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RESUMEN

El carcinoma escamoso de laringe es una enfermedad altamente invalidante ya
gue puede afectar la capacidad del habla, respiracion y deglucion del paciente que
lo sufre. Los principales factores causales identificados son cigarro y alcohol. Las
vias de respuesta inflamatoria, proliferativa y de reparacion de ADN pueden
contribuir al riesgo de cancer de laringe. El objetivo de este estudio es determinar
asociaciones entre variantes genéticas COX-2 rs20417, COX-2 rs689466, EGF
rs4444903, EGFR rs2227983, P53 rs1042522 y el riesgo de cancer de laringe en
la poblacion chilena. Se realizé un estudio casos y controles, con 100 pacientes
con cancer escamoso de laringe y 139 voluntarios adultos sin cancer. La
genotipificacion se realiz6 mediante PCR-RLFP. Se observa que estos
polimorfismos son capaces de incrementar el riesgo de cancer de laringe asociado
a la combinacion de consumo de tabaco y alcohol en una razén de 0,34 veces
para COX-2 rs20417, 0,5 veces para EGF rs4444903, 0,56 veces para P53
rs1042522, 1,72 veces para EGFR rs2227983 y 4,7 veces para COX-2 rs689466.
Esto sugiere que las variantes COX-2 rs20417, COX-2 rs689466, EGF rs4444903,
EGFR rs2227983 y P53 rs1042522 actuan como modificadores de riesgo de

cancer de laringe.
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ABSTRACT

Laryngeal squamous cell carcinoma is a kind of cancer that can be highly disabling
to the patient, affecting speech, swallowing and respiratory skills, and leading to
impaired quality of life. Smoking and alcohol abuse are principal risk factors linked
to this disease. Inflammation signaling pathways, mitogens and DNA repair genes
are factors that can be involved in carcinogenesis. The aim of this research is to
assess the effect of COX-2 rs20417, COX-2 rs689466, EGF rs4444903, EGFR
rs2227983, P53 rs1042522 single nucleotide polymorphisms in the risk of laryngeal
cancer development in Chilean population. For this case control study, we
recruited 100 cancer patients and 139 healthy volunteers. SNP genotype was
analyzed from genomic DNA by PCR-RFLP. We observed that these SNPs are
capable of increase the smoking plus alcohol risk of laryngeal cancer in a ratio of
0,34 fold for COX-2 rs20417 SNP, 0,5 fold for EGF rs4444903 SNP, 0,56 fold for
P53 rs1042522 SNP, 1,72 fold for EGFR rs2227983 SNP and 4,7 fold for COX-2
rs689466 SNP. These findings suggest that COX-2 rs20417, COX-2 rs689466,
EGF rs4444903, EGFR rs2227983 and P53 rs1042522 single nucleotide

polymorphisms acts as risk modifier factors for laryngeal cancer.
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INTRODUCCION

EPIDEMIOLOGIA

El cancer de laringe (CL) es un tipo de neoplasia maligna que se origina en los tejidos que
conforman la laringe. La mayoria de los casos de CL se da en personas mayores de 65
afios y es de 3 hasta 10 veces mas frecuente en hombres que en mujeres 2,11). La forma
méas comun de CL es el carcinoma escamoso de laringe, y forma parte de un grupo mayor
denominado carcinoma escamoso de cabeza y cuello (CECyC), junto con otros tipos de
cancer como el carcinoma escamoso de labio y cavidad oral, carcinoma escamoso

nasofaringeo y carcinoma escamoso de faringe [11;.

La incidencia y mortalidad ajustada por sexo y edad para este tipo de cancer en Chile es
se detallan en la tabla N° 1po. El 2017 se estima que sOlo en Estados Unidos se
diagnosticaran 13.360 nuevos casos de CL (10.570 hombres, 2.790 mujeres) y 3.660

personas morirdn por esta causa (2.940 hombres y 720 mujeres) 2.

Tabla 1: Incidencia y mortalidad de carcinoma escamoso de laringe en Chile

Hombres Mujeres Total
Incidencia 1.8 0,2 1,2
Mortalidad 1,4 0,2 0,8

Incidencia y mortalidad de carcinoma escamoso de laringe por cada 100.000 habitantes en Chile.
Fuente: Globocan 2012 p2q;.

La tasa de supervivencia global del CL a 5 afios es de un 60% a 70%, cifra mayor a la
estimada para CECyC que corresponde a un 50%. La tasa de supervivencia es mayor en
mujeres respecto a hombres, pero debido a cambios en las conductas de consumo de
tabaco y alcohol se observa una tendencia a la disminucion de la razén hombres:mujeres
tanto en la incidencia como la mortalidad, que parece tener origen en el aumento del

consumo de tabaco en la poblacion femenina en los dltimos 20 afios ).

Europa oriental, Sudamérica y Asia occidental son las regiones con mayor riesgo de
cancer de laringe a nivel global, mientras que en paises mas desarrollados como
Norteamérica, Gran Bretafia y otros paises de Europa occidental se observa un descenso
progresivo en la incidencia de CL y CECyC en los dltimos afos, gracias a la disminucién

de la exposicién a tabaco y otros carcin6genos. En base a esta tendencia se proyecta un
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descenso en la incidencia de CL de un 17% en el Reino Unido para el afio 2035

comparado al aflo 2014 (Cancer Research UK, 2015) (s 11).

Chile y otros paises en vias de desarrollo presentan una diferencia de 40 afios en el
patrén epidemiolégico del consumo de tabaco en comparacion con paises desarrollados,
y se espera que las consecuencias de esta brecha temporal tengan un importante impacto
en la mortalidad por CECyC para el afio 2030, con una cifra global estimada de 600.000
muertes por afo para esa fecha, doblando la cifra estimada de muertes por esta causa en

el afo 2013 [10]-

FISIOLOGIA DE LA LARINGE

La laringe es el 6rgano que comunica la faringe con la traquea. Estd formada por una
compleja red de cartilagos y musculos que cumplen principalmente con 3 funciones:
cerrar la union entre la faringe y la traquea al deglutir, evitando que los alimentos y
liquidos ingeridos se desvien de su paso al eséfago y lleguen al sistema respiratorio
inferior; contiene las cuerdas vocales que permiten realizar la funciéon adaptativa de
fonacion; y por ultimo al respirar las cuerdas vocales se abren naturalmente permitiendo el

paso de aire a los pulmones [31,41;.

La funcién del habla se lleva a cabo en este 6rgano por medio de la fina contraccion de
los musculos de la laringe y la vibracién controlada de las cuerdas vocales. Un paciente
puede sobrevivir a la extirpacién quirargica de la laringe, pero sin ésta la capacidad del

habla se pierde por completo [2,4.31].

Como se ilustra en la figura 1, la laringe se divide estructuralmente en tres regiones: la
supraglotis, que entre otras estructuras contiene la epiglotis, estructura cartilaginosa
responsable de evitar el paso del bolo alimenticio al sistema respiratorio; la glotis donde
se encuentran las cuerdas vocales responsables de la capacidad de fonacién, y la
subglotis que se extiende 10 mm por debajo del borde inferior de la cuerda vocal y

termina en el borde inferior del cartilago cricoides, donde conecta con la traquea.

Debido a la forma en que se desarrolla la laringe durante el crecimiento embrionario, ésta
se encuentra compartimentada entre la supraglotis y glotis, estructuras que no comparten
circulacion linfatica haciendo muy poco probable la diseminacion tumoral de una regién

anatomica a la otra. Estas diferencias estructurales son importantes ya que la clasificacion
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del estadio de cancer, esquema de tratamiento y prondstico de la enfermedad difieren
segun la localizacion de origen del cancer, y suele ser menos favorable cuando tiene

origen en la supraglotis s,11,31-

EPIGLOTIS

SUPRAGLOTIS
HIPOFARINGE

OROFARINGE

ESOFAGO

EPIGLOTIS
I < GLOTIS

(CUERDAS V!

HIPOFARINGE \-J

ESOFAGO
T/

TRAQUEA ’7

Figura 1: Estructura de la laringe y division en tres regiones estructurales: supraglotis, glotis y
subglotis. Fuente: American Cancer Society. 2017 2.

CARTILA
SUBGLOTIS FROIDED

El lumen de la laringe esta cubierto por dos tipos de epitelio, el epitelio columnar pseudo-
estratificado ciliado cubre las porciones de la supraglotis y la subglotis, el cual cambia
paulatinamente a epitelio escamoso estratificado en la porciéon de cuerdas vocales y la
region superior mas superficial de la epiglotis. Ambas capas se encuentran fuertemente

unidas en su base a una capa de tejido conectivo de soporte llamada lamina propia.

El epitelio escamoso estratificado es caracteristico de tejidos que se ven expuestos a gran
cantidad de irritantes externos y fuerzas mecéanicas que ejercen constante agresion sobre
el mismo, mientras que el epitelio columnar pseudo-estratificado ciliado facilita el flujo de
moco que mantiene hidratado el epitelio y expulsa particulas externas que puedan quedar

atrapadas en él (barrido mucaociliar).

Las células en ambos epitelios poseen multiples uniones intercelulares, complejos
proteicos especializados en funciones de oclusion (ocludinas), anclaje (desmosomas, E-
cadherina, B-catenina) y de comunicacion intercelular (uniones Gap) que permiten la
rapida distribucién de cascadas de sefializacion entre células adyacentes. Ademas, en la
superficie de este epitelio se expresan multiples canales y bombas de transporte de iones

(principalmente Na* y CI) y se encuentran células caliciformes productoras de moco que
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ayudan a mantener la humedad y otorgar proteccion tejido epitelial, cuya principal funcién

es servir de barrera a agentes nocivos del exterior [24).

EPITELIO ESCAMOS$ 7
ESTRATIFICADO

LAMINA PROPIA

IESB

R 3
(@)@ ®) ®)
| '0)0(®(®/0) .
r'y \ MEMBRANA
BASAL
LAMINA PROPIA FIBROBLASTOS
v

Figura 2: Estructura del tejido epitelial de las cuerdas vocales. Este se clasifica en un epitelio
escamoso estratificado formado por maltiples capas de células escamosas estrechamente
agrupadas. En la parte superior se observa un corte histolégico de epitelio humano, y en la parte
inferior una figura esquematica de la barrera epitelial. Las células del tejido epitelial estan divididas
en dos secciones, el estrato supra-basal en su porcion mas cercana al lumen de la laringe, y
estrato basal mas proximo a la lamina propia, y anclado a ésta por medio de la membrana basal.
JSLHR, 2015 24

FISIOPATOLOGIA DEL CANCER DE LARINGE Y DE CARCINOMAS DE CABEZA Y
CUELLO

Mas del 90% de las neoplasias malignas de cabeza y cuello se diagnostican
histolégicamente como carcinoma de células escamosas [2611,31. EStas son células
aplanadas y delgadas que conforman el epitelio que cubre el lumen de las estructuras de
la cavidad oral y del sistema respiratorio superior. Segun el grado de diferenciacion del

carcinoma epidermoide de cabeza y cuello se encuentran neoplasias en tipo bien
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diferenciado, moderadamente diferenciado y pobremente diferenciado (figura 2). El
carcinoma escamoso de laringe también puede sub-clasificarse segun su histologia en
carcinoma verrucoso, carcinoma escamoso basaloide, carcinoma escamoso papilar,
pseudo-sarcoma, carcinoma escamoso acantolitico, entre otros. En raras ocasiones el CL
tiene origen en las glandulas salivares menores que se encuentran distribuidas en el
epitelio escamoso de la laringe, las cuales tienen la funcién de producir mucus y saliva
para mantener hidratado el epitelio local. En estos casos puntuales estariamos tratando
con un adenocarcinoma, un carcinoma adenoide quistico, 0 un carcinoma

mucoepidermoide, y en casos aun menos frecuentes puede producirse un condrosarcoma

0 melanoma de laringe 26,31

Figura 3: Iméagenes histoldgicas de carcinoma escamoso bien diferenciado (izquierda) y
pobremente diferenciado (derecha).La histologia del carcinoma escamoso bien diferenciado tiene
una alta similitud con la que se observa en el tejido epitelial sano, mientras que en el carcinoma
escamoso pobremente diferenciado se observa una gran cantidad de células inmaduras, mitosis
atipicas y menor queratinizacion comparado con el tejido epitelial normal. Fuente: IARC, 2005 ).

El cancer de laringe se puede clasificar segun su sitio de origen en tipo glético o supra-
glético. Los tumores gléticos son con frecuencia detectados en etapas mas precoces, ya
que el paciente suele percibir un cambio en la voz que facilita la consulta médica
oportuna. Ademas, debido a barreras anatdmicas que confinan al tumor al interior de la
region glética y la poca presencia de circulacion linfatica en este tejido, estos tumores
tienen una baja tasa de diseminacion tumoral y pueden pasar un largo tiempo sin invadir
los nédulos linfaticos cervicales y paratraqueales, y sin hacer metastasis. Los tumores
supragléticos en cambio, suelen tener un peor pronostico debido a que las estructuras
anatomicas de la regiéon supraglética poseen una abundante red de vasos sanguineos y
linfaticos, por lo que es frecuente que el carcinoma supra-glético invada tejidos extra-
laringeos como la base de la lengua, regién post-cricoidea y senos piriformes, o se

disemine a los ganglios linfaticos cervicales.

18



En el CL la metastasis a distancia es infrecuente al momento del diagnéstico, y suele
observarse en estados avanzados de la enfermedad o en caso de recidiva, invadiendo

con mas frecuencia los pulmones, huesos o higado 11,31

Dependiendo del grado de invasiéon y diseminacion del tumor al momento del diagndstico
este se clasifica segun el sistema TNM establecido por el American Joint Committee on
Cancer (AJCC), clasificacion que difiere dependiendo de si se trata de un carcinoma
supra-glético o glético. En la Tablas N° 3 y 4 se presentan los criterios aplicados

actualmente en Chile para la etapificacion de CL.

La clasificacion TMN es un sistema de etapificacién de cancer que considera el tamafio y
extension del tumor principal (clasificacion T), el grado de compromiso de ganglios
linfaticos préximos al tumor (clasificacion N), y la presencia de metéstasis a otras regiones
del cuerpo (clasificacion M) como criterios para definir distintas etapas de progresion de
cancer al momento del diagndéstico, y es un dato fundamental para la toma de decisiones

respecto al tratamiento y la estimacion del prondstico para el paciente.

Tabla 2: Guia para clasificacién de cancer de laringe segun sistema TNM

Clasificacion T: Tumor primario

Carcinoma glético Carcinoma supra-glotico
Tx Tumor primario no puede ser evaluado
To Sin evidencia de tumor primario
Tis Carcinoma in situ. No sobrepasa la membrana basal del epitelio
Tumor limitado a cuerda vocal, con o
T sin compromiso de comisura Tumor limitado a un sub-sitio
1 . . e P
anterior/posterior. Movilidad cordal anatomico.
normal.
Tumor se extiende a supraglotis o sub-  Tumor involucra mas de un sub-sitio
T2 glotis, con limitacién de la movilidad anatémico, o bien se extiende a glotis.
cordal. Cuerdas vocales moviles.
Tumor confinado a laringe con fijacion
. . cordal, o con extension a region post-
Tumor confinado a la laringe, con . , - .
T3 L criocoidea, seno piriforme medial o
fijacion cordal. . o
espacio pre-epigldtico.
Ta Tumor infiltra cartilago tiroides y/o presenta extension extra-laringea.
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Tabla 2: Guia para clasificacion de cancer de laringe segun sistema TNM (Continuacién)

Clasificacion N: Ganglios linfaticos regionales

Nx Ganglios linfaticos regionales no pueden ser evaluados.

No No hay metastasis linfaticas regionales.

Ny Metéstasis a un (1) ganglio cervical ipsilateral, de diametro méaximo igual o inferior
a3cm.

N2a Metastasis a un Unico ganglio ipsilateral, de diAmetro mayor entre 3 y 6 cm.

N2b Metéstasis a multiples ganglios ipsilaterales, de diametro no mayor a 6 cm.

N Metéstasis a ganglios bilaterales o contralaterales, ninguno mayor a 6 cm. de
diametro.

N3 Metastasis a cualquier ganglio cervical de didmetro mayor superior a 6 cm.

Clasificacion M: Metastasis a distancia

My Metéstasis a distancia no pueden ser evaluadas.
Mo No hay metéstasis a distancia.
M1 Metéstasis a distancia demostrada.

Guia para clasificacion de cancer de laringe segun sistema TNM. Este sistema considera extension
tumoral (T)diseminacién a ganglios linfaticos adyacentes (N) y metastasis a distancia (M). Fuente:
Revista Médica Clinica las Condes. 2003 [33

Tabla 3: Guia para la etapificacion de cancer de laringe segun clasificacién TNM

T N M
Estadio O Tis No Mo
Estadio | T, No Mo
Estadio Il To No Mo
: Ty, T2 Ny
Estadio Ill T, No. N, Mo
. T1, To, T3 N>
Estadio IVa ’ M
T4a NO! Nll NZ °
. Tap Cualquier N
E v ; M
ALY W Cualquier T N3 0
Estadio IVc Cualquier T Cualquier N M3

Presencia de tumores primarios que se desarrollan en dos o mas
focos independientes en el 6rgano. Pueden ser sincrénicos
(diagnosticados al mismo tiempo), 0 metacrénicos (se detectan
con una diferencia de tiempo de 6 meses 0 mas)

Multicéntrico

Guia para la etapificacion de cancer de laringe segun clasificacion TNM. Fuente: Revista Médica
Clinica las Condes. 2003 [6,31]
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ETIOLOGIA

Existen diversos factores de riesgo comunes para el desarrollo de CECyC y el CL, y los
mas reconocidos son el consumo de tabaco y alcohol. Una persona que consume
grandes cantidades de tabaco puede presentar un riesgo entre 5 a 25 veces mayor de

sufrir CECyC comparado con una persona no fumadora.

El consumo de alcohol tiene un menor impacto en este sentido, con un aumento del
riesgo relativo de CECyC de 2,74 y de 1,54 para CL. Sin embargo, al combinar ambos
factores el efecto parece ser sinérgico, por lo que el consumo de ambas sustancias en
forma creciente tiene un efecto exponencial en el riesgo relativo de CECyC, lo cual se

ilustra en la figura 3 [s 31

Cerca de 70 sustancias en el humo de tabaco estdn directamente identificadas como
carcinégenos por la Agencia Internacional de Investigacion en Cancer (IARC, 2012).
Hidrocarburos arométicos policiclicos, n-nitrosaminas, aldehidos y aminas aromaticas son
algunos ejemplos de compuestos altamente reactivos que por lo general se activan al ser
metabolizadas por enzimas de metabolizacién de xenobibticos, y posteriormente pueden
formar aductos en el ADN, quiebres o transversiones nuleotidicas, formar enlaces

covalentes con proteinas e inducir lipoperoxidacion de membranas.

Aunque el alcohol sélo tiene una sustancia carcinogénica identificada, el acetaldehido
producido en la metabolizacién del alcohol por la enzima aldehido deshidrogenasa, los
efectos de esta sustancia son similares a los de la mayoria de los carcinégenos del

cigarro.

Se suma a esto el hecho de que el alcohol puede facilitar la permeabilidad de
carcinégenos en las membranas de la mucosa y que estos compiten por los sitios activos
de enzimas de degradacion saturando los mecanismos de eliminacibn de estas

sustancias.

El efecto de la repetida exposicion al humo de tabaco y bebidas alcohdlicas produce la
acumulacién de dafio que pueden llevar a la inactivacién de supresores de tumores o la

activacion de oncogenes [17,44.
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Figura 4: Aumento del riesgo relativo de cancer de laringe a consecuencia de la combinacion
del consumo de tabaco y alcohol. La intensidad del color representa la cantidad de cigarros al
dia, el eje horizontal representa el consumo de alcohol diario y el eje vertical representa el
riesgo relativo de cancer de laringe. Fuente: IARC, 2005 [g).

