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RESUMEN

Los avances en la deteccion temprana del cancer y la eficacia de sus terapias han
provocado un aumento de la supervivencia de estos pacientes. Sin embargo, el éxito en el
tratamiento del cancer esta empafiado por los eventos adversos que tienen algunos farmacos y
la radioterapia sobre la funcion cardiaca, lo que se ha denominado disfuncion cardiaca
relacionada con la terapia del cancer (DCRTC). En este contexto se vio necesaria una
colaboracion multidisciplinar entre hematologia/oncologia y cardiologia, y nacié asi una nueva
disciplina llamada cardio-oncologia, cuyo objetivo principal es que los pacientes con cancer
puedan recibir su tratamiento de forma segura, minimizando el riesgo de cardiotoxicidad. El
objetivo principal de este proyecto es identificar marcadores genéticos claves en el desarrollo
de la DCRTC, buscando en ultima instancia la prediccion del riesgo de eventos cardiacos
severos en los pacientes con céncer. Para ello utilizamos tres enfoques genéticos distintos:
secuenciacion del exoma completo (WES), estudio de asociacion del genoma completo
(GWAS), y estima de riesgo poligénico (PRS). La WES nos permitio detectar variantes raras
patogénicas asociadas a cardiopatias familiares, especialmente a miocardiopatia dilatada, en
pacientes con DCRTC severa. EIl GWAS, en cambio, identificd variantes comunes y nuevos
genes de susceptibilidad a la DCRTC implicados en procesos como la disfuncion mitocondrial,
la muerte celular, la inflamacion, y la fibrosis. Por dltimo, el PRS nos permitio evaluar la
capacidad de prediccion de la insuficiencia cardiaca (IC) en nuestra cohorte, mostrando que los
individuos con valores altos del PRS tienen un mayor riesgo de IC. Todos estos hallazgos
respaldan la hipotesis de que la variacion genética contribuye a la susceptibilidad de la DCRTC
y nos ayudan a comprender mejor los mecanismos que la originan. En el futuro, la aplicacion
clinica de la genética en cardio-oncologia podria proporcionar un enfoque personalizado del

riesgo de DCRTC, mejorando la calidad de vida de estos pacientes.
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares y el cancer son las dos principales causas de muerte
en todo el mundo. La evidencia emergente sugiere que ambas patologias comparten diversos
factores de riesgo como el tabaco y la obesidad (1), y mecanismos fisiopatologicos subyacentes
como la inflamacién crénica y las alteraciones en el metabolismo y en el microbioma (2,3).
Esta superposicion podria explicar el mayor riesgo de los pacientes oncoldgicos a sufrir
insuficiencia cardiaca (IC) o miocardiopatia en comparacion con la poblacion general (4,5),
donde un 11,3% de los pacientes con cancer mueren por problemas cardiacos (6). Gran parte
de los tratamientos contra el cancer, como la irradiacién toracica y la quimioterapia, se asocian
con una mayor incidencia de eventos adversos sobre el sistema cardiovascular, lo que se ha
denominado toxicidad cardiovascular relacionada con la terapia del cancer (TCV-RTC), 0 méas
comdnmente, cardiotoxicidad (7,8). En las ultimas décadas, el numero de canceres
diagnosticados ha aumentado rapidamente a causa del envejecimiento y del aumento
poblacional, la exposicién a factores de riesgo (varios de los cuales estdn asociados con el
desarrollo socioecondmico), y al aumento de la deteccion precoz. Se espera que la carga
mundial de cancer sea de 28,4 millones de casos en 2040, un aumento del 47% con respecto a
2020 (9). Este aumento de la incidencia del cancer provocard que la tasa de muerte
cardiovascular también siga aumentando, por lo que es de vital importancia implementar nuevas

estrategias que permitan el correcto manejo de estos pacientes.

1.1. EVOLUCION DEL TRATAMIENTO DEL CANCER

En los inicios esta enfermedad se trataba predominantemente con cirugia radical y
cauterizacion, destinados a erradicar completamente la enfermedad antes de que pudiera
propagarse y metastatizar por todo el organismo (10). Este tratamiento quirdrgico, que muchas
veces representaba la Unica opcion terapéutica, resultaba ineficaz en pacientes con patologia

tumoral avanzada o cuando no lograba extirpar toda la masa tumoral.
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A finales del siglo XIX se produjo el descubrimiento de los rayos X, y en los afios
siguientes se sugirio su uso en el tratamiento de tumores tras constatarse que eran perjudiciales
a nivel celular, lo que proporcioné el primer enfoque terapéutico en oncologia (11). Sin
embargo, el verdadero avance se produjo después de la Segunda Guerra Mundial, con el
descubrimiento accidental derivado del uso de gas mostaza con fines bélicos (12). Asi se
descubrio el primer agente alquilante del ADN, con efectos toxicos sobre la médula 6sea y la
destruccion de los leucocitos (13). Tras la constatacion de la eficacia terapéutica de las mostazas
nitrogenadas, se definieron formalmente como los primeros farmacos antitumorales citotdxicos,
y esto supuso el nacimiento de la quimioterapia (14). A partir de este punto ha habido un
crecimiento exponencial de nuevos farmacos para el tratamiento del c&ncer. Los nuevos
descubrimientos en el campo de la biologia molecular, la biologia celular, y la inmunologia,
permitieron desarrollar farmacos especificos para algunas dianas moleculares implicadas en la
transformacion neoplasica de las células, dando lugar a la terapia dirigida (15-17). A diferencia
del enfoque de quimioterapia clasico, la terapia dirigida afecta solo a las células cancerosas
alteradas, con efectos secundarios menores hacia las células normales (18). En los ultimos 10
afios se produjo un gran avance con la introduccion de la inmunoterapia para el tratamiento de
tumores avanzados o metastasicos, para los que antes no se disponia de un tratamiento eficaz
(19,20). Actualmente se siguen desarrollando nuevos enfoques terapéuticos, y los avances mas
recientes han sido la implementacién de la terapia celular CAR-T (21,22), o el desarrollo de
vacunas contra el cancer, disefiadas segun las caracteristicas individuales del tumor, para hacer

que el sistema inmunoldgico sea mas activo contra las células cancerosas (23).

Estas estrategias han aumentado significativamente la eficacia de los tratamientos,
aumentando la tasa de supervivencia de los pacientes con cancer, lo que ha hecho que cobren
mayor relevancia los efectos adversos, donde algunos de los mas importantes son de naturaleza
cardiovascular, como la cardiotoxicidad, la toxicidad vascular, y las arritmias (24). Como se
ilustra en la Tabla 1, algunas terapias tienen un perfil de toxicidad cardiovascular muy limitado

y otras, en cambio, muy amplio.
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Tabla 1. Efectos toxicos cardiovasculares asociados a las terapias del cancer. CAR, receptor de antigeno quimérico; HDAC,
histona desacetilasa; MEK, MAPK/ERK quinasa; mTOR, diana de rapamicina; VEGF, factor de crecimiento endotelial
vascular. Modificado de Herrmann. Nat Rev Cardiol. 2020.
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vascular  Tromboembolismo Hipertension Hipertension Enfermedad las vilvulas
Arritmias Miocardiopatia _ arterial Venoso pulmonar sistémica  pericardica cardiacas
Quimioterapias convencionales
Antraciclinas X
Agentes alquilantes X
Antimetabolitos X
Agentes antimicrotibulos X
Terapia basada en platino
Antibioticos
Farmacos inmunomoduladores X X
Terapias dirigidas
Inhibidores del proteasoma X X X
Inhibidores HDAC
Inhibidores CDK4/CDK6
Inhibidores mTOR b
Inhibidores HER2 X
Inhibidores VEGF X X X X
Inhibidores BCR-ABLI1
Inhibidores BTK
Inhibidores ALK
Inhibidores BRAF
Inhibidores MEK.
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1.2. LA CARDIO-ONCOLOGIA EN LA ACTUALIDAD

1.2.1. Definicién y objetivos

Los avances en la deteccién temprana del cancer y la eficacia de sus terapias han
provocado un aumento de la supervivencia de estos pacientes, y se estima que actualmente hay
en Europa mas de 12 millones de supervivientes de cancer, segun el plan de lucha contra el
cancer elaborado por la Comision Europea. El éxito en el tratamiento del cancer, sin embargo,
estd empafado por los efectos negativos que tienen algunos farmacos y la radioterapia sobre la
funcién cardiaca y vascular. La comunidad médica empez6 a tomar conciencia de la toxicidad
cardiaca de los farmacos oncoldgicos en la década de 1970, cuando pacientes tratados con altas
dosis de doxorrubicina desarrollaron insuficiencia cardiaca. La conciencia aumento a principios
de la década de 2000, cuando la terapia contra el cancer de mama anti-HERZ2 con trastuzumab
y otros nuevos tratamientos contra el cancer con potencial de toxicidad cardiovascular entraron
en la préactica clinica (25). En este contexto se vio necesaria una colaboracion multidisciplinar
entre hematologia/oncologia y cardiologia, y nacio asi una nueva disciplina llamada cardio-
oncologia, cuyo objetivo principal es que los pacientes con cancer puedan recibir su tratamiento

de forma segura, minimizando el riesgo de cardiotoxicidad y, por ende, la morbilidad y
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mortalidad a largo plazo (26,27). Esto se consigue a través de la prevencion, el seguimiento, y

el manejo de la toxicidad cardiovascular de forma personalizada.

