseguir la maxima eficacia con la menor

toxicidad posible.

Existen pocos estudios que relacionen diferentes polimorfismos con la
aparicion de toxicidad, y ninguno de ellos en pacientes con cancer de cabeza y
cuello. Por lo tanto, sigue siendo necesaria la realizacion de estudios que

permitan valorar estos aspectos.
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CONCLUSIONES

1. En nuestro estudio no hemos encontrado diferencias estadisticamente
significativas en la distribucién genotipica de las diferentes variantes de los genes
reparadores del ADN estudiados, ni en el codén 72 de p53, entre el grupo de

casos y controles.

2. En nuestra serie, el genotipo AA de XRCC1 (rs25487) se asocia con el
desarrollo de la enfermedad antes de los 51 afios de edad, pudiendo sugerir cierta
susceptibilidad genética para el desarrollo de la enfermedad a una edad

temprana.

3. En este estudio, las variantes de XPD (rs13181) y de ERCC1 (rs11615) se
asocian con una menor supervivencia libre de enfermedad de una manera
significativa, lo que podria indicar la importancia de la via de reparacion por

escicion de nucledtidos (NER) en este tipo de tumores.

4. En nuestra serie, el ser portador del genotipo TT de XRCC3 (rs861539) se
asocia con una mayor probabilidad de respuesta completa tras el tratamiento con
quimioterapia de induccién, lo que podria mostrar cierto papel de este

polimorfismo en la respuesta al tratamiento quimioterapico basado en platinos.

5. En el presente trabajo, ninguno de los polimorfismos estudiados se ha
asociado con el riesgo de sufrir interrupciones del tratamiento durante la
quimioterapia neoadyuvante con cisplatino+5-flurouracilo secundarias a toxicidad,
ni con la aparicion de mucositis o dermitis producidas por el tratamiento

radioterapico.
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