Mutaciones somaticas en el gen supresor de tumores P53 suelen ser frecuentes
en pacientes con habitos de consumo de tabaco y alcohol 211. EI MINSAL
reconoce el habito tabaquico como un importante factor de riesgo en el desarrollo
de CL y monitoriza el incremento del riesgo y nuevos casos dentro de la poblacién

fumadora (tabla N° 4) [3q].

Tabla 4: Riesgo relativo de desarrollo de CL segun la condicién de fumador en la
poblacién chilena

RR en Hombres RR en Mujeres
Fumador 14,6 13,02
Ex- fumador 6,34 5,16

Riesgo relativo de desarrollo de CL segun la condicién de fumador en la poblacién chilena. Fuente:
MINSAL, 2014 [3q).

Otros factores de riesgo para CECyC y también para CL son la infeccion por virus
papiloma humano serotipos 16 y 18, malnutricion y déficit de vitamina A, exposiciéon

ocupacional a tdéxicos como cromo, niquel, radio, gas mostaza, solventes de pinturas,
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productos intermedios del proceso de produccion de madera o cuero, asbestos, mala
higiene dental y reflujo gastroesofagico, con un impacto minimo por si solos y por lo
general mas relacionados a la combinacion con el consumo de tabaco y alcohol como

factores de riesgo adicionales 2,6,11,31.

Blancos farmacogenéticos también se estan estableciendo como biomarcadores de riesgo
de desarrollo de CECyC. Se ha determinado la asociacion entre la variante polimérfica del
gen GSTM1 null, que codifica para glutation S-transferasa, con un riesgo 1,23 veces
mayor de desarrollar CECyC. Variantes polimérficas en enzimas de la familia citocromo
P450 CYP1Al, CYP1A1*2C, CYP15 también se han estudiado pero la evidencia es mas
débil para apoyar el impacto de estos polimorfismos y so6lo adquieren relevancia al

asociarse a la presencia de la variante GSTM null [11,27,28,29.45]-

DIAGNOSTICO

El diagnéstico de cancer de laringe por lo general se asocia a la presencia de sintomas
que se tornan persistentes como cambios en la voz (voz ronca), tos, dolor de garganta,
dificultades al tragar, dolor de oido, dificultades respiratorias y pérdida de peso. Estos
sintomas son muy poco especificos y suelen confundirse con sintomas propios de
enfermedades infecciosas del tracto respiratorio superior. Sin embargo, la exploracion
preventiva en la poblacion general no ha demostrado ser costo efectiva; la complejidad e
incomodidad que produce el examen fisico de la laringe (laringoscopia), el cual debe ser
realizado por un especialista otorrinolaring6logo, hace que la posibilidad de realizar un
screening de rutina en personas asintomaticas para este tipo de cancer sea poco

aplicable en la practica clinica 2,31

El diagndstico histoldgico presenta ciertos desafios para evitar la confusién con otros tipos
de condiciones que pueden afectar el epitelio de la laringe. La hiperplasia
pseudoepiteliomatosa es una condicién benigna en la que se observa un aumento de la
proliferacién del tejido epitelial como consecuencia de trauma, infecciones, inflamacion o
presencia de tumores de células granulares, y que puede ser facilmente confundida con
un carcinoma de células escamosas bien diferenciado. Los carcinomas escamosos
pobremente diferenciados se deben diferenciar de otro tipo de tumores malignos como
adenocarcinoma, carcinoma neuroendocrino, melanoma y linfoma. Adicionalmente,
durante el tratamiento, es necesario diferenciar el carcinoma escamoso con cambios

celulares causados por la radioterapia para monitorear correctamente la respuesta al
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tratamiento. El uso correcto de inmunohistoquimica es la mejor herramienta para el

diagnostico diferencial ;31;.

TRATAMIENTO

Los principales objetivos del tratamiento de CL son otorgar al paciente una cura de la

enfermedad, y en segundo lugar preservar o reconstruir estructuras funcionales de la

laringe como las cuerdas vocales y la epiglotis. La eleccion del tratamiento debe

considerar mltiples factores como el clasificacion TNM al momento del diagnéstico, la

localizacién del tumor, las caracteristicas del paciente, los tratamientos disponibles y los

posibles efectos adversos del tratamiento.

Radioterapia: se indica como principal tratamiento no quirirgico para pacientes con
CL en etapas iniciales (T1 y T2), ya que permite preservar la funcion fonatoria hasta en
un 95%, y también se utiliza como tratamiento adyuvante en pacientes que han
pasado por reseccidn quirdrgica del cancer en estadio avanzado (T4), con presencia
de bordes quirlrgicos positivos o invasién extra-capsular ganglionar, con el propdsito
de mejorar la probabilidad de éxito de la cirugia. Este esquema de tratamiento
conlleva riesgos como la osteorradionecrosis, riesgo de generar un segundo tumor
primario radio-inducido y fracaso del tratamiento [zy.

Cirugia: el tratamiento quirdrgico del cancer de laringe parte desde lo menos invasivo
con técnicas como la cirugia endoscépica ambulatoria, microcirugia o cirugia laser con
COqg, llegando a cirugias mas radicales como la laringectomia horizontal supra-glética
en carcinomas supra-gléticos en fases T, T2 y T3, 0 la laringectomia total indicada en
pacientes con CL alin mas avanzado. El objetivo de la cirugia es resecar el cancer en
su totalidad mientras se conserva el maximo de la estructura de laringe, pero
dependiendo del avance de la enfermedad el paciente puede perder totalmente la
capacidad del habla y/o necesitar el uso de un traqueostoma a permanencia. La
reseccion de los ganglios linfaticos cervicales sélo se indica cuando hay un riesgo de
diseminacion ganglionar oculta superior al 15 — 20%, es decir en cancer en estadio I
0 SUpETior [31].

Quimioterapia: la quimioterapia no esta recomendada como monoterapia para el
tratamiento de CL, y s6lo se indica como adyuvante en tratamientos mixtos con
radioterapia, cirugia o terapia multimodal, o como tratamiento paliativo en el cancer

terminal metastasico. Los farmacos quimioterapicos mas utilizados son cisplatino,
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carboplatino, 5-fluorouracilo, paclitaxel y bleomicina, y pueden emplearse solos o en
combinacion ;.

e Anticuerpos monoclonales: las terapias dirigidas como anticuerpos monoclonales
contra el receptor de crecimiento epidérmico (Cetuximab) estan siendo recientemente
incorporadas al esquema terapéutico de CECyC y CL. El uso de Cetuximab en
combinacién con radioterapia demostré una mejora en la sobrevida de pacientes con
CECyC a los 5 afios, pero el beneficio neto y la seguridad de estos tratamientos aln
son motivo de discusion 2. Se ha observado en pequefios estudios farmacogenéticos
gue algunas variantes genéticas tienen influencia en la respuesta al tratamiento y el
perfil de efectos adversos en pacientes tratados con este anticuerpo, pero adn es

necesario probar si la asociacion se mantiene en estudios a mayor escala 1.

Los tumores gl6ticos y supra-gléticos que son diagnosticados cuando la masa tumoral es
pequefia pueden ser tratados de forma conservadora, ya sea con radioterapia o con
cirugia poco invasiva con un alto potencial curativo, y si estos pacientes sufren falla de
radioterapia pueden ser rescatados mediante cirugia con un alto grado de conservacion
de la laringe. En caso de recidiva del tumor o fracaso del tratamiento, la laringectomia

total esta indicada sin afectar la sobrevida del paciente.

El tratamiento requiere ademas del apoyo de fonoaudiologia necesaria para la
reeducaciéon fonatoria y en deglucion, y de servicios de rehabilitacién sicosocial, laboral,
vocacional y emocional cuando el paciente tiene una pérdida funcional mayor. La
clasificacion TNM es la variable que se correlaciona con mayor fuerza al prondstico de
sobrevida total y sobrevida libore de enfermedad, a diferencia de la diferenciacion

histologica (s 31).

BIOMARCADORES GENETICOS EN CANCER DE LARINGE

Los principales factores de riesgo para CL identificados en la actualidad son el consumo
de cigarrillo, consumo de alcohol, edad mayor a 65 afios y antecedentes de familiares
directos con CL. El estudio de los factores genéticos del paciente que influyen en el riesgo
de desarrollar cancer han generado creciente interés en la comunidad cientifica, con el
objetivo de determinar biomarcadores que entreguen una mejor comprensién de los
procesos involucrados en la génesis del cancer en el individuo y que permitan definir

futuros marcadores de susceptibilidad y blancos terapéuticos innovadores.
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Dentro de los posibles candidatos a biomarcadores genéticos encontramos los
polimorfismos de nucleétido tnico (SNP), los cuales pueden influir en el riesgo de cancer
mediante diversos mecanismos: producir el cambio de aminoécido en una proteina
funcional, alterar un promotor o supresor de la expresion de un gen, alterar la estabilidad

o el splicing del RNA mensajero son algunos ejemplos.

El epitelio de la laringe corresponde a un tejido altamente especializado con funcion de
barrera, que se ve constantemente agredido por factores nocivos como polucion, virus e
incluso acido estomacal. Mediadores de inflamacion, supresores de tumores y factores
mitogénicos involucrados en la proliferacion y renovacion de epitelios son vitales para la
mantencién de la integridad y homeostasis de este delicado tejido, pero también podrian,
bajo ciertas circunstancias, participar del proceso de carcinogénesis, por lo que son

blancos de interés para convertirse en potenciales biomarcadores de cancer [24.

e CICLOOXIGENASA 2

La familia de enzimas ciclooxigenasas (COXs) estan codificadas por el gen PTGS2 y
catalizan la conversién de acido araquidénico en prostaglandina H2 (PGH>) el cual es el
primer paso en la sintesis de diversos prostanoides como PGE;, PGl, y TXA,. Se han
descrito tres grandes grupos en ésta familia de enzimas, COX-1, COX-2 y COX-3. La
forma COX-1 es constitutiva en ciertos tejidos, como gastrointestinal, endotelial y renal. La
forma COX-3 corresponde a una variante de splicing alternativo de la enzima COX-1 que

se expresa exclusivamente en el SNC.

Por altimo, la forma COX-2 es inducible y por lo general sélo se encuentra en grandes
cantidades en células bajo condiciones de injuria o inflamacion. Estudios en pacientes con
cancer colorrectal y poliposis adenomatosa familiar han permitido observar que la
inhibicion de COX por AINES como aspirina y sulindaco puede desacelerar el proceso de
progresion tumoral en estos pacientes, lo que sugiere que mecanismos dependientes de
prostaglandinas también estarian participando en la génesis y progresion tumoral de este

tipo de céancer.
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Figura 5: Esquema bésico de la via de sefializacion inflamatoria mediada por COX-2/PG
sefialando los mecanismos en los que se ha observado que participa en la carcinogénesis y
supervivencia del tumor. Gasparini 2003 [16]

Se ha determinado que una mayor expresion de COX-2 disminuye la tasa de apoptosis en
roedores, aumentando los niveles de PGE; y Bcl-2 favoreciendo la proliferacion celular.
Sumado a esto, la activacion de receptores PPAR por prostaglandinas, el aumento de
citoquinas con actividad proliferativa como IL-10 e IL-12, y la disminucién de citoquinas
con actividad anti-proliferativa como IL-1 y TNF mediados por PGE; podrian contribuir a

los procesos de transformacion maligna y crecimiento de tejido neoplasico s,z
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Los polimorfismos rs20417 y rs689466 del gen PTGS-2 se encuentran en secuencias
promotoras de este gen, en sitios de unién con factores de transcripcion especificos, por
lo cual podrian modificar su expresion influyendo en el riesgo de cancer. En estudios de
casos y controles se ha observado un mayor riesgo de cancer de es6fago en la poblacién
india y de cancer géstrico en la poblacién brasilefia asociado al alelo C de la variante
rs20417 (-765G>C, en posicién -765 respecto al sitio de inicio de transcripcién), y una
relacién entre el alelo A de la variante rs689466 (-1195 A>G, en posicion -1195 respecto
al sitio de inicio de transcripcion) y el desarrollo de cancer esofagico y cancer gastrico de
tipo difuso, lo cual apoyaria la hipétesis del impacto que tendrian estas variantes en el

proceso de carcinogenesis [10,47,53].

e VIA DE SENALIZACION DE FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO

El factor de crecimiento epidérmico (EGF) es un potente factor mitogénico que cumple
una funcion crucial en el desarrollo y diferenciacion de diversos tipos celulares. EGF se
une al receptor de factor de crecimiento epidérmico (EGFR), un receptor tipo tirosina

guinasa localizado en la superficie de distintos tipos de células epiteliales.

Al unirse a su ligando, el receptor EGFR dimeriza, se autofosforila y gatilla una serie de
cascadas de sefalizacién celular mediadas por Erk/MEK, Pi3K, JAK/STAT vy otros,
relacionadas con la migracion, adhesion, diferenciacién y proliferacion de tejido epitelial.
La activacién desmesurada de este receptor esta a su vez relacionada con el desarrollo
de cancer CECyC, cancer de pulmén y carcinoma hepatocelular, entre otros, y es un
factor que puede predecir un pronostico de sobrevida desfavorable para el paciente e

incluso hoy se emplea como blanco terapéutico de farmacos como Cetuximab.

Se ha descrito la variante rs4444903 del gen EGF en posicion +61 respecto al sitio de
inicio de transcripcion, con sustitucién de A>G. Corresponde a un SNP en la regién 5
UTR, cuyo efecto es producir una expresion significativamente mayor de EGF en
individuos que portan el alelo G de esta variante, la cual se asocia a peor prondstico y
sobrevida en pacientes con cancer de cabeza y cuello (CECyC), y mayor riesgo de
melanoma maligno. El mecanismo por el que esta variante aumenta la expresion de EGF

aun no ha sido determinado [1s49;.
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Figura 6: Esquema bésico de las cascadas de sefializacion mitogénicas mediadas por EGF/EGFR
indicando algunos de los mecanismos por los que participan en proliferaciéon y carcinogénesis.

Nature, 2006.

Para el receptor EGFR se ha descrito la variante rs2227983 (R521K G>A), en la cual se
sustituye Arginina (nucleétido G) por Lisina (nucle6tido A) en el sitio de unién a ligando,

disminuyendo la afinidad por este y la actividad tirosina quinasa del receptor. Se ha

observado en estudios de casos y controles un menor riesgo de cancer colorrectal y de

cancer de faringo-laringe en individuos portadores de la variante que codifica para Lisina,

y un mejor pronostico de evolucion clinica en los pacientes con cancer que portan este

alelo 49 50.
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e SUPRESOR DE TUMORES P53

P53 es una proteina constitutiva de todas las células, que consta de 393 aminoacidos y
esta codificada por el gen TP53. Posee 3 dominios funcionales principales: un dominio de
unién a ADN, un dominio de activacion de factores de transcripciébn en posicibn amino

terminal y un dominio de tetramerizacion en el carboxilo terminal.

P53 se une al ADN y en caso de que éste presente dafo, regula negativamente el
proceso de division celular, activando inhibidores de quinasas dependientes de ciclinas,
deteniendo el ciclo de division celular en fase G1 o G2 y permitiendo que actlen los
complejos celulares de reparacion de ADN. En caso de que el dafio en el material
genético de la célula no pueda repararse, P53 es capaz de inducir la apoptosis de la

célula mediante la estimulacion de BAX y FAS y/o la represién de la expresién de Bcl-2.

Por lo tanto, la funcién de P53 es prevenir la division y supervivencia de células con ADN
mutado, y es critica en la prevencion intrinseca del desarrollo de tumores. Alteraciones
que significan un funcionamiento defectuoso de P53 suelen verse con frecuencia en
cancer de mama, vejiga, ovario, y en el sindrome de Li-Fraumeni, una enfermedad
genética de tipo autosémico dominante en la que se ve afectada la funcién de P53,
generalmente por mutaciones en el dominio de unién al ADN que no permiten que éste
pueda identificar adecuadamente las zonas con ADN dafiado, causando en estos

pacientes una mayor predisposicion a sufrir multiples tipos de cancer (37,52.

La variante rs1042522 es un SNP que produce la sustitucién de un nucleétido de guanina
(G) por citosina (C), lo que cambia el coddn codificante en la posicion 72 de la proteina de
Arginina a Prolina en el dominio rico en prolina (aminoacidos 61 a 94).

Este SNP no altera la funcionalidad de los dominios mas importantes de P53 y hasta el
momento no se ha asociado a desarrollo de sindrome de Li-Fraumeni, pero si hay
estudios que sugieren la asociacion entre el alelo P53 codén 72 Pro y desarrollo de
cancer de prostata 217 y mal prondéstico en la evolucion clinica de neuroblastoma 12 pero

no en el caso de cancer de ovario .
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Figura 7: Estructura lineal y tridimensional de P53 detallando los dominios de la proteina. TAD:
dominio de transactivacion, PRR: dominio rico en prolina, DNA-Binding domain: dominio de unién a
ADN, OD: dominio de tetramerizacién, CTD: dominio de regulacion carboxilo terminal. Fuente: Cold
Spring Harbor Laboratory Press, 2010 [22;.

Las variantes descritas para P53, COX 2, EGF y EFGR se han estudiado para diversos
tipos de tumores malignos de forma independiente, sin embargo, genera interés el
determinar si existe una interaccion entre ellas que tenga influencia en el riesgo de

desarrollo de cancer de laringe.

Con anterioridad se ha estudiado el efecto de altas dosis de ibuprofeno sobre el perfil de
expresion geénica de células de adenocarcinoma gastrico, observandose una reduccion en
la expresion de genes relacionados con la proliferacion celular, las cuales podrian estar

mediadas o no por el efecto de inhibicion de vias mediadas por COX-2 ().
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Por otra parte, se ha descrito una asociacion entre la expresién de EGFR vy la agresividad
del cancer de mama triple negativo, y una correlacion entre mutaciones en P53 y una
mayor expresion de EGFR, ademés de observarse mayor tasa de fracaso terapéutico con

inhibidores de EGFR en pacientes con estas mutaciones [s4.

e =
TRANSACTIVACION DE i
RECEFTOR ALUMENTO
EGFR EXPRESION SUPERVIVENCIA
[Lane] PROLIFERACIGN
ANGIDGENESIS
— MIGRACIGN

.a'::.'l @:J—

Figura 8: Esquema de las interacciones observadas entre COX-2 EGF, EGFR y P53, y la
contribucion que podrian tener en el proceso de transformacién maligna en cancer de laringe. Este
modelo representa una célula de tejido epitelial marcado por el rectangulo en gris. Las flechas de
color rojo sefalan las vias de sefializacién que contribuyen directamente a cancer y las flechas de
color naranjo sefialan las interacciones entre las distintas vias de sefializacién, por las cuales
hipotéticamente  podrian amplificarse y potenciar el proceso de carcinogénesis
[1,5,10,12,16,18,22,27,38,49,50,53] -

Se ha descrito que EGFR y P53 tienen efecto en la expresion de COX-2 y que ésta a su
vez puede inducir la transactivacion del receptor EGFR. Esto nos plantea la interrogante
del verdadero impacto de la combinacién de estos polimorfismos, que podrian darnos
indicios respecto a la complejidad de mecanismos de comunicacion y de sefializaciéon
inter e intracelular, y el efecto que estas pueden tener en el proceso de la carcinogénesis

y su evolucion.

En la actualidad diversos proyectos de secuenciacion de genomas completos a gran

escala (1000Genomes, ExAc) han detectado las frecuencias de variantes de interés, las
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que varian dependiendo de la ancestria de cada poblacién. En la tabla N° 5 se detallan las

frecuencias de cada SNP, detectadas en distintas etnias a nivel mundial.