Para ello se establece que los oncologos deben referir a los pacientes a los cardidlogos con el
objetivo de (28):

- Identificar a los pacientes con alto riesgo en el momento del diagnostico, incluidos
aquellos con enfermedades cardiovasculares existentes, con varios factores de riesgo
cardiovasculares, y aquellos cuya terapia contra el cancer pueda presentar riesgos.

- Discutir las opciones de tratamiento del cancer desde las perspectivas cardiovascular y
oncologica, tratando de minimizar la cardiotoxicidad, y debatir la continuacion o
interrupcidn del tratamiento si los efectos secundarios se hacen evidentes.

- Recomendar estrategias preventivas como dieta, ejercicio, y agentes cardioprotectores
para minimizar el riesgo en pacientes con enfermedad cardiaca.

- Monitorizar y tratar posibles complicaciones cardiovasculares antes, durante, y después

del tratamiento del paciente.

Esta area de la medicina cuenta con pocos ensayos clinicos, y la evidencia en la cual
basar la toma de decisiones es todavia limitada. En noviembre del 2022 se public6 la primera
guia de cardio-oncologia elaborada por la Sociedad Europea de Cardiologia (ESC, por sus siglas
en inglés) (28), con el propdsito de proporcionar el consenso de la opinion de los expertos para
orientar a los profesionales sanitarios en la toma de decisiones. Esta guia incluye las
definiciones de la TCV-RTC y proporciona un enfoque personalizado de la atencion basado en
la evaluacion inicial del riesgo de toxicidad cardiovascular. Ademas, aborda nuevos protocolos
para la vigilancia cardiovascular durante el tratamiento del cancer, asi como el tratamiento de
la TCV-RTC aguda. La toma de decisiones dependera asi del balance riesgo/beneficio del

tratamiento oncoldgico y de la severidad e impacto de la TCV-RTC.
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1.3. LADCRTC

1.3.1. Definicion e incidencia

La forma de manifestacion de la TCV-RTC es variable: desde miocardiopatia e IC,
pasando por miocarditis, toxicidad vascular, hipertension, arritmias, prolongacion del intervalo
QT, y enfermedades cardiacas pericérdicas y valvulares (29). Las formas de presentacion mas
frecuentes, y las que se tratan en este proyecto, son la miocardiopatia e IC, que se engloban
dentro del término disfuncion cardiaca relacionada con la terapia del cancer (DCRTC) (28).

En la Tabla 2 se muestra la definicion de las distintas categorias de DCRTC.

Tabla 2. Definiciones de DCRTC.

DCRTC Muy severa | IC que requiere soporte inotropico, soporte circulatorio mecanico o consideracion de
sintomatica trasplante
(1C) Severa IC hospitalizacion
Moderada Necesidad de intensificacion ambulatoria del tratamiento con diuréticos e IC
Leve Sintomas leves de IC, no se requiere intensificacion del tratamiento
DCRTC Severa Nueva reduccidn de la FEVI menor al 40%
asintomética | Moderada Nueva reduccion de la FEVI en >10 puntos porcentuales respecto de la FEVI del 40% al
49%

Nueva reduccidn de la FEVI < 10 puntos porcentuales hasta una FEVI de 40-49 % y
nueva disminucion relativa en GLS mayor al 15 % desde el valor inicial

Un nuevo aumento en los biomarcadores cardiacos (troponina T ultrasensible y
propéptido natriurético)

Leve FEVI>50%

y nueva disminucion relativa en GLS mayor al 15% desde el valor inicial

y/o nuevo aumento en los biomarcadores cardiacos

IC, Insuficiencia cardiaca; FEVI, fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo; GLS, Strain global longitudinal. Modificado
de Lyon et al. Eur.Heart.J.2022

La DCRTC puede ocurrir dentro del primer afio o puede no hacerse evidente hasta afios
después de la interrupcion del tratamiento. Es frecuente que se manifieste como miocardiopatia
dilatada (MCD) crénica en pacientes adultos o como miocardiopatia restrictiva en pacientes
mas jovenes (30,31). A nivel microscopico se observo fibrosis intersticial, pérdida miofibrilar,
y formacion de vacuolas en los cardiomiocitos (32). Observaciones mas recientes también
mostraron una reduccion en la masa del ventriculo izquierdo, incluso sin alteraciones

significativas en la fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo (FEVI) (33,34).

La incidencia de DCRTC depende del tipo de tratamiento administrado.
La administracion de antraciclinas, farmacos alquilantes, y fluoropirimidinas, suele asociarse a

una alta incidencia de IC (35). Por el contrario, los anticuerpos monoclonales dirigidos o los
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inhibidores de la tirosina quinasa generalmente se asocian con una menor incidencia de IC.
Ademas, el riesgo de IC asociado a las antraciclinas, el grupo de farmacos mas utilizado en el
tratamiento del cancer, depende de la dosis (36). En ausencia de factores de riesgo y con una
dosis acumulada inferior a 300 mg/m?, la tasa de IC es inferior al 10%. Por el contrario, con
una dosis acumulada superior a 550 mg/m?, la incidencia aumenta hasta un 48% (37). En
presencia de factores de riesgo como antecedentes cardiovasculares, edad avanzada,
combinacion con otros agentes anticancerigenos, y predisposicion genética, se puede

desarrollar miocardiopatia con dosis bajas de antraciclinas (37,38).

1.3.2. Fisiopatologia

Aunque el tratamiento contra el cancer se lleva utilizando intensamente durante las
ultimas décadas, el mecanismo por el que se produce DCRTC aln no se conoce completamente,
pero la mayoria de los expertos coinciden en que es un proceso multifactorial. Debido a que
cada agente anticancerigeno tiene efectos cardiacos Unicos, el dafio miocardico puede inducirse
mediante diversos mecanismos, como la toxicidad directa de los miocitos que provoca
insuficiencia cardiaca, o la inhibicion de los canales ionicos o las vias de sefializacion de la
tirosina quinasa que provocan arritmias con o sin prolongacién del intervalo QT (35).
Comprender los mecanismos biolégicos que subyacen a la DCRTC es fundamental para
desarrollar estrategias de prevencion, deteccion temprana, y tratamiento exitosas. A
continuacion se describiran los principales mecanismos que originan la DCRTC producida por
las antraciclinas, y mas concretamente por la doxorrubicina (DOX), una de las antraciclinas

mas prescritas (Figura 1).