Tabla 5: Frecuencia de genotipos rs20417 y rs689466 de COX-2, rs4444903 de EGF, rs2227983

de EGFR y rs1042522 de P53 observados en distintos grupos étnicos

es8 <
o 285 §w
5 28¢ 23
= E = s o 2 o x %) @ )
G g 5 E 2O L S < D <
> O c w o < < L L n
rs20417 G>C Aumento en la C:0,650 C:0,788 C:0,957 C:0,849 C:0,811
COX-2 -765 expresion de G:0,351° G:0,212° G:0,043" G:0,151° G:0,189°
G>C COX-2
rs689466 A>G Aumento en la A:0,921 A:0,736 A:0,518 A:.0,813 A:0,868
COX-2 - expresion de G:0,079" G:0,264° G:0,482° G:0,187° G:0,132"
1195A>G COX-2
rs4444903 G>A Aumento en la G:0,762 G:0,581 G:0,693 A:0,609 G:0,541
EGF +61 expresion de EGF A:0,238" A:0,419° A:0,307" G:0,391" A:0,459"
A>G
rs2227983 G>A Cambio en sitio de G:0,936 G:0,670 A:0,524 G:0,724 G:0,648
EGFR Arg>Lys  unién a ligando: A:0,064" A:0,330° G:0,476° A:0,275°  A:0,351"
R521K G>A disminuye afinidad
rs1042522 C>G Cambio en la G: 0,616 C: 0,711 C: 0,589 C:0,665 G: 0,501
P53 R72P Arg>Pro proporcion C:0,384* G:0,288* G:0,411* G:0,335* C:0,499*
G>C apoptosis/arresto

en G2

Frecuencia de genotipos rs20417 (-765G>C) y rs689466 (-1195A>G) del gen COX-2, rs4444903
(+61 A>G) del gen EGF, rs2227983 (R521K G>A) del gen EGFR y rs1042522 (R72P G>C) del gen
P53 observados en distintos grupos étnicos. AFR: Poblacién afroamericana, AMR: Poblacion
amerindia, EAS: Poblacién de Asia Oriental, EUR: Poblacién europea, SAS: Poblacion de Asia del
Sur Fuente (*): Exome Aggegation Consortium Database, (7): 1000Genomes Database[s2-zg).
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De acuerdo a los antecedentes anteriormente descritos, el presente trabajo de tesis

plantea la siguiente hip6tesis de trabajo.

HIPOTESIS

Polimorfismos genéticos (rs20417 y rs689466 del gen PTGS2 (COX-2), rs4444903 del
gen del factor de crecimiento epidérmico, rs2227983 del gen del receptor de factor de
crecimiento epidérmico y rs1042522 del gen TP53) se asocian, individualmente, en
conjunto y/o en combinacion con factores de riesgo ambientales, al riesgo de desarrollar

carcinoma escamoso de laringe en la poblacién chilena.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar asociaciones entre los polimorfismos rs20417 y rs689466 del gen PTGS2,
rs4444903 del gen de EGF, rs2227983 del gen de EGFR y rs1042522 del gen TP53, en
conjunto con factores de riesgo ambientales, y el riesgo de presentar cancer de laringe en

la poblacién chilena.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar las frecuencias genotipicas de los polimorfismos COX-2 rs20417 y
rs689466, EGF rs4444903, EGFR rs2227983, P53 rs1042522 en un grupo de
pacientes adultos con cancer escamoso de laringe y un grupo de voluntarios sin
diagnéstico de cancer.

e Evaluar la influencia de estas variantes en el riesgo de cancer escamoso de
laringe en la poblaciéon chilena en conjunto con el habito tabaquico, consumo de
alcohol y otros factores de riesgo.

e Evaluar la asociacion entre los polimorfismos COX-2 rs20417 y rs689466, EGF
rs4444903, EGFR rs2227983, P53 rs1042522 y la mortalidad en el grupo de

pacientes adultos con cancer escamoso de laringe.
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MATERIALES Y METODOS

1. Disefio de Estudio

Tipo de estudio: Caso y Control 1:1, observacional.

2. Pacientes en estudio:
Casos: Se trabaj6 con 100 pacientes adultos atendidos en el Servicio de
Otorrinolaringologia del Complejo Asistencial Barros Luco, con diagnostico de cancer
escamoso de laringe con confirmacién histolégica diagnosticados en los ultimos 10

anos.

Controles: Se trabajé con un grupo de 139 controles conformado por 10 voluntarios
adultos sin sospecha clinica ni nasofibroscépica de cancer de laringe atendidos en el
Servicio de Otorrinolaringologia del Complejo Asistencial Barros Luco, 125 voluntarios
sin cancer y con diagnéstico de hiperplasia prostatica benigna reclutados por la
Corporacién Nacional del Cancer y 4 voluntarios sanos del banco de muestras del
Laboratorio de Carcinogénesis Quimica y Farmacogenética de la Universidad de
Chile.

Clasificacién de variables de exposicién ambiental: para este estudio se defini6 como

sujeto fumador a aquel que presenta un indice tabaquico (Birkmang) superior a 200,
calculado como el niumero promedio de cigarros consumidos al dia multiplicado por los
afios totales de consumo. Se consideré como consumidores de alcohol a aquellos
sujetos que consumian mas de 280 gramos de alcohol semanal para hombres, 0 mas
de 168 gramos semanal para mujeres. Se registro ademas la informacion sobre el

sexo Y la edad de los individuos participantes de este estudio.
3. Tamafio Muestral

Se determiné en base al disefio de estudio planteado utlizando el programa
estadistico Open Epi. Como no existe literatura disponible respecto a la frecuencia de
variante rs1042522 del codon 72 de P53 en pacientes con cancer de laringe se utilizé
prevalencia reportada para de cancer escamoso de piel por Keith et al. (2012), la cual
establece una frecuencia de la variante rs1042522 en controles de 41% y de 61% en
el pacientes (O.R.: 2,81).
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Basandonos en estas prevalencias de P53, se obtuvo un requerimiento minimo de 82
pacientes por rama en una proporcion de 1:1, por lo que la muestra total necesaria

corresponde a 164 participantes (82 controles, 82 casos).
Consentimiento informado

Se solicit6 a todos los pacientes en estudio firmar una carta explicita de
consentimiento informado para ser incorporados en el presente estudio, el cual se
realizé de acuerdo a lo éticamente aceptado internacionalmente segun el Protocolo de
Helsinki (Anexo 2).

Criterios de inclusion

e Casos: Pacientes adultos con cancer escamoso de laringe diagnosticados en los
dltimos 10 afios.

e Controles: Voluntarios adultos sin sospecha clinica de cancer de laringe o de otro

tipo.

Criterios de exclusion

Pacientes con diagnostico de cancer de laringe no escamoso.

e Pacientes con sospecha de cancer de laringe no confirmado histolégicamente.

e Paciente con otros sindromes genéticos conocidos.

e Paciente control con antecedente de enfermedad maligna.

e Consumo de antiinflamatorios no esteroidales o aspirina dentro de la semana

previa al examen.

Aspectos éticos

El protocolo de este estudio se encuentra aprobado por el Comité de Evaluacion Etico
Cientifico de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile y cuenta con la
autorizacion del Hospital Barros Luco Trudeau, bajo la supervisién de la Dra. Maritza
Rahal Espejo, Jefa de Servicio de Otorrinolaringologia, con objeto de cumplir

apropiadamente con la Declaracién de Helsinki.

Este estudio se realiza en el marco de ampliar la evaluacion de polimorfismos

genéticos iniciada el 2007 y continuada el 2010 con los trabajos aceptados
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previamente en los concursos de la Sociedad Chilena de Otorrinolaringologia (Anexo
1).

En todos los procedimientos se respetaron rigurosamente las normativas nacionales
en internacionales, que incluyen la Ley 20.120 que versa sobre la investigacién
cientifica en el ser humano y su genoma, las buenas practicas clinicas (GCP) y la Ley

de derechos y deberes del paciente (Ley 20.584).
Andlisis de genotipo para variantes genéticas de COX-2, EGF, EGFR y P53

Se realiz6 la extraccion de muestras de ADN gendémico de cada sujeto participante a
partir de linfocitos obtenidos de sangre periférica mediante el uso de kit de extraccion

comercial (Omega Bio-tek).

A partir de estas muestras de ADN gendmico se analizaron los genotipos para cada
sujeto a través de PCR-RFLP, empleando las técnicas de Shin W. et al (2012) para la
genotipificacion de COX-2 rs20417 detallada en el Anexo 6 y para COX-2 rs689466
detallada en el Anexo 7, la técnica de Araujo A. et al. (2011) para la genotipificacion de
la variante EGF rs4444903 detallada en el Anexo 8, la técnica de Mustafa O.H. (2013)
para la genotipificacion de la variante EGFR rs2227983 detallada en el Anexo 9 y la
técnica de de la Calle M. et al. (1990) para la genotipificacion de la variante P53
rs1042522 detallada en el Anexo 10.

Para la amplificacion de fragmentos de PCR se utilizo la enzima MyTaq Taq ADN
polimerasa (Bioline), tampones de amplificacion incluidos en el kit comercial y

partidores especificos para cada secuencia a amplificar.

La amplificacién se realizo en un Termociclador G-Storm Modelo GS00482. El
esquema de electroforesis de fragmentos de restriccion segun genotipo para COX-2
rs20417 se detalla en la figura 10 (Anexo 6), para COX-2 rs689466 se detalla en la
figura 11 (Anexo 7), para EGF rs4444903 se detalla en la figura 12 (Anexo 8), para
EGFR rs2227983 se detalla en la figura 13 (Anexo 9) y para P53 rs1042522 se detalla
en la figura 14 (Anexo 10).
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9. Analisis de datos

Se utilizé el software estadistico Stata version 13.0, realizdndose un analisis
exploratorio de datos, describiendo las variables demograficas de la poblacién

estudiada, medidas de tendencia central y proporciones.

Se estimaron posibles asociaciones mediante modelos de regresion logistica para el
analisis bivariado y multivariado, estimando los Odds Ratio (OR) y los intervalos de
confianza del 95% (IC), ajustando por edad, sexo, consumo de tabaco y alcohol, y se
selecciond el modelo que mejor representara la interaccion entre las variables y el
riesgo de cancer de laringe considerando el valor de Pseudo R? mas cercano a 1 y un
valor de P del modelo menor a 0,05 como medidas de bondad de ajuste para cada
modelo de regresion logistica, indicando que el modelo es capaz de explicar una
mayor proporcién del riesgo de CL y se ajusta mejor a los datos observados. Para los
polimorfismos genéticos se evaluaron y compararon distintos modelos de herencia
genética (dominante, recesivo y de co-dominancia), para determinar qué modelo
representa mejor la interaccién entre el gen y el riesgo de cancer de laringe segin su

medida de bondad de ajuste.

Se realiz6 la comparacion de subgrupos de nuestras variables utilizando los test t-test
para las variables continuas dependiendo si distribuyen o no normal respectivamente,
y se utilizd el test Chi-cuadrado para la comparacion de grupos que consideren
variables categoéricas. Para el analisis de desequilibrio de ligamiento se utilizo el
software estadistico PLINK versién 1.07. En todos los analisis se consider6 una
probabilidad de error tipo 1 o igual 0 menor a 0,05 como el criterio de significacion
estadistica.
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RESULTADOS

1. Caracteristicas de la poblacion de estudio

En la tabla N° 6 se presentan las caracteristicas demogréficas de los grupos de estudio

analizados.

Tabla 6: Caracteristicas generales de la poblacion de estudio

Pacientes (casos) Voluntarios (Controles) P value
N° de sujetos 100 139
: 64,25 65,2
0 1 1
Edad promedio (I.C 95%) (61,8 — 66,7) (63,6 — 66,9) 0,461
N.D. 16 27
Sexo
Masculino 89 (89,9%) 135 (97,1%) 0021
Femenino 10 (10,1%) 4 (2,9%) ’
N.D 1 0
Fumador 66 (78,6%) 34 (30,6%) <0,001
N.D. 16 28
Bebedor 37 (38,9%) 24 (21,2%) 0,006
N.D. 5 26
Pacientes H. Barros Luco 100 (100%) 10 (7,2%)
Voluntarios H.P.B CONAC - 125 (89,9%)
Voluntarios sanos de i 4.(2,8%)

BIOBANCO C.Q.F.

Caracteristicas generales de la poblacion de estudio. (N.D.: cantidad de muestras sin informacidn),
Pacientes H. Barros Luco: pacientes atendidos en el Hospital Barros Luco con o sin cancer;
Voluntarios H.P.B CONAC: voluntarios sin cancer diagnosticados con hiperplasia prostatica
benigna atendidos en la Corporacién Nacional del Céancer CONAC; Voluntarios sanos de
BIOBANCO C.Q.F.: voluntarios sanos del Biobanco de muestras del Laboratorio de Carcinogénesis
Quimica y Farmacogenética de la Universidad de Chile.

1.1. Etapificacion del cancer y tratamiento en pacientes con cancer de laringe

Los datos del estado patolégico del cancer en la poblacién de pacientes incluidos en este
estudio y la terapia dirigida contra el cancer seleccionada para el paciente al momento del

enrolamiento en el estudio (n=100) se presentan en la tabla N° 39 (Anexo 11).
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2. Genotipificacion de polimorfismos analizados

En la tabla N° 40 (Anexo 12) se presentan la cantidad y porcentaje de de muestras
genotipificadas para cada variante en cada grupo de estudio. Finalmente se obtuvo un
total 100 pacientes con cancer de laringe y 111 voluntarios totalmente genotipificados, ya
que en el grupo de controles parte de las muestras no pudo ser genotipificada por

agotamiento de las muestras de ADN, degradacién del ADN o por pérdida de la muestra.

3. Frecuencia genotipicas y alélicas para las variantes analizadas

En la tabla N° 7 se presentan las frecuencias de genotipo y frecuencias alélicas para cada

polimorfismo analizado en la poblacion de pacientes CL y la poblacién de controles.

Tabla 7: Frecuencia genotipica y alélica para variantes COX-2 rs20417 y rs689466, EGF rs4444903, EGFR
rs2227983 y P53 rs1042522

Frecuencia genotipica Frecuencia alélica

COX-2 rs20417 (-765 G>C)

GIG GIC CIC G ©
Pacientes CL (n=100) 57 (57,0%) 39 (39,0%) 4 (4,0%) 153 (76,50%) 47 (23,50%)
Voluntarios sanos (n=126) 87 (69,05%) 37 (29,37%) 2 (1,59%) 211 (83,73%) 41 (16,27%)
COX-2 rs689466 (-1195A>G)

A/A AlG GIG A G
Pacientes CL (n=100) 62 (62,0%) 24 (24,0%) 14 (14,0%) 148 (74,0%) 52 (26,0%)
Voluntarios sanos (n=126) 50 (39,68%) 63 (50,00%) 13 (10,32%) 163 (64,68%) 89 (35,32%)
EGF rs4444903 (+61 A>G)

G/G G/A AIA G A
Pacientes CL (n=100) 22 (22,0%) 53 (53,0%) 25 (25,0%) 97 (48,50%) 103 (51,50%)
Voluntarios sanos (n=128) 43 (33,59%) 65 (50,78%) 20 (15,63%) 151 (58,98%) 105 (41,02%)
EGFR rs2227983 (R521K G>A)

GIG G/A A/A G A
Pacientes CL (n=100) 53 (53,0%) 41 (41,0%) 6 (6,0%) 147 (73,50%) 53 (26,50%)
Voluntarios sanos (n=134) 79 (58,96%) 45 (33,58%) 10 (7,46%) 203 (75,75%) 65 (24,25%)
P53 rs1042522 (R72P G>C)

Frecuencia genotipica Frecuencia alélica

GIG GIC c/iC G C
Pacientes CL (n=100) 52 (52,0%) 46 (46,0%) 2 (2,0%) 150 (75,0%) 50 (25,0%)
Voluntarios sanos (n=121) 76 (62,81%) 39 (32,23%) 6 (4,96%) 191 (78,93%) 51 (21,07%)

Frecuencia genotipica y alélica para variantes rs20417 (-765G>C) y rs689466 (-1195A>G) del gen
COX-2, rs4444903 (+61 A>G) del gen EGF, rs2227983 (R521K G>A) del gen EGFR y rs1042522
(R72P G>C) del gen P53 observados en las distintas poblaciones estudiadas.
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4, Comparacion de frecuencias alélicas con otros grupos étnicos

En la tabla N° 8 se presentan las frecuencias alélicas para cada polimorfismo analizado en
paralelo con las frecuencias alélicas observadas en distintas etnias para cada variante,
determinadas en proyectos de secuenciacion de genomas humanos a gran escala (1000
Genomes, Exome Aggegation Consortium Database). Algunas de las frecuencias alélicas
no necesariamente son similares a las frecuencias reportadas para la poblacion amerindia

(AMR) o caucasica (EUR).

Tabla 8: Frecuencia de genotipos COX-2 rs20417 y rs689466, EGF rs4444903, EGFR rs2227983 y
P53 rs1042522 observada en el grupo de control y comparada con frecuencias observadas en
otras poblaciones

3]
2 ) ﬁ 2
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oy
rs20417 G:0,7650 G:0,8373 C:0,650 C:0,788 C:0,957 C:0,849 C:0,811
COX-2 -765 G>C C:0,2350 C:0,1627 G:0,351" G:0,212° G:0,043° G:0,151" G:0,189"
rs689466 A:0,7400 A:0,6468 A:0,921 A:0,736 A:0,518 A:0,813 A:0,868
COX-2 -1195A>G G:0,2600 G:0,3532 G:0,079° G:0,264° G:0,482° G:0,187" G:0,132"
rs4444903 G:0,4850 G:0,5898 G:0,762 G:0,581 G:0,693 A:0,609 G:0,541
EGF +61 A>G A:0,5150 A:0,4102 A0,238° A:0,419° A:0,307" G:0,391" A:0,459"
rs2227983 EGFR G:0,7350 G:0,7575 G:0,936 G:0,670 A:0,524 G:0,724 G:0,648
R521K G>A A:0,2650 A:0,2425 A:0,064° A:0,330° G:0,476° A:0,275" A:0,351"
rs1042522 G:0,7500 G:0.7893 G:0,616 C:0,711 C: 0,589 C:0,665 G: 0,501
P53 R72P G>C C:0,2500 C:0.2107 C:0,384* G:0,288* G:0,411* G:0,335* C: 0,499*

Frecuencia de genotipos rs20417 (-765G>C) y rs689466 (-1195A>G) del gen COX-2, rs4444903
(+61 A>G) del gen EGF, rs2227983 (R521K G>A) del gen EGFR y rs1042522 (R72P G>C) del gen
P53 observada en el grupo de control y comparada con frecuencias observadas en otras
poblaciones. AFR: Poblacion afroamericana, AMR: Poblacion amerindia, EAS: Poblacion de Asia
Oriental, EUR: Poblacion europea, SAS: Poblacion de Asia del Sur. Fuente: (*) Exome Aggegation
Consortium Database, ()1000Genomes Database. [32-3¢]

5. Equilibrio de Hardy-Weinberg

En la tabla N°42 (Anexo 13) se presentan los resultados de equilibrio de Hardy-Weinberg
para el grupo de voluntarios de este estudio. Todos los polimorfismos analizados se

encuentran en equilibrio de H.W. en la muestra de voluntarios con una probabilidad de

error o menor a 0,05.

41



6. Andlisis bivariado de asociacion entre factores ambientales y riesgo de cancer

de laringe

En la tabla N° 9 se detalla el andlisis del Odds Ratio calculado para los factores de riesgo
ambientales conocidos para cancer de laringe en la muestra estudiada, destacando los
resultados que fueron estadisticamente significativos para el riesgo de cancer de laringe
(valor p <0,05).

Tabla 9: Anadlisis bivariado de riesgo de cancer de laringe segun factores ambientales

Factor de N N controles OR Intervalo de P value Pseudo P value.
riesgo casos confianza (95%) ’ R? modelo
+ 66 34 8,304 4,296 — 16,052 <0,001 0,1731 <0,0001
Consumo
Gz E el - 18 77 1 Referencia
+ 37 24 2,365 1,284 — 4,358 0,006 0,0273 0,0052
Consumo
el el - 58 89 1 Referencia
Sexo + 89 135 0,264 0,080 - 0,866 0,028 0,0168 0,0200
(eI - 10 4 1 Referencia
46 54 1,300 0,737 — 2,293 0,365 0,0031 0,3639
Edad mayor
CHEICl - 38 58 1 Referencia

Analisis bivariado de riesgo de cancer de laringe segun los factores ambientales conocidos por
literatura: Consumo de cigarro, consumo de alcohol, sexo masculino y edad mayor a 65 afos.