Figura 1. Mecanismos moleculares responsables de los
efectos cardiotoxicos de las antraciclinas. La DOX induce
DCRTC a través de mdltiples mecanismos, incluida la
inhibicion de la topoisomerasa Il (Top2), que provoca dafio en

Cardiomiocito > a
| Estrés [ oS

| oxidativo |

MW.. \ el ADN vy apoptosis; generacién de especies reactivas de
Top2p A Apomos: osfuncien ox_lgeno (ROS), q_ue causar) e_zstres oxidativo y @s_fgr,lcnon
B BTS2 rocener= J mitocondrial; deterioro contractil que surge de la inhibicién de
. ), P S la bomba de calcio del reticulo sarcomérico (SERCA2a) y de
seritn . I — cambios en la composicién y organizacion de los
_____ miofilamentos; y fibrosis cardiaca. Modificado de Dozic et al.
fioroticer N Cells. 2023.
t

Fibroblasto

10
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1.3.2.1. Especies reactivas de oxigeno y disfuncion mitocondrial

La interferencia con diferentes procesos mitocondriales es el principal
determinante molecular de la cardiotoxicidad producida por la DOX. La DOX inhibe la
progresion tumoral al interferir con la replicacion y transcripcion del ADN a través de
mecanismos como la intercalacion, la separacion de las cadenas, y la inhibicion de la
topoisomerasa Il (Top2) (39-41). Se cree que la inhibicién de la Top2 en los cardiomiocitos es
la principal responsable de iniciar la cascada cardiotdxica, que produce dafio nuclear, activacion

de p53, disfuncion mitocondrial, y activacion de las vias de muerte celular (42,43).

Las mitocondrias son muy abundantes en el musculo cardiaco, ocupan sobre el
30% del volumen de los cardiomiocitos y producen alrededor del 90% de la energia celular a
través de la cadena de transporte electronico, lo que es necesario para la correcta funcion
contractil (44). Entre los mecanismos moleculares subyacentes a la disfuncion mitocondrial
inducida por las antraciclinas cabe mencionar la formacién de especies reactivas de oxigeno
(ROS, por sus siglas en inglés), la disrupcion de la homeostasis del hierro, y la autofagia.
La DOX promueve la produccion de ROS a través de varios mecanismos como la interferencia
directa con la NADPH oxidasa, las 6xido nitrico sintasas, la cadena de transporte de electrones
mitocondrial (45), y la alteracién del metabolismo del hierro. El hierro se acumula en las
mitocondrias provocando una sobrecarga férrica que resulta altamente toxica para la célula y
que termina desencadenando la ferroptosis, muerte celular dependiente del hierro (46-48).
Las mitocondrias, que son la principal fuente de produccion de ROS, son a su vez susceptibles
al dafio inducido por las ROS, lo que contribuye a la alteracion de su funcién. Cuando los
organulos celulares estan dafiados, se activa la autofagia, que se encarga del reciclado y
eliminacién de los componentes celulares potencialmente toxicos (49). La DOX puede inhibir
el inicio de la autofagia y el blogueo de la fusion entre el autofagosoma y el lisosoma,

exacerbando el dafio en los cardiomiocitos y conduciendo a su muerte (50).

1.3.2.2. Alteracion de las vias de muerte celular

Tal como se describié anteriormente, el tratamiento con DOX causa estrés
oxidativo excesivo y dafio mitocondrial que a su vez desencadenan las vias de muerte celular
(42). Inicialmente se describidé la apoptosis como la responsable de la muerte de los
cardiomiocitos desencadenada por la DOX, sin embargo, la evidencia posterior sugirié que

ademas de esta via se pueden desencadenar otros tipos de muerte celular programada como la
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necroptosis, la piroptosis, y las ya mencionadas ferroptosis y autofagia (51). La apoptosis es la
forma mas comun de muerte celular programada, caracterizada por la contraccion celular, el
aumento de la densidad citoplasmatica y la pérdida del potencial de membrana mitocondrial.
Como resultado de los cambios en la permeabilidad, se generan cuerpos apoptoticos intactos,
que las células vecinas captan y degradan eficientemente (52). La necroptosis, en cambio, es
una forma de necrosis que implica la liberacion de citoquinas, como el factor de necrosis
tumoral (TNF-a, por sus siglas en inglés), que sefialan la muerte celular (53-56). Recientemente
se ha descrito otra forma de muerte celular programa caracterizada por un aumento de la

inflamacién y la activacion de las caspasas y el inflamasoma NLRP3, la piroptosis (57-59).

La atrofia o apoptosis de los cardiomiocitos puede provocar pérdida de masa
ventricular (60—62). Esto se constatd en estudios recientes donde observaron una reduccion de
la masa del ventriculo izquierdo tras la terapia con antraciclinas que se correlacion6 con

empeoramiento de la sintomatologia de IC (33,34).

1.3.2.3. Fibrosis cardiaca

La matriz extracelular del miocardio consiste en una intrincada red fibrilar de
colageno que proporciona soporte a la funcion de los cardiomiocitos, incluyendo la
contractilidad (funcién sistolica) y la relajacion (funcién diastolica) (63). La disfuncion
mitocondrial y la muerte de los cardiomiocitos inducidas por las antraciclinas desencadenan la
infiltracion de células inflamatorias en la matriz extracelular del miocardio, que inducen la
expresion de citocinas inflamatorias (64-66). La inflamacion cronica resultante promueve la
conversion de fibroblastos en miofibroblastos con la consiguiente sintesis y deposito de
colageno (67). Los cardiomiocitos muertos son reemplazados por colageno, lo que conduce a
la fibrosis intersticial miocardica, que contribuye al deterioro de la funcion del ventriculo

izquierdo y predice eventos cardiovasculares adversos (66,68,69).

1.3.3. Factores de riesgo Yy estratificacion antes del tratamiento

El riesgo de DCRTC es una variable dinamica, depende del riesgo basal y cambia a lo
largo del tiempo con la exposicion a las terapias cardiotoxicas (28). Puede verse influido por
varias variables, incluyendo la implantacion de tratamientos de prevencion primaria, la
optimizacion de la enfermedad cardiovascular preexistente, la dosis, frecuencia y duracion del

tratamiento oncoldgico, el tratamiento acumulado recibido, y el tiempo transcurrido desde el

12



Introduccién

inicio del tratamiento. El riesgo puede entenderse como probabilidad de que aparezca, 0 como
gravedad de la complicacion. Por ejemplo, un paciente podria tener una alta probabilidad de
desarrollar DCRTC pero esta ser leve, y por lo tanto podria continuar el tratamiento. Por el
contrario, un paciente con baja probabilidad podria llegar a desarrollar un evento grave y tener

que interrumpir el tratamiento (28).

Se ha descrito que los factores de riesgo cardiovascular preexistentes (Tabla 3) estan
asociados con una mayor incidencia de DCRTC. Concretamente, se informé que la incidencia
de DCRTC en pacientes con hipertension, diabetes mellitus, obesidad, y tabaquismo, es
notablemente mayor que la de los pacientes que carecen de estas condiciones (38,70).

El momento 6ptimo para considerar las estrategias de prevencion de las enfermedades
cardiovasculares en los pacientes con cancer es en el momento del diagnostico del cancer y
antes del inicio del tratamiento oncoldgico, aunque se recomienda una nueva evaluacion del
riesgo después del tratamiento oncoldgico para establecer diferentes trayectorias de prevencion
de la salud cardiovascular a largo plazo (26-28). Estas estrategias son necesarias para mitigar
el riesgo de la enfermedad cardiovascular y mejorar la adherencia de los tratamientos contra el
cancer y la supervivencia general. La evaluacién inicial del riesgo requiere un enfoque
personalizado y debe considerarse para todos los pacientes diagnosticados de cancer que estan
programados para recibir tratamiento (28). Idealmente deberia realizarse utilizando un método
de estratificacion de riesgo reconocido, en el que se incorporen multiples factores de riesgo para
determinar el riesgo especifico del paciente (71). Unicamente se han publicado un néimero
limitado de puntuaciones de estratificacion del riesgo en pacientes con cancer, con el objetivo
de clasificar a los pacientes en riesgo bajo, moderado, alto, y muy alto de complicaciones
cardiovasculares antes de iniciar el tratamiento. Hasta hace poco tiempo se utilizaba la
evaluacion sistematica de riesgo coronario (SCORE, por sus siglas en inglés) de la ESC para
identificar a los pacientes con alto riesgo cardiovascular. SCORE estima el riesgo de sufrir
eventos cardiovasculares mortales en 10 afios, en funcion del sexo, la edad, el tabaquismo, la

presion arterial sistolica, y el nivel de colesterol total (https://www.heartscore.org/en_GB) (72).
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Recientemente, el grupo de estudio de cardio-oncologia de la Asociacion de
Insuficiencia Cardiaca (HFA, por sus siglas en inglés) de la ESC, en colaboracion con la
Sociedad Internacional de Cardio-oncologia (ICOS, por sus siglas en inglés), propuso un
formulario de estratificacion del riesgo cardiovascular de referencia (evaluacion de riesgo HFA-
ICOS) que se puede utilizar especificamente para estratificar el riesgo cardiovascular en
pacientes con cadncer antes de iniciar terapias potencialmente cardiotdxicas
(https://www.cancercalc.com/HFA-ICOS_cardio_oncology_risk_assessment.php) (73).
Esta nueva estima de riesgo, ademas de puntuar para los factores de riesgo cardiovasculares,
tiene en consideracion el tratamiento del cancer (Tabla 4). Varios estudios demostraron que el
modelo de estratificacion de riesgo HFA-ICOS permite una estratificacion del riesgo
cardiovascular mas personalizada en los pacientes con cancer, y es mas sensible que la
evaluacion SCORE utilizada anteriormente (74,75). Segun la guia de cardio-oncologia, y
aungue se necesita una mayor validacion, se debe considerar el uso de la puntuacion de riesgo
HFA-ICOS para determinar el riesgo de TCV-RTC previo al tratamiento (28,73,76).

Tabla 4. Puntuacion de riesgo cardiovascular HFA-1COS. Formulario de estratificacion del riesgo cardiovascular basal para
la quimioterapia con antraciclinas. IMC, indice de masa corporal; PN, péptido natriurético; FEVI, fraccion de eyeccion del
ventriculo izquierdo; NT-proBNP, pro-péptido natriurético N-terminal. Bajo riesgo = ningdn factor de riesgo o un factor de
riesgo medio; Riesgo medio = factores de riesgo medio con un total de 2—4 puntos; Alto riesgo = factores de riesgo medio con
un total >5 puntos o cualquier factor de riesgo alto; Muy alto riesgo = cualquier factor de riesgo muy alto. Modificado de Lyon
et al. Eur J Heart Fail. 2020.

Factor de riesgo Puntuacién
Enfermedad cardiovascular previa
Insuficiencia cardiaca o cardiopatia Muy alto
Enfermedad severa de las valvulas cardiacas Alto
Infarto de miocardio o revascularizacién coronaria previa Alto
Angina estable Alto
FEVI basal <50% Alto
FEVI limite 50%-54% Medio
Biomarcadores cardiacos
Troponina basal elevada Medio
PN o NT-proBNP basal elevado Medio
Factores cardiovasculares y demogréaficos
Edad >80 afos Alto
Edad 65-79 afos Medio
Hipertension Medio
Diabetes mellitus Medio
Enfermedad renal crénica Medio
Tratamiento del cancer previo
Exposicion a antraciclinas Alto
Radioterapia de mama izquierda o mediastinica previa Alto
Quimioterapia previa no-antraciclinas Medio
Factores de riesgo derivados del estilo de vida
Fumador actual o antecedentes significativos Medio
Obesidad (IMC>30kg/m?) Medio
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Otras puntuaciones de riesgo cardiovascular menos especificas (SMART (por sus siglas
del inglés Second manifestations of ARTerial disease), ADVANCE (por sus siglas del inglés
Action in Diabetes and Vascular Disease: Preterax and Diamicron Modified Release
Controlled Evaluation), ASCVD (por sus siglas del inglés Atherosclerotic Cardiovascular
Disease) and U-Prevent) pueden considerarse al inicio de la evaluacion para determinar el
riesgo cardiovascular, considerando que el cancer en si puede aumentar la probabilidad de

enfermedad cardiovascular (28).

1.3.4. Diagndstico y gestion

La DCRTC puede presentarse clinicamente o detectarse en pacientes asintomaticos
durante la vigilancia. Se recomienda seguir un enfoque multidisciplinar y derivar al servicio de
cardio-oncologia a los pacientes que desarrollen complicaciones cardiovasculares para
considerar la relacién riesgo/beneficio de continuar la quimioterapia (26,73). El diagnostico de
DCRTC incluye la aparicion de sintomas cardiovasculares, anomalias en la funcion cardiaca
detectadas en las imagenes, y/o un aumento en los biomarcadores cardiacos (troponina T de
alta sensibilidad y propéptido natriurético N-terminal). Una vez diagnosticada, la gestion de la
DCRTC presenta pequefias variaciones dependiendo de la clase de farmacos que se estén
administrando. A continuacién se detalla el procedimiento a seguir en el caso de las

antraciclinas (Figura 2).

Manejo de los pacientes con DCRTC

DCRTC sintomatica DCRTC asintomatica
Muy severa/Severa Moderada Leve Severa/moderada Leve
Suspension del Interrupcion del Enfoque Interrupcién del Continuacion del
tratamiento y tratamiento y multidisciplinar tratamiento y tratamiento con
enfoque enfoque para evaluar la enfoque seguimiento
multidisciplinar multidisciplinar continuacion o multidisciplinar cardiovascular
interrupcion del
tratamiento Descenso GLS
>15% o incremento
¢TnoPN
. IECA/ARA-II y/o
Terapia IC Y

BB

Figura 2. Gestion de la DCRTC. IECA, inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina; ARA-1I, antagonistas de
los receptores de la angiotensina; BB, betabloqueantes; cTn, troponina cardiaca; DCRTC, disfuncién cardiaca relacionada con
la terapia del cancer; GLS, strain longitudinal global; IC, insuficiencia cardiaca; PN, péptido natriurético. Se muestra en azul
la estrategia oncoldgica y en rosa la estrategia cardiovascular. Modificado de Lyon et al. Eur Heart J. 2022.
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Una vez se ha detectado la DCRTC, si esta es grave y sintomatica, se recomienda
suspender el tratamiento oncoldgico y empezar el tratamiento de la IC. En el caso de ser grave
asintomatica o moderada, la suspension serd temporal, y serd necesario el tratamiento de la IC
y un enfoque multidisciplinar para poder reanudarlo después de la recuperacion de la funcién
del ventriculo izquierdo. Si se decide continuar el tratamiento, sera utilizando una serie de
estrategias de prevencion, como minimizar la dosis administrada y ajustar el tiempo de infusion,
utilizar formulaciones especiales como las antraciclinas liposomales, y tratar con dexrazoxano
(un quelante de hierro con efectos cardioprotectores) antes de administrar antraciclinas, todo
ello bajo la estrecha supervision en cada 1 o 2 ciclos de quimioterapia. El dexrazoxano
actualmente estd aprobado solo para pacientes adultos con céncer de mama metastasico
avanzado que han recibido una dosis acumulada de antraciclinas >300 mg/m?, debido a su
potencial efecto sobre la reduccion de la efectividad del tratamiento del cancer y al aumento del
riesgo de neoplasias secundarias. En la préctica clinica se deberia considerar para todos los
pacientes de cancer programados para recibir dosis acumuladas altas de antraciclinas y para
pacientes con alto riesgo de desarrollar DCRTC. En el caso de la DCRTC leve y sintomatica,
se recomienda valorar la suspension temporal o continuacién del tratamiento bajo un enfoque
multidisciplinar. Si es leve asintomatica, se continuara el tratamiento y se considerard la
administracion concomitante de agentes cardioprotectores, como inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina ll/antagonistas del receptor de angiotensina (IECA/ARA-II) o
betabloqueantes (BB). Los efectos beneficiosos del ejercicio aerébico antes y durante la
guimioterapia con antraciclinas han sido demostrados y se recomiendan para todos los pacientes
que desarrollan DCRTC.