Segun estos resultados se observa que el factor de riesgo que mas se asocia a desarrollo
de CL es el consumo de cigarro, seguido por una asociacion de menor impacto con el
consumo de alcohol. Inesperadamente, se observa el factor sexo masculino se comporta
como un factor protector de riesgo de CL en las poblaciones estudiadas, lo cual es

atribuible a la baja proporcién de mujeres en el grupo de controles.
7. Analisis bivariado de asociacion entre SNPs y riesgo de cancer de laringe

En la tabla N° 10 se presenta el resultado del Odds Ratio calculado para cada variante de
forma individual considerando los 3 modelos de herencia genética posibles. Se
destacaron los resultados que fueron estadisticamente significativos para el riesgo de
cancer de laringe (valor p <0,05). Se considero para todos los casos al alelo de menor
riesgo de cancer como el alelo de referencia para los analisis estadisticos, independiente

del hecho de ser el alelo de mayor o menor frecuencia.
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Tabla 10: Analisis bivariado de riesgo segun distintos modelos de penetrancia para COX-2 rs20417 y rs689466, EGF
rs4444903, EGFR rs2227983 y P53 rs1042522 observados en las distintas poblaciones estudiadas

Modelo Genotipo cal;los N controles OR cogg:rr:lzzkzg; %) VaITue Ps;tzido quelfg
COX-2rs20417 (-765 G>C)
CO-DOM. GIG 57 87 1 Referencia 0,0130 0,1333
G/IC 39 37 1,609 0,919-2817 0,096
cIC 4 2 3,053 0541 -17,22 0,206
DOM. GIG 57 87 1 Referencia 0,0113 0,0616
G/IC+C/C 43 39 1,683 0,974 —-2,904 0,062
RECES. GIG +GIC 96 124 1 Referencia 0,0040 0,2626
(o[} 4 2 2,583 0,463 — 14,40 0,279
COX-2 rs689466 (-1195A>G)
CO-DOM. GIG 14 13 1 Referencia 0,0530 0,0003
AIG 24 63 0,354 0,145-0,861 0,022
AA 62 50 1,151 0,496 —-2,672 0,743
DOM. GIG 14 13 1 Referencia 0,0023 0,3982
AG +AA 86 113 0,707 0,316 —-1,581 0,398
RECES. GIG +AIG 38 76 1 Referencia 0,0361 0,0008
A/A 62 50 2,480 1,447 — 4,250 0,001
EGF rs4444903 (+61 A>G)
CO-DOM. GIG 22 43 1 Referencia 0,0168 0,0728
GIA 53 65 1,593 0,850 —2,989 0,146
AA 25 20 2,443 1,119-5,334 0,025
DOM. GIG 22 43 1 Referencia 0,0120 0,0525
GIA + A/A 78 86 1,794 0,985 — 3,264 0,056
RECES. GIG +G/A 75 108 1 Referencia 0,0099 0,0786
AA 25 20 18 0,933 -3,474 0,080
EGFRrs2227983 (R521K G>A)
CO-DOM. AA 6 10 1 Referencia 0,0044 0,4981
G/A 41 45 1518 0,507 —4,548 0,455
GIG 53 79 1,118 0,383-3,261 0,838
DOM. AA 6 10 1 Referencia 0,0006 0,6592
GIA +GIG 94 124 1,263 0,443 — 3,599 0,662
RECES. AA +G/A 47 55 1 Referencia 0,0026 0,3637
GIG 53 79 0,785 0,466 —1,323 0,364
P53 rs1042522 (R72P G>C)
CO-DOM. GIG 52 76 1 Referencia 0,0171 0,0743
G/IC 46 39 1,724 0,991 —2,999 0,054
CIC 2 6 0,487 0,095 —2,508 0,390
DOM. GIG 52 76 1 Referencia 0,0086 0,1052
G/C+CIC 43 45 1,559 0,910-2,671 0,106
RECES. GIG+G/IC 98 115 1 Referencia 0,0048 0,2281
CIC 2 6 0,391 0,077 —1,982 0,257

Tabla 10: Andlisis bivariado de riesgo segln distintos modelos de penetrancia para rs20417 (-765G>C) y
rs689466 (-1195A>G) del gen COX-2, rs4444903 (+61 A>G) del gen EGF, rs2227983 (R521K G>A) del gen
EGFR y rs1042522 (R72P G>C) del gen P53 observados en las distintas poblaciones estudiadas. OR: Odds
Ratio, CO-DOM: modelo de co-dominancia, DOM: modelo dominante, RECES: modelo recesivo.
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Mediante este andlisis se determind que existe relacion de riesgo de cancer de laringe
estadisticamente significativa asociada al genotipo homocigoto de riesgo A/A (modelo
recesivo) para COX-2 rs689466 (O.R.: 2,48, 1.C.95%: 1,447 — 4,250, p value: 0,001), al
genotipo A/A de EGF rs4444903 (O.R.: 2,44, 1.C.95%: 1,119 — 5,334, p value: 0,025), y
una asociacion de proteccién para el genotipo A/G de COX-2 rs689466 (O.R.: 0,354,
1.C.95%: 0,145 — 0,861, p value: 0,022).

Para otras variantes algunos resultados estuvieron bastante cerca del criterio de
significacion estadistica (COX-2 rs20417 modelo dominante O.R.: 1,683, 1.C.95%: 0,974 —
2,904, p value: 0,062; P53 rs1042522 genotipo heterocigoto, modelo de co-dominancia
0.R.:1,724, 1.C.95%: 0,991 — 2,999, p value: 0,054; EGF rs4444903 modelo dominante
O.R.: 1,794, 1.C.95%: 0,985 — 3,264, p value: 0,056). Es probable que la capacidad de
deteccién para las asociaciones entre estos SNP y el riesgo de CL mejore con un tamafio

de muestra mayor.

8. Analisis multivariado de riesgo

Se realiz6 el analisis multivariado para evaluar la asociacién entre las variables
combinadas y el riesgo de cancer de laringe, el cual se presenta en la tabla N° 11. Se
consideraron las variables fisioldgicas asociadas a cancer de laringe segun literatura
(sexo, consumo de cigarro, consumo de alcohol) y las variantes genéticas de interés
segun el modelo de herencia se ajusta mejor a los datos observados y es capaz de

explicar una mayor proporcién del riesgo de CL.

Al realizar el analisis de riesgo multivariado se observan cambios en el comportamiento
de riesgo de algunas variables comparado con lo que se observa en el analisis bivariado.
Por ejemplo en el modelo bivariado el genotipo homocigoto C/C de P53 rs1042522 se
comporta como un factor protector, y en cambio se comporta como un factor de riesgo
cuando se considera dentro del contexto del modelo multivariado (C/C vs. G/G O.R.:
0,487 bivariado, vs. O.R.: 2,777 multivariado).

También se observa un leve aumento del riesgo asociado a la variante EGF rs4444903
(modelo dominante O.R.: 1,794 bivariado vs. O.R.: 1,999 multivariado), mientras que en el
caso de la variante COX-2 rs689466 ambos Odds Ratio disminuyen al nivel de

comportarse como factores protectores (genotipo A/G vs. G/G O.R.: 0,354 en modelo
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bivariado vs. O.R.: 0,124 en modelo multivariado; genotipo A/A vs. G/G O.R.: 1,151 en

modelo bivariado vs. O.R.: 0,538 en modelo multivariado).

Dentro de los factores ambientales, el consumo de tabaco es el que muestra el mayor
cambio en el comportamiento de riesgo entre el modelo bivariado y multivariado (O.R.:

8,304 bivariado vs. O.R.: 10,31 multivariado, p value <0,001, aumento de riesgo de 24%).

Tabla 11: Analisis multivariado de riesgo segun variantes genéticas y factores ambientales

P value modelo <0,001

Pseudo R? (R? de McFadden) 0,2903
Numero de observaciones 170
Variable OR. 1.C. 95% P Value B
-2,8050
- 2 il ’
Sexo 0,060 0,006 -0,63 0,019 (5,1504 — 0,4596)
. 2,3332
Consumo de cigarro 10,31 4,361 —24,38 <0,001 (1,4726 - 3.1934)
0,6647
Consumo de alcohol 1,944 -4 121 '
u 9 0,838 4,508 0, (-0,1764— 1,5059)
COX-2rs20417 03007
i > i — ’
(-765G>C) presencia de 1,350 0,593-3,076 0,474 (0522211235
alelo C
COX-2 rs689466 (-1195A>G)
. -2,0801
Genotipo A/IG 0,124 0,031 -0,509 0,004 (:3,4846 — -0,6766)
. -0,6191
t A - ’
Genotipo A/ 0,538 0,145 -2,001 0,355 (-1,9320— 0,6938)
EGF rs4444903 06928
+61 A> i _ :
(A |i|o N G) presencia de 1,999 0,854 — 4,682 0,111 (0,1582— 1,5438)
EGFR rs2227983 (R521K G>A)
. 04571
Genotipo G/A - '
enotipo 1,579 0,376 — 6,626 0,532 (09768 — 1,8910)
Genotipo G/G 1,153 0,283 —4,702 0,843 0,1420

(-1,2640—-1,5479)
P53rs1042522 (R72P G>C)

_ 0,4941
Genotipo G/C 1,639 0,751-3,579 L2 (0,2868— 1,2752)
| 1,0215
Genotipo C/C 2,777 199 — 477 ’
ip : 0,199-38,63 0, (16112 3,6543)
constante Bo 3120 el zy 0473 s

(-1,8889—4,0717)

Analisis multivariado de riesgo entre las variables ambientales sexo, consumo de tabaco y
consumo de alcohol, y factores genéticos COX-2 rs20417 (DOM), COX-2 rs689466 (CO-DOM),
EGF rs4444903 (DOM), EGFR rs2227983 (CO-DOM), P53 rs1042522 (CO-DOM).

Con la informacién obtenida de los coeficientes de regresion logistica para cada variable
es posible construir un modelo predictivo, el cual permite explicar el 29,03% del riesgo de

cancer de laringe en los grupos de estudio, segun el Pseudo R2 obtenido en el resultado.
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El modelo predictivo obtenido de la regresion logistica que se obtiene es el siguiente:

Ln(RiesgoCL)= —2,8050*(Sex0) + 2,3332*(Cigarro) + 0,6647*(Alcohol) + 0,3007*(COX-2 rs20417
alelo C) —2,0801*(COX-2 rs689466 genotipo A/G) -0,6191*(COX-2 rs689466
genotipo A/A) + 0,6928*(EGF rs4444903 alelo A) + 0,4571*(EGFR rs2227983
genotipo G/A) + 0,1420*(EGFR rs2227983 genotipo G/G) + 0,4941*(P53
rs1042522 genotipo G/C) + 1,0215 *(P53 rs1042522 genotipo C/C) + 1,0914

Segun este modelo, podemos expresar la probabilidad de riesgo de CL a través de la
siguiente expresion:

{-2,8050*(Sex0) + 2,3332*(Cigarro) + 0,6647*(Alcohol) + 0,3007*(COX-2 rs20417 alelo C) —
2,0801*(COX-2 rs689466 genotipo A/G) — 0,6191*(COX-2 rs689466 genotipo A/A) +
0,6928*(EGF rs4444903 alelo A) + 0,4571*( EGFR rs2227983 genotipo G/A) + 0,1420*(EGFR
rs2227983 genotipo G/G) + 0,4941*( P53 rs1042522 genotipo G/C) + 1,0215 *(P53 rs1042522
genotipo C/C) + 1,0914}

P(CL)= e
{-2,8050*(Sex0) + 2,3332*(Cigarro) + 0,6647*(Alcohol) + 0,3007*(COX-2 rs20417 alelo C) —
2,0801*(COX-2 rs689466 genotipo A/G) — 0,6191*(COX-2 rs689466 genotipo A/A) +
0,6928*(EGF rs4444903 alelo A) + 0,4571*(EGFR rs2227983 genotipo G/A) + 0,1420*(EGFR
rs2227983 genotipo G/G) + 0,4941*( P53 rs1042522 genotipo G/C) + 1,0215 *(P53 rs1042522
genotipo C/C) + 1,0914}
1+en

9. Andlisis de interaccidn entre variantes genéticas y consumo de tabaco

A través de el andlisis estratificado de los datos de consumo de tabaco entre los grupos y
las distintas variantes geneéticas se puede visualizar la interaccion entre factores del
ambiente (exposicion a carcinégenos de tabaco y alcohol) y factores genéticos (las

variantes genéticas analizadas en este estudio).

Como referencia se debe considerar que el riesgo asociado al consumo de cigarro
corresponde a un O.R. de 8,304 (1.C.95%: 4,295 — 16,053; p value:<0,001) tal y como se
detall6 previamente en la tabla N° 9. La interaccion entre consumo de cigarro y COX-2
rs20417 se describe en la tabla N° 12, la interaccién con COX-2 rs689466 se describe en
la tabla N° 13, la interaccion con EGF rs4444903 se describe en la tabla N° 14, la
interaccion con EGFR rs2227983 se describe en la tabla N° 15 y la interaccién con P53
rs1042522 se describe en la tabla N° 16.

46



Tabla 12: Andlisis de interaccién entre el consumo de tabaco y COX-2 rs20417 (-765G>C)

P value modelo: <0,0001
Pseudo R? 0,1583

Numero de observaciones: 185
Presencia Factor de N

alelo C riesgo Casos N Controles O.R. Intervalo de confianza 95% P Value
+ Cigarro 26 10 11,18 4,102 — 30,47 <0,001
- Cigarro 49 24 7,167 3,050 - 16,83 <0,001
+ = 8 24 1,43 0,499 — 4,118 0,504
- - 10 43 1 Referencia

Total 84 101

Andlisis de la interaccion entre el consumo de tabaco y el modelo dominante para la variante
rs20417 (-765G>C) del gen COX-2, sobre el riesgo de cancer de laringe.

Tabla 13: Andlisis de interaccién entre el consumo de tabaco y COX-2 rs689466 (-1195A>G)

P value modelo: <0,0001
Pseudo R% 0,1974

Numero de observaciones: 185
Homocigoto Factor de N

AJA riesgo Casos N Controles O.R. Intervalo de confianza 95% P Value
+ Cigarro 43 12 20,47 7,334 -57,17 <0,001
- Cigarro 23 21 6,25 2,308 - 16,97 <0,001
+ = 11 28 2,24 0,775 - 6,502 0,136
- - 7 40 1 Referencia
Total 84 101

Analisis de la interaccion entre el consumo de tabaco y el modelo recesivo para la variante rs89466
(-1195A>G) del gen COX-2, sobre el riesgo de cancer de laringe.

Tabla 14: Andlisis de interaccién entre el consumo de tabaco y EGF rs4444903 (+61 A>G)

P value modelo: <0,0001
Pseudo R?% 0,1738

Numero de observaciones: 187
Presencia Factor de N

alelo A fiesgo Casos N Controles O.R. Intervalo de confianza 95% P Value
+ Cigarro 51 22 13,320 4,206 — 43,92 <0,001
- Cigarro 15 11 7,840 1,949 - 27,48 0,003
A - 14 46 1,75 0,517 — 5,92 0,368
- - 4 23 1 Referencia

Total 84 102

Andlisis de la interaccion entre el consumo de tabaco y el modelo dominante para la variante
rs4444903 (+61 A>G) de EGF, sobre el riesgo de cancer de laringe.
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Tabla 15: Andlisis de interaccién entre el consumo de tabaco y EGFR rs2227983 (R521K
G>A)

P value modelo: <0,0001
Pseudo R?% 0,1669
Numero de observaciones: 190

Hom((;);:(i;goto F?ic(;[:gr;ie Ca,:os Cont,\rloles O.R. Intervalo de confianza 95% P Value
+ Cigarro 32 20 6,200 2,380 — 16,15 <0,001
- Cigarro 34 14 9,411 3,477 - 25,47 <0,001
+ - 10 41 0,945 0,334 — 2,674 0,915
- - 8 31 1 Referencia
Total 84 106

Andlisis de la interaccién entre el consumo de tabaco y el modelo recesivo para la variante
rs2227983 (R521K G>A) de EGFR, sobre el riesgo de cancer de laringe.

Tabla 16: Analisis de interaccién entre el consumo de tabaco y P53 rs1042522 (R72P G>C)

P value modelo: <0,0001
Pseudo R? 0,1572
Numero de observaciones: 180

P;T;inga F?icet:;:e Ca’:os N Controles O.R. Intervalo de confianza 95% P Value
+ Cigarro 33 10 12,54 4,464 — 33,85 <0,001
- Cigarro 33 24 5,225 2,183-12,51 <0,001
+ - 8 23 1,321 0,456 — 3,830 0,607
- - 10 38 1 Referencia
Total 84 95

Analisis de la interaccion entre el consumo de tabaco y el modelo dominante para la variante
rs1042522 (R72P G>C) de P53, sobre el riesgo de cancer de laringe.

El resultado es que las variantes COX-2 rs20417 y rs689466, EGF rs4444903, y P53
rs1042522 aumentan de forma significativa el riesgo de cancer de laringe asociado al
consumo de tabaco (Consumo de cigarro O.R.: 8,304; Cigarro y Alelo C para COX-2
rs20417 O.R.: 11,18, aumento de riesgo 34,6%; Cigarro y Homocigoto A/A para COX-2
rs689466 O.R.: 20,47, aumento de riesgo 146,5%; Cigarro y Alelo A para EGF rs4444903
O.R.: 13,32, aumento de riesgo 60,4%; Cigarro y Alelo C para P53 rs1042522 O.R.:
12,54, aumento de riesgo de 51,0%), pero no para EGFR rs2227983 (Cigarro y EGFR
rs2227983 Homocigoto A/A O.R.: 6,2), lo que indica que las cuatro primeras variantes
tienen un efecto modificador de riesgo, es decir que son factores capaces de aumentar la

susceptibilidad del individuo en presencia del principal factor causal de cancer (consumo
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de cigarro), y que el efecto en el riesgo de la variante por si sola es bastante discreto al no

estar expuesto este factor de riesgo.

10. Analisis de interaccién entre variantes genéticas y el consumo combinado de

cigarro y alcohol

En el siguiente analisis se busca evaluar la sinergia entre la exposicion a cigarro y alcohol
y el efecto que tiene la presencia de cada una de las variantes genéticas estudiadas en el
riesgo de céncer de laringe.

Para esto se clasificO los datos en tres grupos: sujetos sin factores de riesgo,
consumidores de cigarro y consumidores de cigarro y alcohol, omitiendo a los individuos
que declararon consumo de alcohol pero no de cigarro. En la tabla N° 17 se observa que
se reproduce la tendencia esperada de un aumento en el riesgo combinando el consumo
de ambos carcin6genos, ya que segun este analisis al combinar el consumo de cigarro y
alcohol el Odds Ratio aumenta de 6,54 a 21,11 (p value <0,001).

Tabla 17: Interaccién Cigarro y Alcohol

P Value modelo: <0,0001
Pseudo RZ 0,2027

Numero de observaciones: 174

Factor de riesgo Ca’:os Cont’\rloles OR. Intervalo SSeo/Eonfianza P Value
Cigarro + Alcohol 27 6 21,11 7,256 — 61,45 <0,001
Cigarro 39 28 6,536 3,024-14,13 <0,001
- 13 61 1 Referencia
79 95

Andlisis de la interaccion entre la combinacion de consumo de tabaco y alcohol sobre el riesgo de
cancer de laringe.