1.3.5. Genética

La evidencia existente respalda la hipétesis de que la variacion genética contribuye a la
susceptibilidad de la DCRTC. La mayoria de los estudios realizados tienen un enfoque de gen
candidato (en el que solamente se estudian variantes genéticas en una serie de genes
seleccionados en base a evidencias previas) o0 muestran la expresion genética diferencial en
modelos preclinicos de raton. Solo unos pocos son estudios de asociacion de todo el genoma
(GWAS, por sus siglas en inglés) (77,78). Muchos de los estudios de genes candidatos no
corrigieron por comparaciones multiples, a diferencia de los estudios que examinaron una
mayor cantidad de polimorfismos (SNP, por sus siglas en inglés), lo que puede resultar en una

mayor cantidad de hallazgos falsos positivos en los estudios de genes candidatos (79). Teniendo
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en cuenta el rendimiento limitado de este tipo de estudios, un enfoque como el GWAS puede
ser més adecuado para descubrir nuevos determinantes genéticos de la cardiotoxicidad asociada
a las antraciclinas. Hasta la fecha ambos enfoques han identificado mas de 60 SNPs en
aproximadamente 40 genes de potencial interés, pero ninguno de los SNPs detectados mediante
GWAS super6 el umbral de significancia en todo el genoma de P<5x10® (77,78). Estos SNPs
han sido revisados exhaustivamente previamente (77-80). Unicamente unos pocos SNPs se han
replicado en muestras independientes y tienen validacién funcional (Figura 3). Este éxito
limitado probablemente se deba a la falta de una definicion estandarizada de la DCRTC hasta
la publicacion de la guia de cardio-oncologia ESC 2022, asi como a las diferentes caracteristicas
de los pacientes y al limitado poder estadistico de los estudios a causa del reducido tamafio
muestral. En el futuro, un enfoque genético personalizado podria ayudar a definir mejor la

susceptibilidad individual a las enfermedades cardiovasculares en los pacientes con cancer.

Datos procedentes
de la guia ESC de
cardio-oncologia

CELF rs1786814, RARG 12229774, SLC2843 rs7853758, UGT1A46 rs17863783, rs28714259, TTN-truncating variants

Datos procedentes de

estudios in silico + U S 7 TR AN R A e c rAm ) IR 0 TTN : rariante
replica tidic CELF rs1786814, RARG 152229774, SLC2843 157853758, UGT1A46 rs17863783, rs28714259, TTN-truncating variants
€ ca + estudic
funcional

Niveles de evidencia

GDFS5, TLR4, GSTMI null variant, CBR3 rs1056892, HAS3 rs223228, TRPC6 rs767086724, ABCCS,
P53, SLC22417 rs4982753, CYP3A45 rs776746, ABCBS, SLC2243, RBL2 rs17800727, PLCE1 rs932764,
ATP2B1 rs17249754, SESN2, rs8032978, rs7406710, NOOI1, ABCCI rs246221, NOS3, ETFB, SLC2247,
HAS3 1s2232228, PRMT 1, SIRT6, MMP2, ZNF827, PI3KR2

Datos procedentes de estudios in
silico + replica/metaanalisis o
varios  estudios  funcionales
independientes

ABCC2 rs8187710, RAC2 rs13058338, CYBA rs4673, NCF4 rs1883112, ABCBS, SLC2243,
SLC2246, TRIM21, NCF4, ABCB4, COX54, ALAS2, BAX, TLRS5, SMAD3, SLC7A41l,
TRAF2, PFKM, MFN2, PRMT4, BMP10, SIRT4, SIRT2, FGFI, YAP. SGKI1, KNGI,
METRNL, Acotl, IFTSS, HFE, Drpl, CDK2

Datos procedentes de un tinico estudio in
silico/estudio funcional o varios estudios
con resultados contradictorios

Figura 3. Clasificacion de los principales genes asociados a la DCRTC segun el nivel de evidencia hasta la fecha.
De arriba abajo, de mayor (rosa) a menor (azul) evidencia. No se incluyen todos los genes de menor evidencia. A pesar de la
gran diferencia entre los genes asociados a la DCRTC, todos comparten los mismos mecanismos fisiopatol6gicos, que incluyen
dafio al ADN, disfuncion mitocondrial, estrés oxidativo, transporte de farmacos y metabolismo, disfuncion del sarcomero, y
alteracion del metabolismo del hierro. Elaboracion propia.
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1.3.5.1. Variantes comunes
A continuacion se resume la evidencia mas significativa en la genética de la DCRTC:

- SLC28A2: En el afio 2012, Visscher y col. llevaron a cabo un estudio de 2.977 SNPs
en 220 genes clave en la biotransformacion de farmacos en una cohorte de 156 pacientes
pediatricos tratados con antraciclinas (38 casos y 118 controles) (81). En este estudio se asocid
la cardiotoxicidad con la variante sindnima rs7853758 (P=1,8x107%), ubicada en el gen
SLC28A2, que codifica un transportador de captacion especifico del corazén. La variante
rs7853758 ha sido replicada posteriormente en otras cohortes independientes (82). En 2022 se
realizd un estudio con cardiomiocitos derivados de células madre pluripotentes (iPSC-CMs)
obtenidas de pacientes tratados con doxorrubicina, y se comprobé el efecto cardioprotector de
este locus (83). Los autores también sefialan que la variante sindnima rs7853758 estd en
desequilibrio de ligamiento con otras 22 variantes no codificantes formando un haplotipo
cardioprotector, y destacan el rs11140490 (otro SNP dentro del locus) como SNP causal méas
probable. Es interesante sefialar que la edicion del rs11140490 aumentd la sensibilidad de los
iPSC-CMs en aproximadamente un 28%, lo que denota que podria haber mas SNPs dentro del
haplotipo que interactian de manera aditiva con rs11140490 para predisponer a la proteccion

contra la cardiotoxicidad.

- UGT1AG6: En el mismo estudio de Visscher y col. también se identifico la asociacion
el gen UGT1A®6 con la cardiotoxicidad en poblacién pediatrica (81). Un afio mas tarde la
asociacion del rs17863783 se valido en una cohorte independiente (P=1,6x107°) (82). En 2016
se volvid a replicar esta variante, esta vez en una cohorte de supervivientes con trasplante de
médula 0sea que desarrollaron miocardiopatia de inicio temprano (84). El gen UGT1AG6 esta
implicado en la detoxificacion de farmacos, por lo que se puede plantear la hipétesis de que su
alteracion podria conducir a la acumulacion de metabolitos toxicos de las antraciclinas, lo que

resultaria en un mayor riesgo de cardiotoxicidad (77).

- RARG: El primer GWAS sobre la cardiotoxicidad inducida por antraciclinas se publico
en 2015 por Aminkeng y col. La cohorte descubrimiento estuvo compuesta por 280 pacientes
(32 casos y 248 controles) de ascendencia europea tratados por cancer infantil (85). El estudio
identificd la variante no sindnima rs2229774 en el gen RARG asociada con la cardiotoxicidad

inducida por antraciclinas (P=5x10). Este gen codifica el receptor de 4cido retinoico gamma,
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que es importante en la regulacion transcripcional de la topoisomerasa-2. Esta variante se testd
en otras cohortes independientes (85-88). En los ltimos afios se realizaron varios estudios con
IPSC-CMs derivadas de pacientes tratados con doxorrubicina donde se mostré que esta variante
atenla la reparacion del ADN en respuesta al farmaco (83,89,90). Estos hallazgos sugieren que
RARG podria ser un biomarcador clinicamente significativo de la cardiotoxicidad inducida por

antraciclinas.

- CELF4: En 2016 se publico otro GWAS sobre cardiotoxicidad en 430 supervivientes
de céncer infantil (162 casos y 268 controles) que identificé la variante intronica rs1786814 en
el gen CELF4 (P=1,14x107) (91). Esta variante fue replicada en otras cohortes independientes
(86). La proteina codificada por este gen participa en la regulacién del splicing de TNNT2, que
a su vez codifica la troponina T cardiaca, un biomarcador de lesion miocérdica. En el ensayo
funcional del polimorfismo CELF4 se observo que los portadores de un alelo de riesgo tenian
mas probabilidades de coexpresar distintas isoformas de TNNT2 en el corazon, de manera
similar a como ocurre en la MCD, lo que en Gltima instancia provocaria una disminucién de la
contractilidad (91).

- 1s28714259: En 2017 se realiz6 el GWAS de cardiotoxicidad con mayor tamafio
muestral publicado hasta el momento, 1.055 pacientes adultos (68 casos y 987 controles) que
recibieron doxorrubicina (92). En este estudio se identifico la variante intergénica rs28714259
(P=9,25x10), que posteriormente fue replicada en otras cohortes independientes (92,93).
En 2022 se testd esta variante en iPSC-CMs y se mostrd su impacto en la supervivencia y
contractilidad de los cardiomiocitos (94).

- GDF5: En 2021 se realizo el primer analisis de asociacion de todo el transcriptoma
(TWAS, por sus siglas en inglés), derivado del estudio de Aminkeng y col. En él se identifico
una disminucion de la expresion del gen GDF5 asociada con la cardiotoxicidad (P=1,70x10°)
(95). Esta asociacion fue replicada en una cohorte independiente y el estudio funcional sefial6
que la viabilidad de los cardiomiocitos con el gen GDF5 silenciado disminuye

significativamente en respuesta al tratamiento con antraciclinas.
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1.3.5.2. Variantes raras y de baja frecuencia
Ademés de las variantes comunes previamente descritas, también se han

identificado variantes raras y de baja frecuencia asociadas a la DCRTC:

- TTNtvs: Las variantes truncantes en el gen de la titina (TTNtvs) son las que tienen una
mayor evidencia en la DCRTC. Hay numerosos estudios que describen que los pacientes
oncologicos con TTNtvs son mas propensos a desarrollar IC severa y/o fibrilacion auricular
tras el tratamiento (96-98). Recientemente se ha sefialado que la inhibicién de ARN circular
derivado de la TTN incrementa la susceptibilidad de los cardiomiocitos a la doxorrubicina (99).
Las TTNtvs ubicadas en la banda A del sarcomero son la causa mas comun de MCD hereditaria
(100), y conducen a defectos en el sarcomero, actividad defectuosa de los canales de Na™, y

disfuncion contractil (101).

Ademas de las TTNtvs, también se han descrito otras variantes en genes asociados a
MCD en pacientes con DCRTC (LMNA, p.Arg190Trp (102); FLNC, p.Arg2326* (103); MYH7,
p.Asp545Asn, p.Asp955Asn, p.Tyrl375X, p.Glul426Lys (104-106).

1.3.5.3. Recomendaciones actuales de las guias sobre el test genético

PharmaGKB (https://www.pharmgkb.org/) es una base de conocimiento sobre
farmacogendmica que reune informacion sobre el impacto de la variacion genética humana en
la respuesta a los medicamentos. Abarca asociaciones gen-farmaco y relaciones genotipo-
fenotipo clinicamente accionables, ademas de incluir las recomendaciones de las principales
sociedades y agencias reguladoras: Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium
(CPIC), Royal Dutch Association for the Advancement of Pharmacy - Dutch Pharmacogenetics
Working Group (DPWG), Canadian Pharmacogenomics Network for Drug Safety (CPNDS) y
French National Network of Pharmacogenetics (RNPGx). Con relacién a los farmacos de la
terapia contra el cancer y la DCRTC, unicamente la CPNDS en la publicacion del 2016
recomienda que se realice un test farmacogenetico para las variantes RARG rs2229774,
SLC28A3 rs7853758, y UGT1A6 rs17863783 a todos los pacientes pediatricos con cancer
tratados con doxorrubicina o daunorrubicina (Nivel de evidencia B, recomendacion moderada)
(107). Como la mayoria de los estudios hasta el momento se han realizado en pacientes
pediatricos que recibieron doxorrubicina o daunorrubicina, se desconoce la generalizacion de

estos hallazgos a adultos y otros farmacos.
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Es por ello que actualmente no se recomiendan las pruebas farmacogenéticas en
pacientes adultos ni en nifios que recibieron otro tipo de farmacos (Nivel de evidencia C,

recomendacion opcional).

Por otro lado, la guia de cardio-oncologia ESC 2022 sefiala que los SNPs con una
evidencia mas sdlida con la DCRTC hasta el momento son: CELF4 rs1786814, RARG
rs2229774, SLC28A3 rs7853758, UGT1A6 rs17863783, la variante intergénica rs28714259, y
las TTNtvs. A pesar de ello, no recomienda el uso rutinario de pruebas genéticas para la
evaluacion del riesgo de la DCRTC antes del inicio de la terapia contra el cancer (28).

En definitiva, se necesitan estudios mas amplios, en adultos, y con otros agentes

quimioterapéuticos para confirmar las asociaciones existentes e identificar otras nuevas.
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2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Hasta el afio 2020 el sistema para gestionar y evaluar la informacion de sospecha de
reacciones adversas a medicamentos autorizados o en estudio en ensayos clinicos en la Union
Europea, EudraVigilance, registr6 mas de 18 millones de informes de sospecha de reaccion
adversa a medicamentos (RAM), de los cuales 143.958 pertenecen a ese ultimo afio (108).
Las RAM severas tienen costes clinicos que pueden llevar a la muerte del paciente, y costes
econdmicos derivados de la hospitalizacion en el Sistema Nacional de Salud. Estas pueden
resultar del mal uso, como tomar demasiado medicamento o tomarlo durante demasiado tiempo,
o de los efectos idiosincraticos de los farmacos, que son resultado de la variacion genética que
determina la variabilidad individual en la eficacia y toxicidad de los farmacos (109).
Generalmente los medicamentos se testan en un gran grupo de personas y se informa la
respuesta promedio. En base a esto, las recomendaciones sobre prevencion de enfermedades y
tratamiento se hacen en base a la respuesta esperada de un paciente promedio (110,111). Este
enfoque de “talla unica” funciona bien para algunos pacientes, pero no para otros. La atencion
sanitaria tal como la conocemos esta cambiando para dar paso a intervenciones de salud mas
personalizadas. La medicina personalizada es un enfoque basado en el perfil especifico de un
individuo, es decir, teniendo en cuenta la heterogeneidad genética entre los individuos, el medio
ambiente, y su estilo de vida (112). Esto permite determinar la predisposicion a una enfermedad
y/o permitir su prevencion, asi como elegir la estrategia terapéutica mas adecuada para cada
persona, aumentando la eficacia del tratamiento y disminuyendo las reacciones adversas, lo que
reduciria la morbilidad general en la poblacién y los costes economicos (113). Pese a todo ello,
la medicina personalizada todavia tendra que superar muchos desafios y barreras antes de poder

implementarse con éxito en los sistemas de salud.
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El area de oncologia es un claro ejemplo de esta evolucién, donde hasta ahora se
prescribian los farmacos y dosis estdndares segun el tipo de céancer, pero obviando las
diferencias individuales de los pacientes con la misma enfermedad, lo que resulta en que
algunos pacientes desarrollen efectos adversos como la DCRTC. Hasta la fecha se han
desarrollado menos de 10 GWAS con el objetivo de buscar la causa genética que predispone al
desarrollo de la cardiotoxicidad tras el tratamiento del cancer, todos ellos con cohortes pequefias
(N<1.000 pacientes). En 2012 se inicio en Espafia el primer registro de estas caracteristicas, el
registro CARDIOTOX (114), que es la base de este proyecto. El objetivo principal es identificar
marcadores genéticos claves en el desarrollo de la DCRTC, buscando en Ultima instancia la
prediccion del riesgo de eventos cardiacos severos en los pacientes con cancer. Esto permitiria
adoptar las medidas preventivas y terapéuticas pertinentes, con la consiguiente reduccién de la
incidencia de la DCRTC. Para lograr este gran objetivo, hemos considerado los siguientes

objetivos secundarios:

- Secuenciar el exoma completo de los pacientes que desarrollaron DCRTC severa tras
la terapia contra el cancer, para evaluar la presencia de variantes genéticas raras en genes

asociados a cardiopatias familiares que puedan explicar la severidad de estos pacientes.

- Realizar un estudio de asociacion de genoma completo y metaanalisis con una cohorte
oncolodgica adecuadamente fenotipada y con un numero significativo de muestras, para
buscar variantes genéticas comunes asociadas a la susceptibilidad de desarrollar
DCRTC.

- Desarrollar una estima de riesgo poligénico (PRS, por sus siglas en inglés) que permita
predecir el riesgo de desarrollar insuficiencia cardiaca secundaria al tratamiento

antitumoral.
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3. METODOS

3.1. LACOHORTE

La cohorte descubrimiento incluyé 620 pacientes oncologicos del registro
CARDIOTOX a los que se les hizo un seguimiento durante un periodo de 24 meses (114).
Los pacientes se clasificaron en cuatro categorias en funcion de la severidad de la lesion
miocardica observada durante este periodo: 1) Controles (N=325), si la funcion del ventriculo
izquierdo y los biomarcadores (troponina T de alta sensibilidad y propéptido natriurético N-
terminal) eran normales; 2) Casos leves (N=224), si presentaron una fraccién de eyeccion del
ventriculo izquierdo (FEVI) >50% con biomarcadores elevados o al menos un parametro
ecogréafico anormal adicional; 3) Casos moderados (N=22), pacientes asintomaticos con FEVI
>40% y <50%; 4) Casos severos (N=49), pacientes con FEVI asintomatica <40% o IC clinica.
La informacion de las variables clinicas se obtuvo de la base de datos prospectiva
CARDIOTOX, y se muestra en la Tabla 5 (pag.32). El estudio pasé el comité ético (P1-2389)

y todos los participantes dieron su consentimiento informado por escrito.