La interaccion cigarro/alcohol sobre el riesgo de cancer de laringe en combinacién con
COX-2 rs20417 se describe en la tabla N° 18, la interaccién con COX-2 rs689466 se
describe en la tabla N° 19, la interaccidon con EGF rs4444903 se describe en la tabla N°
20, la interaccion con EGFR rs2227983 se describe en la tabla N° 21 y la interaccién con
P53 rs1042522 se describe en la tabla N° 22.
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Tabla 18: Andlisis de interaccion entre el consumo de tabaco, alcohol y COX-2 rs20417 (-765G>C)

P value modelo: <0,0001

Pseudo R% 0,1917

Numero de observaciones :167

Presencia
Alelo C

+

+

+

Total

Factores de riesgo

Cigarro + Alcohol
Cigarro + Alcohol
Cigarro
Cigarro

N

Casos

11
16
15
24
6

79

N

Controles

2

4

8
20
18
36
88

OR.

28,28

20,57

9,643

6,171

1,714
1

Intervalo de confianza
95%

5,627 — 169,23
5,268 - 80,34
2,964-31,37
2,160-16,19
0,502 - 5,856

Referencia

P Value
<0,001
<0,001
<0,001
0,001
0,390

Andlisis de la interaccion entre el consumo de tabaco y alcohol y el modelo dominante para la
variante rs20417 (-765G>C) del gen COX-2, sobre el riesgo de cancer de laringe.

Tabla 19: Andlisis de interaccion entre el consumo de tabaco, alcohol y COX-2 rs689466 (-1195A>G)

P value modelo: <0,

Pseudo RZ 0,2350

0001

Numero de observaciones :164

Hom:/cAigoto Factores de riesgo Ca’:os Cont’\rloles O.R. intervalo g;;sonfianza P Value
A Cigarro + Alcohol 19 1 1292 14,04 —1188,64 <0,001
- Cigarro + Alcohol 8 5 10,88 2,528 — 46,82 0,001
+ Cigarro 24 11 14,83 4,562 —48,24 <0,001
- Cigarro 15 16 6,375 1,971-20,61 0,005
& - 8 18 3,022 0,862 —10,60 0,084
- - 5 34 1 Referencia
Total 79 85
Andlisis de la interaccion entre el consumo de tabaco y alcohol y el modelo recesivo para la

variante rs689466 (-1195A>G) del gen COX-2, sobre el riesgo de cancer de laringe.
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Tabla 20: Andlisis de interaccion entre el consumo de tabaco, alcohol y EGF rs4444903 (+61 A>G)

P value modelo: <0,0001
Pseudo RZ 0,2024

Numero de observaciones: 168

P;(Iezlin;ia Factores de riesgo Ca’;los Conl\rloles OR. intervalo :;/(:onfianza P Value
+ Cigarro + Alcohol 20 4 31,67 6,246 — 160,54 <0,001
- Cigarro + Alcohol 7 2 22,17 3,036-161,84 0,002
+ Cigarro Sill 18 10,91 2,830—-42,036 0,001
- Cigarro 8 9 5,529 1,200-26,41 0,028
+ - 10 37 1,712 0,421 -6,968 0,453
- - 3 19 1 Referencia

Total 79 89

Analisis de la interaccién entre el consumo de tabaco y alcohol y el modelo recesivo para la
variante rs4444903 (+61 A>G) de EGF sobre el riesgo de cancer de laringe.

Tabla 21: Andlisis de interaccion entre el consumo de tabaco, alcohol y EGFR rs2227983 (R521K G>A)

P Value modelo: <0,0001
Pseudo RZ 0,2108

Numero de observaciones: 171
Homocigoto Factores de N N Intervalo de confianza

GIG riesgo Casos Controles OR 95% PValue
+ Cigarro + Alcohol 12 1 57,60 6,034 —549,83 <0,001
- Cigarro + Alcohol 15 5 14,40 3,056 -58,24 <0,001
+ Cigarro 20 19 5,053 1,60-1596 0,006
- Cigarro 19 9 10,133 2,909 -25,30 <0,001
W - 8 34 1,129 0,328-3878 0,847
- - 5 24 1 Referencia

Total 79 92

Analisis de la interaccién entre el consumo de tabaco y alcohol y el modelo recesivo para la
variante rs2227983 (R521K G>A) de EGFR sobre el riesgo de cancer de laringe
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Tabla 22: Andlisis de interaccion entre el consumo de tabaco, alcohol y P53 rs1042522 (R72P G>C)

P value modelo: <0,0001
Pseudo RZ 0,1988
Numero de observaciones: 161

P'rbt\elzltznga Factores de riesgo Cazlos Coni\rloles O.R. intervalo s;/(;onflanza P Value
+ Cigarro + Alcohol 12 2 33,00 5,843 - 186,38 <0,001
- Cigarro + Alcohol 15 4 20,63 5,062 — 84,03 <0,001
+ Cigarro 21 8 14,43 4,385-47,53 <0,001
- Cigarro 18 20 4,950 1,684—-14,55 0,004
+ - 7 15 2,567 0,736 —8,955 0,139
- - 6 33 1 Referencia

Total 79 82

Analisis de la interaccion entre el consumo de tabaco y alcohol y el modelo dominante para la
rs1042522 (R72P G>C) de P53, sobre el riesgo de cancer de laringe.

La presencia de la variante genética COX-2 rs20417 aumenta el riesgo de la asociacion
cigarro + alcohol en un 33,9% (Cigarro + Alcohol + Alelo C para COX-2 -765 O.R.: 28,28,
p value <0,001), COX-2 rs689466 aumenta el riesgo 4,7 veces (Cigarro + Alcohol +
Homocigoto A/A para COX-2 rs689466 O.R.: 129,2, p value <0,001), EGF rs4444903
aumenta el riesgo un 50% (Cigarro + Alcohol + Alelo A para EGF rs4444903 O.R.: 31,67,
p value <0,001), EGFR rs2227983 aumenta el riesgo 1,72 veces (Cigarro + Alcohol +
Homocigoto A/A para EGFR rs2227983 O.R.: 57,6, p value <0,001) y P53 rs1042522
aumenta el riesgo en un 56,3% (Cigarro + Alcohol + Alelo C para P53 rs1042522 O.R.:
33,0, p value <0,001).

11. Andlisis de asociacion entre variantes genéticas y sobrevida global

En la siguiente prueba se calculé el Odds Ratio a través de la comparacién del nimero de
fallecidos y sobrevivientes en el grupo de pacientes con cancer de laringe y las
frecuencias de las variantes genéticas analizadas, para determinar si existe alguna

asociacion detectable entre los SNP y la cantidad de pacientes fallecidos.

En la tabla N° 23 se presentan los resultados del analisis segun genotipo, y a diferencia
de los andlisis de susceptibilidad para cancer, en este caso para EGF +61 se considero el
alelo G como alelo de riesgo, segun la asociacion con la sobrevida y el periodo libre de
progresion descrita para cancer de faringo-laringe por Su et al. (2014) 49. No se observo
una mejor asociaciéon al analizar los datos segun el modelo dominante o recesivo, por lo

gue se omitieron los datos de esos analisis.
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Tabla 23: Analisis de sobrevida global segin genotipo en grupo de pacientes CL

Genotipo N. N Pa_cientes OR Int_ervalo de P Pset;do P value.
Fallecidos vivos confianza (95%) value. R modelo
COX-2rs20417 (-765 G>C)
G/IG 1 3 Referencia 0,0196 0,3549
GIC 15 17 1,891 0,738 — 4,843 0,184
C/C 14 30 0,714 0,068 — 7,493 0,779
COX-2 rs689466 (-1195A>G)
G/G 3 8 Referencia 0,0065 0,7086
A/G 11 8 1,939 0,388 — 9,696 0,420
A/A 31 19 1,634 0,385 — 6,930 0,505
EGF +61 A>G (rs4444903)
A/A 9 13 Referencia 0,0047 0,7798
GI/A 15 29 0,7471 0,2604 — 2,1435 0,588
G/IG 6 8 1,0833 0,2788 — 4,2102 0,908
EGFR R521K G>A (rs2227983)
A/A 0 4 Referencia 0,0491 0,0742
G/A 11 23 6708990 0-o 0,993
G/IG 19 23 1,16e+07 00— 0,993
P53 R72P G>C (rs1042522)
G/G 15 26 Referencia 0,0000 0,9811
G/IC 14 24 1,011111 0,405 - 2,526 0,981
C/iC 1 0 1 (datos omitidos)

Andlisis de asociacion entre el nimero de pacientes fallecidos en el grupo de pacientes segun la
frecuencia de las variantes genéticas estudiadas.

12. Andlisis de desequilibrio de ligamiento para polimorfismos del gen COX-2

Debido a que los polimorfismos estudiados del gen COX-2 se encuentran en regiones
préximas del cromosoma 1, se realizé la prueba de desequilibrio de ligamiento para los
polimorfismos de rs20417 (-765G>C) y rs689466 (-1195A>G) del gen COX-2 en el grupo
de controles. El resultado presentado en la tabla N°42 (Anexo 14) refleja que no hay
desequilibrio de ligamiento entre ambos SNP ya que las frecuencias de los haplotipos no
difieren significativamente de las esperadas bajo equilibrio, el coeficiente de correlacion

R2 tiende a 0 y el coeficiente de desequilibrio D1 es igual a 1.
13. Calculo corregido de tamafio de muestra

Considerando las frecuencias obtenidas del polimorfismo de P53 R72P G>C se actualizé

el célculo de tamafio de muestra requerido para un estudio de caso y control en
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proporcion 1:1, con un nivel de confianza de 95% (1-a) y una potencia del 80%,
considerando la frecuencia de controles expuestos al factor de riesgo (alelo C) de 21,07%,

y la frecuencia de casos expuestos de 25,25%.

El tamafio de muestra minimo necesario segln estos datos es de 1550 individuos por
rama, con un tamafio de muestra total de 3100 individuos. Si se considera la variante con
menor frecuencia en voluntarios (COX-2 -765) con una proporcidn de controles expuestos
al alelo de riesgo (Alelo C) de 16,27% y de casos expuestos de 23,74%, el nUmero de

individuos requeridos por rama disminuye a 453, y a una muestra total de 906 individuos.

Por otra parte, considerando la frecuencia del alelo de riesgo (alelo G) para la variante
EGFR R521K G>A de 76,05% en individuos expuestos en el grupo de casos y 73,27% en
el grupo de controles se obtiene la mayor cantidad de individuos requeridos por rama, con

3772 en cada grupo y una muestra total de 7544 individuos.
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DISCUSION

El presente estudio tuvo como objetivo determinar la relacion entre variantes COX-2
rs20417 y rs689466, EGF rs4444903, EGFR rs2227983, P53 rs1042522 y el riesgo de
desarrollo de CL en una muestra de la poblacion chilena. A partir de los datos observados
se obtuvieron resultados que describen distintos tipos de asociaciones de riesgo, las

cuales se discuten a continuacioén:

Factores genético-ambientales y riesgo de cancer de laringe

A través de los andlisis realizados con los datos obtenidos se pudo determinar la relacion
entre cada variable y el riesgo de cancer de laringe por medio de un modelo de regresion
logistica bivariado. Se confirma en este estudio que el factor que mas influye en el riesgo
de desarrollo de CL es el consumo de tabaco, el cual por si solo explica el 17,3% de la
probabilidad de desarrollar cancer de laringe segun el valor de Pseudo R?, lo cual valida la
relacion causal ya establecida entre este factor de riesgo y el desarrollo de cancer de
laringe. Para el consumo de alcohol en cambio la relacién de riesgo observada, si bien es
significativa, tiene un impacto mucho menor sobre el riesgo (Pseudo R? 0,028), por lo que
segun lo observado en este trabajo de investigacion no se puede establecer una relacion
causal entre desarrollo de CL y consumo de alcohol, pero si se desprende del andlisis
estratificado realizado en la tabla N° 17 que el consumo de alcohol es capaz de
incrementar de forma sinérgica el riesgo de CL, tal como habia sido descrito previamente
por la IARC (2012) ).

En el analisis bivariado entre las variantes genéticas y el riesgo de CL solo se pudo
establecer una relaciéon entre los polimorfismos COX-2 rs689466 (modelo de herencia
recesivo) y EGF rs4444903 (modelo de co-dominancia), sin encontrar una relacién de
riesgo con algun otro de los polimorfismos genéticos, aun evaluando distintos modelos de
herencia. Se debe tener en cuenta que el impacto que tiene cada variante sobre el riesgo
total de CL segun estos modelos de regresion logistica es bastante bajo, indicado por el
valor de Pseudo R? que en ningln caso es mayor a 0,053, lo que significa que el efecto de
estas variantes sobre el riesgo es menor al 5,3%. Por lo tanto, con los datos obtenidos no
podemos establecer una relacion causal entre las variantes y el riesgo de céncer de

laringe, pese a que exista una asociacién estadisticamente significativa.
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En el analisis multivariado esperabamos poder determinar interacciones entre las
variantes genéticas analizadas, como consecuencia de la interaccién entre las cascadas
de sefializacion que son mediadas por COX-2, EGF, EGFR y P53 y el impacto que tienen

los polimorfismos genéticos sobre estas proteinas.

En primer lugar, se ha descrito que EGF puede aumentar la expresién de COX-2, y este a
su vez puede transactivar a EGFR por medio de la activacion del receptor de PGE., por lo
que se esperaria que ambos pudieran tener un efecto aditivo en el comportamiento de
riesgo 1. Sin embargo es lo contrario a lo que se observa en el modelo multivariado, y
mientras el riesgo asociado a las variantes que afectan a la via de sefalizacion de EGF
aumenta en este modelo, el riesgo de las variantes estudiadas para COX-2 disminuye. La
interaccion COX-2/EGF/EGFR hasta el momento solo ha sido descrita en modelos in vitro
de cancer de colon sg}, por lo que es posible que esta sinergia sea tejido especifica, y que
los mecanismos que median este fendmeno sean distintos a los que funcionan en el tejido

epitelial de la laringe.

Por el contrario, este modelo sugiere una posible interaccion entre EGF rs4444903 y P53
rs1042522 que podria aumentar la susceptibilidad de cancer de laringe cuando se
presentan las variantes de riesgo de estos dos polimorfismas, interaccién que podria estar
mediada por la menor capacidad de inducir apoptosis de la variante P53 72P (codificante
para Prolina), la cual sumada al aumento de la actividad proliferativa mediada por EGF

aumentaria la chance de transformacion del tejido a una neoplasia maligna.

Por el momento y con los resultados de este estudio, no se puede confirmar ni descartar
la posibilidad de sinergia entre estas variantes, y los mecanismos moleculares que
mediarian esta relaciéon deben ser determinados en modelos in vivo o in vitro que
permitan observar de forma controlada esta interaccion. Ademas se debe tener en cuenta
que para la mayoria las variables consideradas en el modelo multivariado, la asociacion
no es estadisticamente significativa, por lo que este cambio en el comportamiento de

riesgo puede no ser reproducible con un tamafio de muestra mayor.

Por otra parte el incremento del riesgo de CL asociado al consumo de tabaco en el
modelo multivariado sugiere que la presencia de las variantes genéticas analizadas tienen
impacto al modificar el riesgo asociado al consumo de cigarro, y no como factores de
riesgo directos de cancer de laringe, lo cual se afirma en los resultados del andlisis

estratificado de la interaccion entre variantes genéticas y consumo de cigarro, y la
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interaccion entre variantes genéticas en la asociacion de consumo de cigarro y alcohol.
Segun estos resultados, las variantes COX-2 rs20417, EGF rs4444903 y P53 rs1042522
responden al modelo de herencia genética dominante, y las variantes COX-2 rs689466 y
EGFR rs2227983 responden al modelo de herencia genética recesivo como

modificadores del riesgo de cancer de laringe.

Pese a que estas interacciones son estadisticamente significativas segun los modelos de
regresion logistica, hay que tener precaucion de no sobrevalorar los resultados de estos
analisis. En la mayoria de los casos los intervalos de confianza son amplios y se
superponen entre ellos, por lo que esta asociacion puede ser atribuible al pequefo
tamafio de muestra seleccionada y no consecuencia de la interaccion real entre el SNP y
los factores de riesgo, por lo que se reitera la necesidad de aumentar el tamafio de

muestra para validar los modelos de regresién obtenidos.

Analisis de sobrevida global versus SNP

Se realiz6 el estudio de la mortalidad en pacientes por medio de la comparacién del
namero de individuos fallecidos y sobrevivientes y la frecuencia de las variantes genéticas

determinadas para el grupo de pacientes con cancer de laringe.

El objetivo de esta prueba estadistica es tener indicios de una posible asociacién entre la
agresividad del cancer y las variantes genéticas de COX-2, P53, EGF y EGFR. Sin
embargo, se debe tener en consideracion que no se dispone de la informacién de fecha
de diagnéstico ni causa de muerte para la mayoria de los pacientes, por lo que no es
posible determinar datos importantes como es el tiempo de sobrevida total desde el
diagndstico, tasa de mortalidad y mortalidad atribuible al cancer, los cuales son

indicadores necesarios para un estudio formal de mortalidad.

La hipdtesis de que las variantes de COX-2, EGF, EGFR y P53 pueden tener efecto en la
agresividad del cancer y la mortalidad en pacientes con cancer de laringe nace de un
conjunto de observaciones provenientes de investigaciones previas y de una extensa
revision bibliografica. Por ejemplo se ha descrito en modelos animales que la expresién
de la proteina P53 72Pro estd asociada a mayor mortalidad en ratones expuestos al
carcinégeno 4-nitroquinolina-1-6xido (4NQO) lo cual sugiere que existe un mejor control

de la evolucion tumoral cuando se expresa el genotipo P53 72Arg (Sarkar et al. 2014), al

57



igual que se ha asociado esta variante a un aumento en el periodo libre de enfermedad en
pacientes con CECyC (Azad et al. 2012).

Por otra parte, la mayor expresion de COX-2 se ha asociado a una mayor capacidad de
migracion celular en distintos tipos de lineas celulares inmortalizadas in vitro, y con una
mayor tasa de invasividad tumoral y metastasis en cancer de mama. Una mayor actividad
de sefializacion mediadas por de BMP6, VEGF y Cot-T explicaria estos procesos,
situando a COX-2 como un punto de convergencia entre los procesos de angiogénesis y
migracién celular, ambos relacionados con la agresividad del cancer, metastasis y un peor

prondstico.

En pacientes con cancer de mama triple negativo se ha observado una correlacién
positiva entre la expresion de P53 y la expresion de EGFR en el tejido neoplasico, y una
mayor expresion de este receptor se relaciona con un menor grado de diferenciacion y un
mayor crecimiento tumoral, y por ende un peor pronéstico para estos pacientes (Wang et
al., 2015).

Previamente se menciond que los genotipos homocigoto mutado para EGFR rs2227983
A/A y EGF rs4444903 G/G, se asocian a una mejor expectativa de sobrevida y periodo
libre de progresion en pacientes con cancer de faringo-laringe, genotipos que presentan
menor actividad en la cascada de sefializacion mediada por EGF y por ende debieran
asociarse a una menor capacidad para estimular la actividad proliferativa en el tumor
(Fernandez et al., 2016).

En este caso, con los resultados obtenidos y una muestra tan reducida no se pudo
determinar alguna relacién entre el numero de fallecidos y la frecuencia de las variantes
COX-2 rs20417 y rs689466, EGF rs4444903 y P53 rs1042522 que pueda dar indicio de
alguna asociacion entre estas variantes y la sobrevida del paciente con cancer de laringe.
P,ara el caso de la variante EGFR rs2227983, aun cuando parece haber una mayor
frecuencia de sujetos fallecidos en pacientes que portan el alelo de riesgo A, los intervalos
de confianza y los valores de P para la prueba de regresion logistica son demasiado altos
para establecer una relacion de riesgo clara, por lo que sera un tema a indagar en futuras

investigaciones.
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Biologia molecular del cancer de laringe y mecanismos de carcinogénesis

Ciclooxigenasa 2 se ha asociado en multiples estudios experimentales con el desarrollo
de cancer en diversos tejidos. El aumento de la expresiéon de COX-2 ocurre en respuesta
a estimulos pro-inflamatorios y mitogénicos, como EGF, VEGF y TNFa, y el aumento de
su expresion se relaciona a la angiogénesis, hiper-proliferacion, transformacion e
invasividad del tumor. Las variantes COX-2 rs20417 y rs689466 no producen alteracion
estructural en la proteina COX-2 y su participacion en los procesos de transformacion

maligna estarian mediados por un aumento en su expresion.

El mecanismo por el cual un aumento de los niveles de COX-2 se asocia a la progresion
de tejido normal a tejido neoplasico no estd completamente claro, y podria estar mediado
por el efecto directo de los altos niveles de prostaglandinas en los patrones de
diferenciacion celular, o bien por un efecto indirecto de la produccion de prostaglandinas
sobre el estrés oxidativo en la célula, que podria inducir dafio en el ADN, acarreando
cambios en el patron de expresion de genes y modificaciones epigenéticas que podrian

terminar finalmente en la carcinogénesis (Kong et al., 2011).

La regulacién transcripcional es el principal mecanismo de control de la expresion de
COX-2, y el alelo polimérfico COX-2 rs689466 crea un sitio de union al factor de
transcripcién c-MYB, observandose un aumento significativo del mMRNA de COX-2 en el
tejido esofagico de sujetos portadores de al menos una copia de este alelo (Zhang et al.
2005).

Distinto es el caso de la variante COX-2 rs20417C, la cual crea un sitio de unién para el
factor de transcripcion E2F pero elimina el sitio de union para el factor de transcripcion
Spl. En el mismo estudio esta variante demostré una tendencia a una mayor transcripcién
de mRNA de COX-2 en portadores del genotipo heterocigoto COX-2 rs20417 G/C, pero

sin llegar a la significacion estadistica.

Es interesante observar que contrario a lo esperado, para la variante EGF rs4444903 A>G
el alelo de riesgo (A) corresponde al alelo asociado con una menor expresion de EGF.
Esta variante fue descrita por primera vez por Shahbazi et al. el afio 2002 en pacientes
con melanoma maligno y en voluntarios sanos de la poblacion europea, encontrando una
fuerte asociacion de riesgo con el genotipo G/G (O.R.: 4,9, p<0,0001), mismo genotipo

que se asocia a una mayor expresion de EGF. En otro estudio para cancer gastrico se
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encontré una asociacién opuesta indicando al alelo A de menor expresion de EGF como
alelo de riesgo. Ambos estudios se centran en tipos de cancer que afectan a tejido

epitelial con distinta especializacion.

Como se mencion6 anteriormente, EGF es un factor de crecimiento que activa cascadas
de sefializacion relacionadas principalmente con actividad proliferativa, pero tal y como se
ilustra en la figura 6, también puede inducir apoptosis, posiblemente mediada por la

activacion de P21 1g).

La sobreexpresion de EGF en modelos animales se asocia a retraso en el crecimiento y
pobre desarrollo de tejido epitelial y foliculos pilosos ss;, por lo que es posible que para el
tejido epitelial no transformado el aumento de la expresion de EGF tenga un efecto
regulador del crecimiento, mas que inducir actividad proliferativa descontrolada que podria
asociarse al desarrollo de cancer. Este hallazgo es opuesto a lo que se esperaba ya que
la mayor expresion de EGF y de EGFR se relacionan a un peor prondstico, menor

respuesta a tratamiento y menor sobrevida en pacientes con CECyC.

El hecho de que una mayor expresion de EGF pudiera tener un efecto protector en el
tejido sano de la laringe pero no en el tejido tumoral confirma la idea de que existe un
cambio diferencial la respuesta de la célula epitelial a este factor de crecimiento entre el
tejido sano y el tejido transformado. EI mecanismo por el cual mayor expresion de EGF
mediada por la variante rs4444903 A>G podria proteger contra el desarrollo de cancer de
laringe requerird un mayor estudio de las cascadas de sefalizacién involucradas in vivo y

de la respuesta tejido-especifica a este factor de crecimiento.

En el caso de la variante polimérfica EGFR rs2227983, se esperaba encontrar una
asociacion que permitiera conferirle un efecto protector del riesgo de cancer de laringe, ya
gue este polimorfismo genera la sustitucion del aminoacido Arginina por Leucina,
haciendo al receptor menos afin a su ligando y por consecuencia, menos activo. Segun
los resultados observados en este trabajo de investigacidbn, no se encuentra una
asociacion entre esta variante polimoérfica y el riesgo de cancer de laringe cuando se
evalla de forma aislada o en combinacion con el consumo de tabaco, pero al analizar en
conjunto el consumo de cigarro y de alcohol mas el genotipo EGFR rs2227983, se hace
evidente el incremento de riesgo producto de la combinacion de estos tres factores, lo que

podria indicar que esta variante se asocia a un mayor riesgo de cancer solamente ante
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una elevada exposicion a carcinégenos, con un efecto despreciable en caso de que no se

den tales condiciones.

Hipotéticamente, en esta situacién el intenso dafio al tejido derivado del consumo de
cigarro y alcohol podria acarrear la sobre-estimulacién de la via de sefializacion de factor
de crecimiento epidérmico, y la forma mas activa del receptor EGFR aportaria a una
mayor vulnerabilidad al presentar una mayor respuesta a su ligando y mayor efecto en la
proliferacién, en comparacion con la variante polimérfica menos frecuente y que codifica

para la forma menos activa de este receptor.

También se ha documentado una asociacién entre este polimorfismo, el tiempo de
sobrevida y el tiempo libre de enfermedad en los pacientes con cancer de faringo-laringe

portadores del genotipo homocigoto A/A 30,49

El estudio de la frecuencia de esta variante polimérfica en la poblacién chilena cobra gran
importancia con la incorporacion al arsenal farmacoldgico de farmacos inhibidores de
EGFR como Cetuximab (Erbitux®, Merck) y Panitumumab (Vectibix®, Tecnofarma) para
el tratamiento de cancer de cabeza y cuello y cancer colorrectal, ya que se ha observado
una menor tasa de respuesta en pacientes homocigotos silvestres para esta variante
(genotipo G/G) y una mayor incidencia de reacciones adversas de tipo dermatoldgico
comparados con los pacientes con genotipo heterocigoto u homocigoto mutado (genotipos
G/Ay AIA).

Aungue la informacion que existe hasta el momento es muy limitada, ésta debiera ser
considerada en futuros estudios farmacogenéticos a nivel nacional para observar y

prevenir el fallo terapéutico en pacientes candidatos a utilizar estos farmacos [1s 3.

La proteina supresora de tumores P53 juega un rol critico en la preservacién de la
integridad del genoma ante la presencia de factores capaces de inducir carcinogénesis, y
dependiendo del tipo de dafio, ésta inducira el arresto en fase G1 o la apoptosis de la
célula. La proteina variante P53 rs1042522 72Pro (alelo C) posee una mejor capacidad
para interactuar con factores de transcripcion TAFII32 y TAFII70 y de inducir la
transcripcién de genes in vitro comparado con la proteina P53 72Arg (alelo G), lo cual
indicaria que esta forma podria ser mas eficiente en cumplir con el rol transcripcional de
P53 (51
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En contraste, P53 72Arg resulta ser mas efectiva en frenar el ciclo de division celular e
inducir la apoptosis en células transformadas in vitro que expresan exclusivamente esta

variante versus las que expresan la variante P53 72Pro (Pim & Banks, 2004).

Por otra parte se ha demostrado que la presencia de la oncoproteina E6 de los serotipos
de HPV-16 y HPV-18 es capaz de inducir la degradacion de la forma P53 72Arg, pero no
de P53 72Pro, catalizando la ubiquitinacion de la proteina y su posterior degradacion
proteosbmica, un mecanismo que permite al virus evadir el control de P53 sobre el ciclo

de division celular facilitar la replicacion del material genético viral (.

Haciendo una revision de los resultados de estudios previos, se observa que hay una
tendencia para la variante P53 72Pro y un mayor riesgo de cancer, y una tendencia para
la variante P53 72Arg al riesgo de cancer pero sélo cuando se asocia a la presencia del
virus HPV, por lo que incorporar la informacién de la prevalencia de este virus a este
estudio podria darnos una mejor comprensién de como la variante de P53 rs1042522

influye en el riesgo de cancer de laringe.

Quizéas el mayor hallazgo que nace de esta investigacion es el enorme impacto que tienen
las variantes genéticas de COX-2, EGF, EGFR y P53 en el riesgo de CL asociado a
consumo de tabaco y a la combinacién de tabaco y alcohol. Como se mencioné
anteriormente, el tabaco y el alcohol participan en la carcinogénesis por mecanismos que
involucran la acumulacion de dafios en el ADN causados por sustancias reactivas que son

activadas durante su metabolizacion por enzimas como CYP450 [17,44].

P53 es una de las principales proteinas involucradas en el control del dafio causado por
estos carcindgenos, induciendo el arresto en fase G1 y apoptosis de las células con dafio
gendmico irreversible y potencial de transformacién maligna, pero como bien se indicé
anteriormente, la variante P53 rs1042522 72Pro no es tan eficiente en inducir la apoptosis
como la forma P53 72Arg, apoptosis necesaria para la eliminacion de células

transformadas por carcinégenos.

En el caso de COX-2 una mayor expresion de esta proteina, y la consecuente mayor
sintesis de PGE;, aportaria al desarrollo tumoral por medio de la estimulaciéon de la
angiogénesis, y tanto COX-2 como EFG/EGFR incidirian sobre el aumento de la actividad
proliferativa, lo que podria desencadenar mecanismos de carcinogénesis en un intento de

reparar el dafo inflamatorio en el epitelio expuesto repetidamente a las sustancias
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irritantes contenidas en el humo de tabaco y el alcohol, como una suerte de respuesta

mal-adaptativa.

Si bien es un hecho que el cigarro y el alcohol son reconocidos agentes causales de CL y
otros multiples tipos de cancer, solo una fraccion de los individuos expuestos a estas
sustancias desarrollan la enfermedad, y las variantes COX-2 rs20417 y rs689466, EGF
rs4444903, EGFR rs2227983 y P53 rs1042522 podrian aportar una parte de la
explicacién de por qué algunas personas son mas susceptibles que otras al desarrollo de
CL 19
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Figura 9: Esquema corregido de las interacciones observadas entre COX-2 EGF, EGFR y P53, la
contribucion que tienen en el proceso de transformacion maligna en cancer de laringe y el efecto
en la proteina de cada una de las variantes genéticas estudiadas. Este modelo representa una
célula de tejido epitelial marcado por el rectdngulo en gris. Las flechas de color rojo sefialan las
vias de sefalizacion que contribuyen directamente al desarrollo de céncer, los cuadros violeta
representan el efecto que tiene cada variante sobre la proteina codificada por el gen al que
afectan, y el cuadro rojo representa el efecto de los carcindgenos contenidos en el humo de tabaco
y en el alcohol en el riesgo de cancer de laringe, que es potenciado por la influencia de las
variantes genéticas descritas en la figura [s,6,10,12,16,17,18,22,38,44,47,49,50,53]

En la figura 9 se describe de forma corregida el esquema presentado previamente en la
figura 8, explicando de forma simplificada los mecanismos por los cuales COX-2, EGF,
EGFR y P53 podrian maodificar la biologia molecular de la célula del epitelio de la laringe,
conduciendo al proceso de transformacién maligna, incluyendo en el esquema el efecto

de los carcin6genos contenidos en el cigarro y alcohol y el efecto de las variantes
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polimérficas de interés, a modo de ilustrar de forma sencilla la interaccion observada en

este estudio entre todas estas variables.

Se descartan del esquema las interacciones sinérgicas entre los mediadores moleculares
descritos en la figura 8, ya que los resultados observados no dan indicios de que tales

interacciones estén presentes en el desarrollo de cancer en el tejido epitelial de la laringe.

Limitaciones del trabajo de investigacién

Sin perjuicio que este trabajo obtuvo interesantes resultados de asociacion genético-
ambientales en cancer de laringe, en un andlisis a posteriori del tamafio de muestra, se
determiné que el nimero de individuos enrolados no alcanzé a ser suficiente para
establecer algunas asociaciones, considerando las frecuencias obtenidas para las
variantes COX-2 rs20417 y rs689466, EGF rs4444903, EGFR rs2227983, P53 rs1042522

en la muestra de la poblacién chilena analizada.

Un detalle importante que apunta a que el tamafio de muestra no es el 6ptimo es que la
variable sexo masculino parece comportarse como un factor protector de riesgo en los
modelos de regresion logistica presentados, siendo que por literatura y en base a previos
estudios epidemiolégicos se ha determinado que existe una fuerte asociacion entre el

sexo masculino y el riesgo de cancer de laringe.

Este resultado puede atribuirse al bajo nimero de mujeres en el grupo de voluntarios
comparado con el grupo de pacientes con cancer de laringe (2,9% vs. 10,1%) por lo que a
futuro debe considerarse el aumento de tamafio de muestra para validar los resultados
presentados y obtener un modelo de regresion logistica que represente mejor el impacto

de estos genotipos en el riesgo de cancery la interaccion gen-ambiente.

La diferencia en la prevalencia de factores de riesgo causales de cancer de laringe
también es un aspecto importante a considerar, aunque el seleccionar a individuos con
habitos de consumo de tabaco y alcohol similares al grupo de pacientes CL podria
significar un sesgo en la seleccion del grupo de control para este estudio, al excluir a una
gran parte de individuos representativos de la poblacién general que no son fumadores y

no consumen alcohol.
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La solucién a este problema seria reclutar una mayor cantidad de voluntarios de sexo
femenino para que la distribucién de género sea similar entre ambos grupos, y que tal
como se hizo hasta ahora, estos voluntarios cumplan con el criterio de edad sobre los 65
afos, de manera tal que se evite incluir a voluntarios que puedan desarrollar el evento a

investigar (cancer de laringe) en el futuro.

Los hallazgos méas importantes de esta investigacion provienen del analisis de regresion
logistica estratificado considerando los datos de consumo de cigarro, alcohol y las
variantes genéticas de interés. Estos modelos de regresion logistica permiten observar de
forma clara el efecto de las variables de interés por separado y el efecto de la coaccién
entre ellas, por lo que son una herramienta Util para evaluar la interaccién entre los
factores de riesgo ambientales y genéticos, pero pueden llevar a modelos de regresion

sobre-ajustados que no representen la interaccion real entre las variables analizadas.

Adicionalmente, se debe tener en cuenta que tal como se menciond previamente, el
consumo de tabaco y alcohol tienen un efecto dosis dependiente en el riesgo de cancer
de laringe, el cual se incrementa de forma exponencial con el aumento del consumo de

cualquiera de estos dos carcin6genos.

Establecer el indice tabaquico como criterio para definir a un sujeto fumador permite
establecer un punto de corte que diferencia una exposicion de mayor riesgo al humo de
cigarro de una exposicibn menor y despreciable, pero ya que esta informacion sigue
siendo analizada como una variable dicotdbmica y no como una variable continua, el
procesamiento de los datos por regresién logistica oculta el efecto dosis dependiente que
el consumo de cigarro y alcohol tienen sobre la probabilidad de desarrollo de cancer de
laringe en la poblacion estudiada, por lo que el efecto de las variantes genéticas puede

estar sobrevalorado al no considerar esta informacién dentro de los modelos de regresién.

Por dltimo, se necesitan datos completos y hacer seguimiento a una mayor cantidad de
pacientes para establecer la relacion entre los SNP y mortalidad, especialmente tomando
en cuenta que la tendencia de aumento del nimero de fallecidos en el grupo de pacientes
asociado a la variante EGFR rs2227983 no puede ser evaluada debido al bajo nimero de

sujetos considerados en este andlisis.
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CONCLUSIONES

e Las frecuencias genotipicas para las variantes estudiadas son: G/G= 0,690, G/C=
0,294, C/C= 0,016 para COX-2 rs20417 (-765G>C); A/A = 0,397, A/G= 0,500, G/G=
0,103 para COX-2 rs689466 (-1195A>G); G/G= 0,336, G/A= 0,508, A/A= 0,156 para
EGF rs4444903 (+61 A>G); G/G= 0,590, G/A= 0,336, A/A= 0,074 para EGFR
rs2227983 (R521K G>A) y G/G= 0,628, G/C= 0,322, C/C= 0,050 para P53 rs1042522
(R72P G>C) en la muestra poblacion general.

e Se observa una relacion de riesgo marginal de CL con el genotipo homocigoto de
riesgo A/A (modelo recesivo) para COX-2 rs689466 (O.R.: 2,48, p value: 0,001), el
genotipo A/A de EGF rs4444903 (O.R.: 2,44, p value: 0,025, modelo de co-
dominancia), y una asociacioén de proteccién para el genotipo A/G de COX-2 rs689466

(O.R.: 0,354 p value: 0,022, modelo de co-dominancia).

e Se observa una posible sinergia en el riesgo de CL entre el consumo de tabaco y las
variantes P53 rs1042522 y EGF rs4444903, analizandolas en conjunto con las
variables sexo, consumo de alcohol, COX-2 rs20417,COX-2 rs689466 y EGFR
rs2227983.

e Se observa un importante incremento del riesgo asociado al consumo de tabaco en
combinacién con el modelo de herencia dominante de COX-2 rs20417 (0,346 veces),
de EGF rs4444903 (0,604 veces) y de P53 rs1042522 (0,51 veces) y el modelo
recesivo de COX-2 rs689466 (1,465 veces).

e Se observa un importante incremento del riesgo asociado al consumo de tabaco junto
con alcohol, en combinacion con el modelo de herencia dominante de COX-2 rs20417
(0,339 veces), de EGF rs4444903 (0,5 veces) de P53 rs1042522 (0,56 veces) y el
modelo recesivo de EGFR rs2227983 (1,72 veces) y de COX-2 rs689466 (4,7 veces).

¢ No se observa asociacion entre las variantes genéticas de COX-2 rs20417 y COX-2
rs689466, P53 rs1042522, EGF rs4444903 y EGFR rs2227983 y la frecuencia de

fallecidos en el grupo de pacientes con cancer de laringe.
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ANEXOS

Anexo 1: Resumen de proyecto de Investigacion

TITULO:

Polimorfismos genéticos de p53 y Cox-2 como marcadores de riesgo de cancer de laringe
Tamara Barria, Maritza Rahal, Luis Quifiones, Maria
José Herrera, Miguel Cancino, Carla Miranda.

Servicio Otorrinolaringologia Hospital Barros Luco Trudeau
Laboratorio CQF, ICBM, Facultad de Medicina, Universidad de Chile

IRESUMEN DEL PROYECTO Y DURACION. \
Introduccion: El cancer de laringe corresponde a una entidad oncolégica importante en
cabeza y cuello, describiéndose segun la serie proporciones entre 25 — 40% de las
neoplasias malignas de cabeza y cuello.Respecto a su patogénesis, se han planteado
varios factores predisponentes, dentro de los cuales se encuentran el tabaquismo, el
consumo de alcohol, el virus papiloma humano (VPH), entre otros. Por otra parte, se ha
involucrado el desarrollo de la biologia molecular en el estudio de la carcinogénesis,
donde se han vinculado fuertemente al proceso carcinogénico al gen supresor de tumor
p53 (TP53) y la ciclooxigenasa 2 (COX-2), existiendo una interaccion entre ambas la cual
no ha podido ser aclarada totalmente. Se ha planteado que las mutaciones de p53 en la
region del coddn 72 y alteraciones en la funcion de COX-2 basada en polimorfismos de su
region promotora (1195A/G y 765G/C), podrian jugar un papel importante en el desarrollo
del cancer de cabeza y cuello (CECC), pero existe escasa informacion respecto a dichos
polimorfismos en cancer laringeo e importante variabilidad segun poblacion evaluada.

Objetivo: Determinar potenciales asociaciones entre la presencia de polimorfismos en el
codén 72 del gen p53 y la enzima COX-2, y el desarrollo del carcinoma escamoso
primario de laringe y su evolucion clinico-patologica.

Este trabajo se desarrollara como proyecto de tesis para la especialidad de
otorrinolaringologia del investigador responsable.