3.2. DIAGRAMA DE FLUJO DE TRABAJO

A continuacién se muestran los procesos metodoldgicos seguidos en este proyecto y que
se explicardn con mas detalle en los proximos apartados (Figura 4).

620 pacientes del registro CARDIOTOX WES F"ll_lrad,‘"y
N9 soveros clasificacion de
(N=49 severos) variantes

Estadisticas Validacion en Genotipado e imputacion
resumen IC PRS cohorte
(N=964.057) CARDIOTOX Control de calidad 47 individuos excluidos
|
CASO-CONTROL FENOTIPOS EXTREMOS
GWAS descubrimiento GWAS descubrimiento
(N=573) (N=339)
Ensayo clinico N9831 (N=1.191)
Hospital de Lovaina (N=227)
. Hospital San Carlos (N=52)
METAANALISIS METAANALISIS
(N=2.043) (N=1.513)

I
ANALISIS POST-GWAS
1. Caracterizacion de los loci genomicos de
riesgo.

2. Anotacion funcional de los SNPs.
3. Mapeo de genes.

Figura 4. Esquema del flujo de trabajo seguido en el proyecto.
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Tabla 5. Caracteristicas clinicas de los pacientes de la cohorte CARDIOTOX.

Parametro Control Leve Moderado Severo
(N=325) (N=224) (N=22) (N=49)
Edad al Iniclo de fa QUIMIOIerapia, 561941202 52,34:1000 58401177 62:89+10,56
Sexo femenino 268 (82,46) 203 (90,62) 15 (68,18) 32 (65,30)
Antecedentes cardiovasculares 24 (7,38) 8 (3,57) 2 (9,09) 3(6,12)
Comorbilidades
Tabaquismo 79 (24,30) 60 (26,78) 6 (27,27) 14 (28,57)
Hipertension 85 (26,15) 26 (11,60) 7(31,81) 14 (28,57)
Hipercolesterolemia 77 (23,69) 51 (22,76) 2 (9,09) 10 (20,40)
Diabetes 32 (9,84) 9 (4,01) 0 7 (14,28)
indice de masa corporal, media  26,31+3,90 24,95+3,19 27,75+4,87 26,18+3,43
Sedentarismo 42 (12,92) 32 (14,28) 2 (9,09) 2 (4,08)
Dieta no saludable 40 (12,30) 23 (10,26) 0 2 (4,08)
Tipo de cancer
Céncer de mama 192 (59,07) 181 (80,80) 14 (63,63) 17 (34,69)
Linfoma No-Hodgkin 55 (16,92) 22 (9,82) 3(13,63) 15 (30,61)
Otros 78 (24) 21 (9,37) 5(22,72) 17 (34,69)
Tratamiento
Antraciclinas 285 (87,69) 209 (93,30) 19 (86,36) 38 (77,55)
Anticuerpos monoclonales 134 (41,23) 88 (39,28) 11 (50) 20 (40,81)
Anti-HER?2 73 (22,46) 62 (27,67) 9 (40,90) 6 (12,24)
Inhibidores de la tirosina quinasa 2 (0,61) 4 (1,78) 1(4,54) 3(6,12)
Antimetabolitos 170 (52,30) 102 (45,53) 9 (40,90) 18 (36,73)
Agentes alquilantes 286 (88) 210 (93,75) 17 (77,27) 32 (65,30)
Antimicrottbulos 268 (82,46) 211 (94,19) 17 (77,27) 30 (61,22)
Radiacion 154 (47,38) 154 (68,75) 10 (45,45) 12 (24,48)

Los datos se expresan como mediatdesviacion tipica 0 nimero total y porcentaje entre paréntesis (%), respecto al total de cada

categoria de la DCRTC.
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3.3. SECUENCIACION DEL EXOMA COMPLETO

La secuenciacion del exoma completo (WES, por sus siglas en inglés) es un método que
captura toda la secuencia de las regiones codificantes de proteina del genoma, denominadas
exoma. Este método permite identificar variantes genéticas raras con una frecuencia del alelo
menor (MAF, por sus siglas en inglés) inferior al 1%, que pueden tener un efecto grande sobre
el fenotipo. La aplicacion directa de la WES en la clinica no es sencilla por la dificultad para
determinar si las variantes de significado incierto son relevantes para el fenotipo del paciente,
y por los rasgos complejos, donde interaccionan maltiples factores genéticos y ambientales.
Sin embargo, nos permite identificar nuevos genes subyacentes al fenotipo de interés

ayudandonos a entender mejor los mecanismos que originan la enfermedad.

En este proyecto se secuencio el exoma completo de 49 pacientes con DCRTC severa
con el objetivo de buscar variantes patogénicas que indiquen una predisposicion genética a

desarrollar cardiopatias familiares, y que puedan explicar la severidad de estos pacientes.

3.3.1. Procedimiento de la WES

La WES se realizO mediante la tecnologia de secuenciacion masiva en paralelo.
El disefio del exoma que se utilizé fue KAPA_ HyperExome de Roche, y se secuencid en la
plataforma NovaSeq6000 de Illumina. Los datos de secuenciacién se alinearon con el genoma
humano de referencia GRCh37 (hgl9). Para el Variant calling se emplearon distintas
herramientas de acuerdo con el tipo de variante encontrada: GATK, para variantes de un solo
nucleodtido (SNV, por sus siglas en inglés); Pindel, para pequefias inserciones o deleciones
(INDEL), y ExomeDepth, para variaciones en el namero de copias (CNV, por sus siglas en
inglés). Las variantes se anotaron utilizando ANNOVAR (115) con bases de datos
complementarias que incluyeron The Genome Aggregation Database (gnomAD), 1.000
Genome, The Exome Aggregation Consortium (EXAC), y dbSNP, entre otras. Ademas, se
utilizaron herramientas como ClinVar, SIFT, MutationTaster, y Polyphen2 como predictores
de patogenicidad.

29



LAURA MARTINEZ CAMPELO

El filtrado de las variantes se realizd con el paquete dplyr de R de acuerdo a las siguientes
caracteristicas:
- Ausentes o reportadas menos de 10 veces en la base de datos interna VVardBrowser.
- Ubicadas en regiones codificantes o de splicing en un listado de 162 genes de
cardiopatias familiares (Tabla anexa 1).
- MAF <0,4% en la poblacion general, de acuerdo con la prevalencia de las cardiopatias

familiares.

Para revisar las variantes obtenidas tras el filtrado se emple6 el visor genémico IGV (por
sus siglas en inglés) (116), que se utilizé para la exploracion visual de los datos gendmicos.
Una vez confirmadas, se procedio a su clasificacion de acuerdo a las directrices de la guia de
clasificacion de variantes del Colegio Americano de Genética Medica y Gendémica (ACMG,
por sus siglas en inglés) (117,118), la guia de cardiopatias familiares (119), y las guias

especificas para genes concretos (120,121).

3.4. ESTUDIO DE ASOCIACION DEL GENOMA COMPLETO

El estudio de la base genética de las enfermedades se ha centrado en gran medida en las
regiones codificantes de proteinas del genoma (~2% del genoma). Sin embargo, se ha visto que
una gran proporcion del genoma no codificante de proteinas (98% restante del genoma) es
funcional y alberga regiones reguladoras con variantes genéticas que contribuyen a la etiologia
de las enfermedades complejas. A diferencia de la WES, el GWAS generalmente implica el
genotipado de variantes no codificantes ubicadas por todo el genoma preseleccionadas
mediante arrays. Con esta técnica pretendemos obtener informacion sobre como la variabilidad
genética comun, generalmente con bajo efecto, genera una susceptibilidad genética a desarrollar
DCRTC.