Metodologia: Se realizara un estudio caso-control, analizando muestras de sangre
periférica de pacientes con carcinoma escamoso de laringe y pacientes sanos,
realizandose la genotipificacion para p53 codén 72 y para los polimorfismos -1195A/G vy -
765G/C de Cox-2, mediante una amplificacion por PCR-RFLP (Polymerase Chain
Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism), y mediante ensayo de
discriminacién de dos colores en un termociclador de tiempo real. De esta manera, se
espera identificar una predisposicion de estos polimorfismos para desarrollar un
carcinoma escamoso de laringe.

Resultados Esperados: Se espera encontrar asociaciones entre los polimorfismos de p53
y COX-2, y el desarrollo de cancer escamoso de laringe, que pudiera hacer considerarlos
como marcadores de riesgo.
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Anexo 2: Consentimiento Informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO
Estimado Senor(a):

Me dirijo a usted con el propésito de solicitar su colaboracion para la realizacion de
un estudio acerca del efecto de la genética en el cancer de laringe. El estudio se
denomina: “Caracterizacion clinico-patolégica del cancer espinocelular primario de
laringe y su correlacién con los niveles de p53 y COX-2 intratumorales”.

Este trabajo de investigacién sera realizado analizando las biopsias con las cuales se le
realiz6 el diagnostico de cancer de laringe y con datos de relevancia médica extraidos de
su ficha clinica y/o aportados por usted a través de una entrevista personal. Participar de
este estudio no involucra ningun costo monetario para usted.

Este estudio tiene por objetivo obtener informaciéon valiosa que permita aportar en el
conocimiento del cancer de laringe. Los resultados de esta investigacion pueden ser
publicados, sin embargo su identidad no sera revelada y sus datos clinicos permaneceran
en forma confidencial.

Esta investigaciéon se llevara a cabo gracias a la colaboraciéon del Complejo Asistencial
Barros Luco y el Laboratorio de Carcinogénesis Quimica y Farmacogenética del
Programa de Farmacologia Molecular y Clinica de la Facultad de Medicina, Universidad
de Chile.

Como parte del estudio usted debera llenar una ficha clinica que incluye datos de
identificacion personal e historia médica. Tanto la informacién de la ficha, como los
resultados obtenidos en este estudio son absolutamente confidenciales y los puede
conocer en cuanto se encuentren disponibles solicitandolos directamente al Investigador
Principal: Dr. Miguel Angel Cancino Castafieda, teléfono fijo: +56 2 2576 3359, teléfono
movil: +56 9 9917 0349, correo electrénico: m.a.cancino.c@gmail.com.

Si usted considera inadecuado el estudio tiene el derecho de rechazarlo, sin que esto
vaya en desmedro de la atencién que usted requiere. De la misma forma usted podra
retirase de este estudio en cualquier momento sin ser obligado(a) a dar razones sin que
esto lo(a) perjudique en la calidad de paciente o usuario(a).

Si usted tiene cualquier pregunta acerca del proceso de obtencion del consentimiento
informado o sus derechos como sujeto de estudio, entonces usted puede contactar, en
cualquier momento, a la Presidenta del Comit¢ de Etica del Servicio de Salud
Metropolitano Sur: Q. F. Sra. Veronica Rivera Sciaraffia, direccion: Avenida Santa Rosa
N° 3453, comuna de San Miguel, Santiago, Chile, teléfono: +56 2 2576 3850, celular
institucional: +56 9 5858 2831, correo electronico: veronica.rivera@redsalud.gob.cl

Declaro conocer los términos del estudio aqui sefialado y consiento voluntariamente la
utilizaciéon de las biopsias tumorales y de la informacion médica extraida de mi ficha
clinica y/o aportada por mi.
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Nombre del paciente:

RUT: - N°Ficha: Telefono:

Fecha:
Firma:

Nombre del representante:

RUT: - Parentesco:

Fecha: _
Firma:

Investigador que aplica consentimiento:

RUT: -
Fecha:
Firma:

Nombre del Ministro de Fe:

RUT: -
Fecha:
Firma:

Gracias por su colaboracion
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Anexo 3: Ficha clinica para pacientes con cancer de laringe

FICHA CLINICA DE CASOS

GRUPO SANG:

l.- IDENTIFICACION:

FECHA MUESTRA'Y BIOPSIA:

N° FICHA:

DAD:

APELLIDO PATERNO APELLIDO MATERNO NOMBRES
DIRECCION COMUNA TELEFONO

Il.- ANTECEDENTES FAMILIARES:

Abuelo con Cancer Laringe: Si |:| No |:| No sabe |:|

Padre con Cancer Laringe: Si |:| No |:| No sabe |:|

Hermanos con Cancer Laringe: S|’|:| No |:| No sabe |:|

Otros Familiar con Ca Laringe: Si |:| No |:| No sabe |:|

Familiar con otro tipo de Cancer: Si |:| No |:| No sabe |:|

lll.- EXPOSICION A AGENTES TOXICOS:

Cigarrillo |:| Si |:| No Cigarrillos/dia Tiempo

Alcohol |:| Si |:| No Copas/dia opas/f. de semana
Tiempo

IV.- ANTECEDENTES CLINICOS:

Diagnéstico Oncoldgico: Cirugia:

Estadio:
Biopsia:

Diseccion de cuello:
RO:
QT:

VI.- OBSERVACIONES (trabajo, comorbilidades, medicamentos, Etnia, etc.):
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Anexo 4: Ficha clinica para voluntarios sin diagndstico de cancer

FICHA CLINICA DE CONTROLES

GRUPO SANG: N° FICHA:

.- IDENTIFICACION:

FECHA MUESTRA'Y BIOPSIA: RUT.: EDAD:

APELLIDO PATERNO APELLIDO MATERNO NOMBRES
DIRECCION COMUNA TELEFONO

II.- ANTECEDENTES FAMILIARES:

Abuelo con Cancer Laringe: Si|:| No |:| No sabe
Padre con Céancer Laringe: Si|:| No |:| No sabe
Hermanos con Cancer Laringe: Si|:| No |:| No sabe

Otros Familiar con Ca Laringe: Si|:| No |:| No sabe

OO0

Familiar con otro tipo de Céancer: Si|:| No |:| No sabe

lIl.- EXPOSICION A AGENTES TOXICOS:

Cigarrillo |:| Si |:|No Cigarrillos/dia Tiempo
Alcohol |:| Si |:| No Copas/dia Copas/f. de semana
Tiempo

IV.- OBSERVACIONES (trabajo, comorbilidades, medicamentos, Etnia, etc.):
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Anexo 5: Resolucion Exenta N° 4352, aprueba el proyecto de investigacion

DIRECCION
UNIDAD PROYECTOS
Y ESTUDIOS ASISTENCIALES

—
RESOLUCION EXENTA N* 4552
SANTIAGO, o

28 MAY 201

VISTOS:

El art, 15° transitorio de la Ley N° 19.937; Ia
otorgadas por los articulos 35 y 36 del DFL N° 1, de 2005, del Ministerio de Salud, que fijo ¢l texto
refundido, coordinado y sistematizado del Decreto Ley N® 2.763, de 1979 y dec las Leyes N 18.933 y N
18.469; cl art. 43 inciso segundo del D.S. N° 140 de 2005, Reglamento Organico de los Servicios de Salud; los
articulos 22 y 23 del Decrcto de Salud N° 38, de 2005, que mproho ¢l Reglamento Orgi
Establecimientos de Salud de Menor Complejidad y de los Establecimientos de Autogestion en Red y sus
modificaciones; la Ley N° 20.594, sobre Derechos y deb de las personas en relacion con  acciones
vinculadas a su atencion en salud; Resolucion N° 85, de 09 de mayo de 2013, del Servicio de Salud
Metropolitano Sur, tomada de|razén por Contraloria General de la Repablica 31 de enero de 2014, sobre
nombramiento en el cargo de Director del Hospital Barros Luco Trudeau; la Resolucion N 1600, de 2008,
de Contraloria General de Ja Repiblica, que Fija normas sobre exencion del tramite de toma de raz

ico de los

CONSIDERANDO

Que ¢l Comité Etico Cientifico del Servicio de Salud
Metropolitano Sur ha dado autorizacién al proyecto de investigacion denominado “Caracterizacion clinico
patologica del cincer espinocelular primario de laringe y su correlacién con los niveles de p53 y COX
intratumorales”., segin da cuenta el Memo N° 07/2015 de ese Comité; Que esta inves i
desarrollada por el Investigador Dr. Miguel Cancino Castaieda; Que vista la solicitud del Jele de la Unidad de
Estudio Asistenciales en orden a dar aprobacion formal al convenio de investigacion suscrito entre ¢l
profesional y este establecimiento, dicto la siguiente;

)

RESOLUCION

1.- APRUEBASE el convenio para la cjecucion del
proyecto de investigacion denominado “Caracterizacion clinico-patolégica del ciancer espinocelular primario
de laringe y su correlacion con'los niveles de p53 y COX -2 intratumorales”, suscrito ¢l 28 de abril de 2015,
que es del siguiente tenor:

CONVENIO DEINVESTIGACION
“Caracterizacion clinico-patolégica del cancer espinocelular primario de laringe y su correlacion con
los niveles de p53 y COX -2 intratumorales”

En San Miguel, a 28 de |lzul de 2015, entre ¢l HOSPITAL BARROS LUCO TRUDEAU, Hospital
autogestionado  en red, xcplc\cu(.ulo por su Dircctor Dr. LUIS LEIVA PENA, cédula de identidad
N°6.765.914 -7, en adelante “gl Hospital”, ambos domiciliados para estos efectos en Gran Avenida J. Mipucl
Carrera N° 3204, San Miguel; y ‘pox otra parte, D. MIGUEL CANCINO CASTANEDA, cédula nacional de
identidad N° 15.485. 380 4, médico residente del programa de especializacién en Otorrinolaringologia de la
Escuela de Postgrado de ]1 Facultad de Medicina de la Universidad de Chile, institucton con convento
asistencial docente vigente, domiciliado en Los Helechos N° 889, Ninfioa, en adelante ¢l “Investigador”, han
celebrado el siguiente convenio:

PRIMERO: El Tnvestigador ctienta con la autorizacién del Comité Ltico Cientifico, segin consta de Memo
N° 07 de 03 de febrero de 2015, para el desarrollo  del Protocolo de Investigacion denominado
“Caracterizacion clinico-patologica del cincer espinocelular primario de laringe y su correlacion con los niveles

de p53 y COX -2 intratumorale "'.

Jag Conforme a esta aprobacion, ell Director del Hospital Barros Luco Trudeau autoriza al investigador paca que




enrole a pacientes institucionales, que acuden al Hospital o al Centro de Diagno:
patticipen en el estudio que b determinar la asociacién entre la expresion de los polimorfismos genéticos
de p533 y Cox-2 y la sobrevida de pacientes con cincer laringco.

icy

y Tratamiento, para que

Esta autorizacion procede siempre que los pacientes hayan sido previamente informados acerca del Protocolo
y objetivos de la inve:

gacion, y hayan firmado libremente el consentimicnto informado aprobado para este
cfecto.

Il enrolamiento de pacientes para cl Protocolo comenzari una vez que se dé aprobacion a este convenio y su
vigencia es hasta el 31 de diciembre de 2016.

SEGUNDO: El Investigador se compromete a observar las normas de procedimientos, reglamenta y
legales que rigen tanto a los estudios de investigacion con ensayos clinicos, como aquellos que rigen a los
Servicios de Salud y a los Establecimientos de la Red Asistencial.

TERCERO: Ll Investigador debe cumplir su cometido de acuerdo a lo comprometido en el Protocolo y lu
respectiva carta Gantt y deberi informar del resultado final de la investigacion a la Unidad de Proyectos |
tudios Aststenciales. |

Fl investigador se obliga a mencionar la colaboracién del Hospital Barros Luco Trudeau, cada vez que se
presenten los resultados de la investigacién en instancias de difusion cientifica.

|
Asimismo, el Investigndor autoriza al Hospital para usar los resultados de la investigacion cn cuanto

conttibuyan 2 la actividad clinica o a la gestion que realiza el Iospital. |

CUARTO: El mvestigador se obliga a guardar estricta confidencialidad acere:
cter sensible y de naturaleza individual de las personas que participan del proyecto de investigacion. n

a obligacién el Hospital iniciard las acciones administrativas y judiciales que

de la informacion recopilada

de ¢
150 de incumplimiento de
correspondan para la reparacion de los perjuicios causados, y se pondra término a este convenio.

il

|
QUINTO: El Investigador, o miembros del cquipo de investigacion, c{ue tengan la calidad de funcionarios
del Hospital, deberin desarrollar la investigacién fuera de su jornada contratada en el Hospital, no pudicendo
en modo alguno poste

ar 0 menosceabar el cumplimiento de las funciones.

Ein ¢l evento de requerirse el uso de fraccién de tiempo de horario funcionario pa
relacionadas con los pacientes, ¢l iempo empleado se completari al término de la respectiva jornada laboral

alguna de Ias actividades

SEXTO: Las actividad de invitacién a participar ¢n ¢l protocolo, se realizari en horario funcionario y no
significard incumplimiento a las limitaciones de la cliusula anterior.

SEPTIMO: El Hospital podri poner término al convenio, en caso de incumplimicnto de las obligaciones
que asume el Investigador, por lo cual notificard al Investigador de tal decisié
autori

en consecuencia la

acion para continuar con la investigacion.

OCTAVO: El Hospital, a través de la Unidad de Proyectos y Estudios Asistenciales velari por el correcto
cumplimiento de este convenio, por lo que podri pedir estados de avance, supervisar el cumplimiento de las
normas ¢ insteucciones  del Hospital, recibir el Tnforme Final, informar acerca de su cumplimiento por parte
del Investigador, coordinar las solicitudes que se realicen, entre otras actividades.

NOVENO: Para efectos de la firma del consentimiento informado actuard como Ministro de Fe don Juan
Pereira Morales, cedula de identidad N©9.498.792-K, enfermero de la Placa Técnica del Hospital y sin ninguna
vinculacion con el presente Protocolo de Investigacion, quien deberi recibir induccion de su funcion y
supervision por parte de la Unidad de Proyectos y Estudios Asistenciales.

DECIMO: El Tavestigador sc compromete a enviar copia de todos los consentimientos informados a I
Unidad de Proycctos y Estudios Asistenciales, asi como informar acerca de los pacientes enrolados y la ctapa

de avance en el estudio, terminado o no.

DECIMO PRIMERO: Forma parte de este convenio, y no se insertan por ser conocidos de las partes, los
ipuicntes documentos:

- Aprobacién del protocolo por patte del Comité Etico Cientifico del SSMS.

- Protocolo de Investigacion.

- Curriculum del Tnvestigador.
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DECIMO SEGUNDO: Este| convenio se extiende en dos ejemplares, de idéntico tenor y fecha, quedando
un ejemplar en poder de cada parte.

DECIMO TERCERO: TLa personeria de don Luis Leiva Peia pata representar al Hospital, consta en I
Resolucion N° 85, de 09 de mayo de 2013, del Servicio de Salud Metropolitano Sur, tomada de razon por
Contzaloria General de la Reptiblica 31 de enero de 2014.

Hay firmas del Dr. Miguel Cancino Castadeda, Investigador y del Dr. Luis Leiva Peii, Dircctor del Hospital
Barros Luco Trudeau.

2.- La cjecuciéon de este estudio debera realizarse con
estricta sujecion a las normas establecidas en el convenio respectivo.

3.- Corresponderi a la Unidad de Estudios Asistenciales

vigilar el cumplimiento de las condiciones establecidas cn ¢l convenio.

4.- PUBLIQUESE c¢sta Resolucion de acuerdo a lo
previsto en ¢l articulo 7° de la Ley N° 20.285 sobre Acceso a la Informacion Piblica y en ¢l articulo 51 de s
Reglamento.

ANOTESE Y COMUNIQUESE

0 B
i
LL}‘I AAD PENA
DIRECTOR
HOSPITAL BARR\‘Osﬁco TRUDEAU
|

hdirece. Médica Gestion Clinica
- Direecion CD'T
- Subdircecion Administrativa

b

v Unidad de Estudios Asistenciales L el
Asesoria

- Oficiaa de Parres
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Anexo 6:Técnica de PCR-RFLP para la genotipificacién de COX-2 rs20417 (-765
G>C)

Se determind la presencia del polimorfismo COX-2 -765 G>C mediante PCR-RLFP segun
la técnica de Shin W. et al (2012).

e Condiciones de PCR para genotipificacién de COX-2 rs20417 (-765 G>C)

Se prepararon las condiciones para la amplificacion de un fragmento de 309 pb del gen

COX-2. La formula de reaccién corresponde a la indicada en la tabla N° 24.

Tabla 24: Formula de PCR para amplificaciéon de COX-2 rs20417 (-765 G>C)
Férmula para una muestra

Agua nanopura csp. 25 uL

Tampon de reaccién 5X* 5uL

Partidor Forward 100 nM 0,25 pL 5-AGGCAGGAAACTTTATATTGG -3
Partidor Reverse 100 nM 0,25 uL 5-ATGTTTTAGTGACGACGCTTA -3’
Taq polimerasa 5 Ul/ yL 0,40 uL

ADN gendmico Volumen equivalente a 5 — 50 ng de ADN genémico

Formula para amplificacion por PCR de un fragmento de gen COX-2 para genotipificacion de

rs20417 (-765 G>C).

*Tampon de reaccion conteniendo dNTPs 5 mM, MgCl, 15 mM, aceleradores y
estabilizadores.

e Programa de amplificacion de PCR para genotipificacién de COX-2 rs20417 (-
765 G>C)

Se amplifico el fragmento en un Termociclador G-storm (modelo: GS00482) segun el

programa de amplificacion por PCRindicadO en la tabla N° 25.

Tabla 25: Programa de amplificacion de PCR para genotipificacion de COX-2
rs20417 (-765 G>C)

Condiciones y tiempo Cantidad de Ciclos
Denaturacion 95° C — 5 minutos 1 ciclo

95° C — 30 segundos
Amplificacion 60° C — 30 segundos 35 ciclos

72° C — 30 segundos
Enfriamiento 12° C — 1 minuto 1 ciclo

Programa de amplificacion para PCR utilizado en la determinacion del genotipo rs20417 del gen
COX-2 (-765 G>C).

Se visualiz6 el producto de PCR por electroforesis en gel de agarosa al 1,2%.

81



e Digestiéon de producto de PCR para genotipificacion de COX-2 rs20417 (-765
G>C)

Para la digestién de los amplicones obtenidos para la genotipificacion de COX-2 rs20417

se utilizé la férmulaindicada en la tabla N° 26.

Tabla 26: Formula para digestion del producto de PCR de COX-2 rs20417 (-765
G>QC)

Férmula para una muestra

Agua nanopura 8,5 uL
Tampoén O 10X 1 uL
Enzima de restriccion Ssil 5 Ul/ pL 0,5 uL
Amplicén 309 pb 5 uL

Férmula para digestion del amplicn generado por PCR para COX-2 rs20417 (-765 G>C).

La digestion de los amplicones se realiz6 por un periodo de 2 horas a 37°C. Los

resultados de la digestion se visualizaron por electroforesis en gel de agarosa al 2%.

e Esgquema del patron de fragmentos de digestion de producto de PCR para
genotipificacién de COX-2 rs20417 (-765 G>C)

En el genotipo homocigoto silvestre (wt= G/G), se observan dos fragmentos de 100 pb y
de 209 pb tras la digestion, en el genotipo homocigoto mutado (mut=C/C) se observa el
amplicon de 309 pb sin alterar, y para el genotipo heterocigoto (het=G/C) se observan las

tres bandas (309 pb, 209 pb y 100 pb).

LadderV GIG GIC CiC
350 pb  ——
300 0D  p— —a——  E—— 309 pb
250 pb  —
200pb  — I EEE— 209 pb
150 pb  E—
100pb -e———— e ————— 100 pb

Figura 10:Esquema de patron de bandas de digestion segin genotipo para COX-2 rs20417 (-765
C>G). Se observa el patrén de bandas para el genotipo G/G (izquierda), G/C (centro) y C/C

(derecha).
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Anexo 7: Técnica de PCR-RFLP para la genotipificacion de COX-2 rs689466 (-1195
A>G)

Se determiné la presencia del polimorfismo COX-2 -1195 A>G mediante técnica de PCR-
RLFP segun la técnica de Shin W. et al (2012).

e Condiciones de PCR para genotipificacién de COX-2 rs689466 (-1195 A>G)

Se prepararon las condiciones para la amplificacion de un fragmento de 273 pb del gen

COX-2. La formula de reaccién corresponde a la indicada en la tabla N° 27.

Tabla 27: Formula de PCR para amplificacion de COX-2 rs689466 (-1195 A>G)
Formula para una muestra

Agua nanopura csp. 25 uL

Tampdn de reaccion 5X 5L

Partidor Forward 100 nM 0,25 uL 5-CCCTGAGCACTACCCATGAT -3
Partidor Reverse 100 nM 0,25 uL 5-GCCCTTCATAGGAGATACTGG -3
Taq polimerasa 5 Ul/ yL 0,40 uL

ADN gendmico Volumen equivalente a 5 — 50 ng de ADN genémico

Formula para amplificacion por PCR de un fragmento de gen COX-2 para genotipificacion de
rs689466 (-1195 A>G)

e Programa de amplificacién de PCR para genotipificacion de COX-2 rs689466
(-1195 A>G)

Se amplificé el fragmento en un Termociclador G-storm (modelo: GS00482) segun el

programa de amplificacion por PCRindicado en la tabla N° 28.

Tabla 28: Programa de amplificacion de PCR para genotipificacion de rs689466
del gen COX-2 (-1195 A>G)

Condiciones y tiempo Cantidad de Ciclos
Denaturacion 95° C — 5 minutos 1 ciclo

95° C — 30 segundos
Amplificacién 60° C — 30 segundos 35 ciclos

72° C — 30 segundos
Enfriamiento 12° C — 1 minuto 1 ciclo

Programa de amplificacién para PCR utilizado en la determinacién del genotipo rs689466 del gen
COX-2 (-1195 A>G)

Se visualiz6 el producto de PCR por electroforesis en gel de agarosa al 1,2%.
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e Digestién de producto de PCR para genotipificacion de COX-2 rs689466 (-
1195 A>G)

Para la digestion de los amplicones obtenidos para la genotipificacion de COX-2

rs689466se utilizo la formulaindicada en la tabla N°29.

Tabla 29: Formula para digestion del producto de PCR de COX-2 rs689466 (-1195
A>G)

Férmula para una muestra

Agua nanopura 8,5 uL
Tampoén G 10X 1 uL
Enzima de restriccion Pvull 5 Ul/ pL 0,5 uL
Amplicén 273 pb 5 uL

Férmula para digestion del amplicén generado por PCR para COX-2 rs689466 (-1195 A>G)

La digestion de los amplicones se realiz6 por un periodo de 2 horas a 37°C. Los
resultados de la digestion se visualizaron por electroforesis en gel de poliacrilamida al

18%.

e Esquema del patrén de fragmentos de digestion de producto de PCR para
genotipificacion de COX-2 rs689466 (-1195 A>G)

En el genotipo homocigoto silvestre (wt=A/A), se observa un fragmento de 273 pb tras la
digestion, en el genotipo homocigoto mutado (mut=G/G) se observan dos fragmentos de
220 y 50 pb, y para el genotipo heterocigoto se (het=A/G) observan las tres bandas (273
pb, 220 pb y 50 pb).

Ladder V AlA AIG GIG
300 pb —
I E— 273 pb
250 pb  —
200Pb  e— —— s 220 pb
150 pb  e—
100 pb  ——
S50pb m—— I S 50 pb

Figura 11:Esquema de patron de bandas de digestién segln genotipo para COX-2 rs689466 (-
1195 A>G) . Se observa el patron de bandas para el genotipo A/A (izquierda), A/G(centro) y G/G
(derecha).
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Anexo 8: Técnica de PCR-RFLP para la genotipificacion deEGF rs4444903 (+61 A>G)

Se determind la presencia del polimorfismo EGF +61 A>G mediante PCR-RLFP segln la
técnica de Araujo A. et al (2011).

e Condiciones de PCR para genotipificacion de EGF rs4444903 (+61 A>G)

Se prepararon las condiciones para la amplificacion de un fragmento de 242 pb del gen

EGF. La formula de reaccion corresponde a la indicada en la tabla N° 30.

Tabla 30: Formula de PCR para amplificacién deEGF rs4444903 (+61 A>G)
Formula para una muestra

Agua nanopura csp. 25 pL

Tampdn de reaccion 5X* 5 L

Partidor Forward 100 nM 0,25 pL 5-TGTCACTAAAGGAAAGGAGGT-3’
Partidor Reverse 100 nM 0,25 uL 5-TTCACAGAGTTTAACAGCCC-3
Taq polimerasa 5 Ul/ yL 0,40 yL

ADN gendémico Volumen equivalente a 5 — 50 ng de ADN gendémico

Formula para amplificacion por PCR de un fragmento de gen EGF para genotipificacion de
rs4444903 (+61 A>G).

e Programa de amplificacion de PCR para genotipificacién de EGF rs4444903
(+61 A>G)

Se amplifico el fragmento en un Termociclador G-storm (modelo: GS00482) segun el
programa de amplificacion por PCRindicado en la tabla N° 31.

Tabla 31: Programa de amplificacion de PCR para genotipificaciéon de EGF
rs4444903 (+61 A>G)

Condiciones y tiempo Cantidad de Ciclos
Denaturacion 95° C — 5 minutos 1 ciclo

95° C — 30 segundos
Amplificacion 55° C — 30 segundos 35 ciclos

72° C — 30 segundos
Enfriamiento 12° C — 1 minuto 1 ciclo

Programa de amplificacién para PCR utilizado en la determinacion del genotipo rs4444903 (+61
A>G) de EGF.

Se visualiz6 el producto de PCR por electroforesis en gel de agarosa al 1,2%.
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e Digestion de producto de PCR para genotipificacion deEGF rs4444903 (+61
A>G)

Para la digestion de los amplicones obtenidos para la genotipificacion de EGF rs4444903

se utilizé la férmulaindicada en la tabla N°32.

Tabla 32: Formula para digestion del producto de PCR de EGF rs4444903 (+61
A>G)

Férmula para una muestra

Agua nanopura 8,5 uL
Tampon Tango 10X 1 uL
Enzima de restriccion Alul 5 Ul/ pL 0,5 uL
Amplicén 242 pb 5 uL

Férmula para digestion del amplicn generado por PCR para EGF rs4444903 (+61 A>G).

La digestion de los amplicones se realiz6 por un periodo de 2 horas a 37°C. Los

resultados de la digestion fueron visualizados por electroforesis en gel de agarosa al 2%.

e Esquema del patrén de fragmentos de digestion de producto de PCR para
genotipificacion de EGF rs4444903 (+61 A>G)

Tras la digestion el genotipo homocigoto silvestre (Wt=A/A), presenta 4 fragmentos de 15,
34, 91 y 102 pb, en el genotipo homocigoto mutado (mut=G/G) se observan sélo los
fragmentos de 15, 34 y 193 pb, y para el genotipo heterocigoto se (het=A/G) observan
todos los fragmentos (15, 34, 91, 102 y 193 pb).

Ladder V AlA AlIG GIG

200 pb  p—
s s—— 193 pb

150 pb —
EEEEES S 102 pb

100 pb — P

I 91 pb
50ph E——— @ ———— @ ————— s 34pb
" EE——— E—— {5 pb

Figura 12:Esquema de patron de bandas de digestion segin genotipo para EGF rs4444903 (+61
A>G). Se observa el patron de bandas para el genotipo A/A (izquierda), A/G (centro) y G/G
(derecha).
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Anexo 9: Técnica de PCR-RFLP para la genotipificacion de EGFR rs2227983 (R521K
G>A)

Se determind la presencia del polimorfismo EGF R521K G>A mediante PCR-RLFP segun
la técnica de Mustafa O.H. et al (2013).

e Condiciones de PCR para genotipificacién de EGFR rs2227983 (R521K G>A)

Se prepararon las condiciones para la amplificacion de un fragmento de 155 pb del gen

EGFR. La formula de reaccion corresponde a la indicada en la tabla N° 33.

Tabla 33: Formula de PCR para amplificacion de EGFR rs2227983 (R521K G>A)

Férmula para una muestra

Agua nanopura csp. 25 uL

Tampodn de reaccion 5X* 5L

Partidor Forward 100 nM 0,25 pL 5-TGCTGTGACCCACTCTGTCT-3
Partidor Reverse 100 nM 0,25 pL 5-CCAGAAGGTTGCACTTGTCC-3’
Taq polimerasa 5 Ul/ pL 0,40 pL

ADN gendmico Volumen equivalente a 5 — 50 ng de ADN gendmico

Formula para amplificacion por PCR de un fragmento de gen EGFR para genotipificacion de
rs2227983 (R521K G>A).

e Programa de amplificacion de PCR para genotipificacién de EGFR rs2227983
(R521K G>A)

Se amplific6 el fragmento en un Termociclador G-storm (modelo: GS00482) segun el

programa de amplificacion por PCRindicado en la tabla N° 34.

Tabla 34: Programa de amplificacion de PCR para genotipificacion deEGFR
rs2227983 (R521K G>A)

Condiciones y tiempo Cantidad de Ciclos
Denaturacion 95° C — 5 minutos 1 ciclo

95° C — 30 segundos
Amplificacion 59° C — 30 segundos 35 ciclos

72° C — 30 segundos
Enfriamiento 12° C — 1 minuto 1 ciclo

Programa de amplificacién para PCR utilizado en la determinacién del genotipo rs2227983 (R521K
G>A) de EGFR.

Se visualiz6 el producto de PCR por electroforesis en gel de agarosa al 1,2%.
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e Digestién de producto de PCR para genotipificacion deEGFR rs2227983
(R521K G>A)

Para la digestion de los amplicones obtenidos para la genotipificacion deEGFR

rs2227983se utilizé la formulaindicada en la tabla N°35.

Tabla 35: Formula para digestion del producto de PCR de EGFR rs2227983
(R521K G>A)

Férmula para una muestra

Agua nanopura 8,5 uL
Tampoén R 10X 1 uL
Enzima de restriccion Mval 5 Ul/ pL 0,5 uL
Amplicén 155 pb 5 uL

Férmula para digestion del amplicén generado por PCR para EGFR rs2227983 (R521K G>A).

La digestion de los amplicones se realiz6 por un periodo de 2 horas a 37°C. Los
resultados de la digestion fueron visualizados por electroforesis en gel de poliacrilamida al

18%.

e Esquema del patrén de fragmentos de digestion de producto de PCR para
genotipificacion de EGFR rs2227983 (R521K G>A)

Tras la digestion el genotipo homocigoto silvestre (wt=G/G), presenta 3 fragmentos de 38,
50y 67 pb, en el genotipo homocigoto mutado (mut=A/A) se observan dos fragmentos de
38y 117 pb, y para el genotipo heterocigoto (het=A/G) se observan todos los fragmentos

(38, 50, 67 y 117 ph).

Ladder V GIG G/A AlA
150 pb
100 PD p— EE——— S {17 pb
50 pb I gg gg
I Eaaaaas s 38 pb

Figura 13:Esquema de patron de bandas de digestion segun genotipo para EGFR R521K G>A. .
Se observa el patron de bandas para el genotipo G/G (izquierda), G/A (centro) y A/A (derecha).
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Anexo 10: Técnica de PCR-RFLP para la genotipificacion deP53 rs1042522 (R72P
G>C)

Se determind la presencia del polimorfismo P53 coddn 72 G>C mediante PCR-RLFP

segun la técnica de O. de la Calle Martin et al. (1990).
e Condiciones de PCR para genotipificacion de P53 rs1042522 (R72P G>C)

Se prepararon las condiciones para la amplificacion de un fragmento de 259 pb del gen
P53. La formula de reaccién corresponde a la indicada en la tabla N° 36.

Tabla 36: Formula de PCR para amplificacion de P53 rs1042522 (R72P G>C)

Formula para una muestra

Agua nanopura csp. 25 uL

Tampon de reaccion 5X 5uL

Partidor Forward 100 nM 0,25 L 5-AATGGATGATTTGATGCTGTCCC -3’
Partidor Reverse 100 nM 0,25 pL 5-CGTGCAAGTCACAGACTTGGC-3
Taq polimerasa 5 Ul/ pL 0,40 pL

ADN gendémico Volumen equivalente a 5 — 50 ng de ADN gendmico

Formula para amplificacion por PCR de un fragmento de gen P53 para genotipificacion de
rs1042522 (R72P G>C).

e Programa de amplificacién de PCR para genotipificacién de P53 rs1042522
(R72P G>C)

Se amplifico el fragmento en un Termociclador G-storm (modelo: GS00482) segun el

programa de amplificacion por PCRindicado en la tabla N° 37.

Tabla 37: Programa de amplificacion de PCR para genotipificaciéon de P53
rs1042522 (R72P G>C)

Condiciones y tiempo Cantidad de Ciclos
Denaturacion 95° C — 5 minutos 1 ciclo

95° C — 30 segundos
Amplificacion 56° C — 30 segundos 35 ciclos

72° C — 30 segundos
Enfriamiento 12° C — 1 minuto 1 ciclo

Programa de amplificacidn para PCR utilizado en la determinacién del genotipo rs1042522 (R72P
G>C) de P53.

Se visualiz6 el producto de PCR por electroforesis en gel de agarosa al 1,2%.
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e Digestiéon de producto de PCR para genotipificacién de P53 rs1042522 (R72P
G>C)

Para la digestion de los amplicones obtenidos para la genotipificacion deP53 rs1042522se

utilizo la formulaindicada en la tabla N° 38.

Tabla 38: Formula para digestion del producto de PCR de P53 rs1042522 (R72P
G>QC)

Férmula para una reaccién

Agua nanopura 8,5 uL
Tampoén R 10X 1L
Enzima de restriccion BstUI 5 Ul/ pL 0,5 uL
Amplicon 259 pb 5L

Formula para digestion del amplicon generado por PCR para P53 rs1042522 (R72P G>C).

La digestion de los amplicones se realizé por un periodo de 2 horas a 37°C. Los

resultados de la digestion se visualizaron por electroforesis en gel de poliacrilamida al

18%.

e Esquema del patrén de fragmentos de digestion de producto de PCR para
genotipificacion de P53 rs1042522 (R72P G>C)

En el genotipo homocigoto silvestre (wt= G/G), se observan dos fragmentos de 160 pb y
de 99 pb tras la digestion. En el genotipo homocigoto mutado (mut=C/C) se observa el
amplicon de 259 pb sin alterar, y para el genotipo heterocigoto (het=G/C) se observan las

tres bandas (259 pb, 160 pb y 99 pb).

Ladder V GIG G/C cic
300 pb —
250 0D  pm— ——— E—— 250 pb
200 pb  E——
150 pb  m— I 160 pb
100ph Seesss—s —SS—— EE————— 99 pb

Figura 14: Esquema de patrdn de bandas de digestidén segun genotipo para P53 rs1042522 (R72P
G>C). Se observa el patrén de bandas para el genotipo G/G (izquierda), G/C (centro) y C/C
(derecha).
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Anexo 11: Etapificacion del cancer y tratamiento en pacientes con cancer de laringe

Tabla 39: Caracteristicas de estadio patoldgico y tratamiento en pacientes CL

Estadio tumoral en pacientes con cancer Tratamiento inicial en pacientes con CL

de laringe
I 18 17,8% D.C.+Q.T.+R0 16 15,8%
Il 19 18,8% D.C. +R0 8 7,9%
I 13 12,9% RO + Q.T. 9 8,9%
IVA 33 32,7% RO 11 10,9%
IVB 2 2,0% D.C. 17 16,8%
IvC 3 3,0% S.T. 24 23,8%
Multicéntrico 1 1,0% N.D. 16 15,8%
N.D. 12 11,9%

Clasificacion de estadio tumoral en pacientes con CL y tratamiento.D.C.= Diseccidén quirargica, R6=
Radioterapia, Q.T.= Quimioterapia, S.T.= Sin Tratamiento, N.D.= Sin informacién.

Anexo 12: Cantidad de muestras genotipificadas para cada variante segun grupo de

estudio.

Tabla 40: Cantidad y porcentaje de muestras exitosamente genotipificadas para cada variante

Pacientes (casos) Voluntarios (Controles)
COX-2 rs20417(-765 G>C) 100 (100%) 126 (90,6%)
COX-2 rs689466 (-1195A>G) 100 (100%) 126 (90,6%)
EGF rs4444903(+61 A>G) 100 (100%) 128 (92,1%)
EGFR rs2227983(R521K G>A) 100 (100%) 134 (96,4%)
P53 rs1042522(R72P G>C) 100 (100%) 121 (87,1%)

Cantidad y porcentaje de muestras exitosamente genotipificadas para rs20417 (-765G>C) y
rs689466 (-1195A>G) del gen COX-2, rs4444903 (+61 A>G) del gen EGF, rs2227983 (R521K
G>A) del gen EGFR y rs1042522 (R72P G>C) del gen P53 en los grupos de casos y de controles.
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Anexo 13: Equilibrio de Hardy-Weinberg

Tabla 41: Determinacién de equilibrio de Hardy-Weinberg para las frecuencias
genotipicas de COX-2rs20417 y rs689466, EGF rs4444903, EGFR rs2227983 y P53 rs1042522
determinadas en el grupo de controles

. Frecuencia
Frecuencia it
Variante N genotipica g %2 P Value
obtenida esperada en
equilibrio H.W.

rs20417 G/G: 87 0,6905 0,7011
COX-2 -765 GIC: 37 0,2937 0,2725 0,763 0,3825
G>C CiC: 2 0,0159 0,0265
rs689466 A/A: 50 0,3968 0,4184
COX-2 - A/G: 63 0,5000 0,4569 1,122 0,2895
1195A>G G/G: 13 0,1032 0,1247

G/G: 43 0,3359 0,3479
Irzséi4f§fi> G G/A:65 0,5078 0,4839 0,314 0,5754

A/A: 20 0,1563 0,1682
rs2227983 GI/G: 79 0,5896 0,5737
EGFR R521K  G/A: 45 0,3358 0,3674 0,991 0,3194
G>A A/A: 10 0,0746 0,0588
rs1042522 GI/G: 76 0,6281 0,6229
P53 R72P G/C: 39 0,3223 0,3327 0,117 0,7322
G>C C/iC: 6 0,0496 0,0444

Determinacién de equilibrio de Hardy-Weinberg para las frecuencias genotipicas de rs20417 (-
765G>C) y rs689466 (-1195A>G) del gen COX-2, rs4444903 (+61 A>G) del gen EGF, rs2227983
(R521K G>A) del gen EGFR y rs1042522 (R72P G>C) del gen P53 determinadas en el grupo de
controles. Se define que las frecuencias para un SNP se encuentran en equilibrio de HW. si el
valor de Chi cuadrado obtenido es menor a 3,81, con un grado de libertad y una probabilidad de
error tipo 1 a=0,05.
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Anexo 14: Prueba de equilibrio de ligamiento para COX-2 rs20417 y COX-2 rs689466

Tabla 42: Prueba de equilibrio de ligamiento paraCOX-2 rs20417 (-765G>C)y COX-2
rs689466 (-1195A>G)

R Squared = 0,102 D’ 1,000
. . Frecuencia esperada en
Haplotipo Frecuencia . . .

equilibrio de ligamiento

CG 0,000 0,057

GG 0,358 0,296

CA 0,154 0,105

GA 0,488 0,542

Prueba de desequilibrio de ligamiento entre los alelos de los polimorfismosrs20417 (-765G>C) y
rs689466 (-1195A>G) del gen COX-2
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