3.4.1. Genotipado e imputacion

Las muestras se genotiparon en el Centro Nacional de Genotipado utilizando el array
Axiom™ Spain Biobank, que contiene 757.836 marcadores (incluidas variantes de baja
frecuencia observadas en la poblacion espafiola), siguiendo las instrucciones del fabricante

(Axiom™ 2.0 Assay 96-Array Format Manual Workflow; ThermoFisher Scientific).
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El control de calidad se realiz6 con PLINK, y en él se eliminaron las variantes con una
tasa de genotipado menor al 98% y con una MAF inferior al 1%. Los individuos con més del
2% de genotipos ausentes también fueron excluidos. Posteriormente se realizo el calculo de la
identidad por descendencia (IBD, por sus siglas en inglés) y el andlisis de componentes
principales (PCA, por sus siglas en inglés), para identificar posibles muestras emparentadas y

evaluar la estratificacion poblacional, respectivamente.

Los genotipos se imputaron utilizando minimac4 en el servidor de imputaciéon Michigan
(https://imputationserver.sph.umich.edu). Se utiliz6 1.000 Genomes Phase 3 v5 como panel de
referencia (GRCh37/hg19). El control de calidad posterior a la imputacién implico la exclusion

de las variantes multialélicas e indels, asi como aquellas con una baja puntuacion de imputacion.

3.4.2. Procedimiento del GWAS

El estudio se disefid siguiendo dos enfoques: un andlisis caso-control (280 casos con
DCRTC leve, moderada, y severa, y 293 controles sin DCRTC); y un analisis de fenotipos
extremos (46 casos con DCRTC severa y 293 controles sin DCRTC). El estudio de asociacion
se realizd6 mediante una regresion logistica en PLINK 2.0 bajo un modelo aditivo con las
covariables edad, sexo, y el componente principal 1 (PC1). Las variantes con un valor de
probabilidad (valor P) <5x10® y <1x10®° se consideraron significativas y sugestivas,

respectivamente. El grafico del Manhattan se realiz6 con el paquete ggman de R.

3.5. METAANALISIS

Una parte de las asociaciones iniciales de los GWAS no se replican en estudios
posteriores. Las dificultades para obtener resultados solidos y replicables en los estudios de
asociacion genética se deben a causas relacionadas con el disefio del estudio, el tamafio de
muestra y potencia estadistica, y a la variabilidad entre poblaciones. Para superar las
limitaciones de los estudios individuales se requieren tamafios de muestra mas grandes o
metaanalisis. EI metaanalisis es una herramienta estadistica para combinar resultados de
diferentes estudios sobre el mismo rasgo o enfermedad, aumentando asi la solidez estadistica y
la precision en la estimacion del efecto. Esta técnica permite detectar efectos genéticos

pequerfios de los polimorfismos y proporcionar asociaciones genuinas.

31



LAURA MARTINEZ CAMPELO

En nuestro estudio, para aumentar el tamafio muestral e incrementar asi el poder de
detecciéon de la asociacién, metaanalizamos nuestra cohorte descubrimiento con 3 cohortes

adicionales independientes.

3.5.1. Descripcion de las cohortes

La primera cohorte afiadida esta formada por 1.191 pacientes con cancer de mama
HER2+ recogidos en los Estados Unidos e incluidos en el ensayo clinico N9831 del North
Central Cancer Treatment Group (NCCTG). Estos pacientes fueron tratados con doxorrubicina,
ciclofosfamida, paclitaxel, y trastuzumab. La cohorte N9831 sigui6 la definicién de
cardiotoxicidad segun el articulo de Gomez-Pefia sobre cardiotoxicidad de trastuzumab (122):
“Disminucion de al menos el 10% desde el inicio del tratamiento con una FEVI resultante de
menos del 50% en el seguimiento; disminucion del 15% con respecto a la FEVI inicial o
cualquier disminucion que resulte en una FEVI inferior al 45%; o manifestacion clinica de
insuficiencia cardiaca congestiva”. Para el fenotipo extremo, la definicion que se siguio fue la
siguiente: “Pacientes con eventos cardiacos, definidos como IC sintomatica, muerte cardiaca
definitiva (como resultado de infarto de miocardio, IC o arritmia)” (123). Brevemente, se
excluyeron los individuos de origen hispano o africano y las muestras y SNPs que no pasaron
el control de calidad. La regresion logistica se ajusto por las covariables edad, FEVI inicial,

medicamentos antihipertensivos, y los dos primeros componentes principales.

Las otras dos cohortes adicionales incluyeron 227 pacientes con cancer de mama
tratados con epirrubicina en el Hospital Universitario de Lovaina (Lovaina, Bélgica) y 52
pacientes con cancer de mama tratados con doxorrubicina en el Hospital Clinico San Carlos
(Madrid, Espafia). Los pacientes de ambas cohortes fueron reclasificados segun los criterios de
cardiotoxicidad de la cohorte descubrimiento. En cuanto a la regresion logistica, se ajusto para
la dosis acumulada de antraciclinas. La informacion detallada sobre las cohortes esta disponible

en los articulos publicados previamente (124,125).

3.5.2. Procedimiento del metaanalisis

En total se incluyeron en el metaanalisis 2.043 individuos (625 casos y 1.418 controles)
para el analisis caso-control, y 1.513 individuos (95 casos y 1.418 controles) para el analisis de
fenotipos extremos. El metaanalisis se realizé6 con el programa METAL utilizando las
estadisticas resumen completas de los 4 GWAS previamente descritos (126). Unicamente se

tuvieron en cuenta para el andlisis las variantes compartidas entre las cohortes.
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El valor de la probabilidad y la direccion del efecto se ponderaron segun el tamafio de
cada cohorte. La heterogeneidad entre los estudios se evalud con la prueba Q de Cochran y se
excluyeron las variantes que mostraron heterogeneidad de efecto entre los conjuntos de datos.
Se gener6 un grafico cuantil-cuantil (QQ-plot) utilizando los valores de P observados y
esperados. El factor de inflacién gendmica (lambda) fue de 0,95 para el anélisis caso-control y
de 1,01 para el analisis de fenotipos extremos, lo que indicé que no habia una estratificacion

poblacional significativa.

3.6. ANALISIS POST-GWAS

La mayoria de las asociaciones resultantes de los GWAS se encuentran en regiones no
codificantes o intergénicas, por lo que resulta dificil identificar las posibles variantes causales.
Normalmente las asociaciones abarcan un locus de riesgo genémico, con un SNP principal
asociado con un mayor riesgo de enfermedad, y varias docenas de otros SNPs en desequilibrio
de ligamiento (DL) con este, que también muestran un valor P bajo y que cubren multiples
genes ubicados proximos. Algunos de estos genes pueden ser relevantes para la enfermedad,
mientras que otros no. Sin embargo, si se sabe que uno o varios de los SNPs tienen una
consecuencia funcional (es decir, que alteran la expresion del gen, afectan a un sitio de unién,
o0 dafian la estructura de la proteina) en uno de los genes en el area, pero no de los otros, entonces
ese Unico gen tiene una mayor probabilidad de estar funcionalmente relacionado con la
enfermedad. Identificar qué genes y como se ven afectados por los SNPs asociados con un rasgo
es crucial para aumentar la comprensién de los mecanismos bioldgicos subyacentes a ese rasgo.
El andlisis posterior al GWAS facilit6 la seleccion de las variantes causales mas probables y

permitio identificar genes funcionalmente relacionados con la DCRTC.

3.6.1. Caracterizacion de los loci de riesgo gendmicos y anotacién funcional

La anotacion funcional se realizé con FUMA (127), una plataforma en linea para el
mapeo funcional de variantes geneéticas. En primer lugar, los SNPs con un valor de P sugestivo
e independientes entre si en r> <0,6 y r? <0,1 se identificaron como SNPs significativos
independientes y SNPs principales, respectivamente. Todos los SNPs que tuvieron r2 > 0,6 con
uno de los SNPs significativos independientes se incluyeron para su posterior anotacion (SNPs
candidatos). Posteriormente, los loci de riesgo genomicos se definieron englobando SNPs

significativos independientes que estan ubicados <250 kb entre si.

33



LAURA MARTINEZ CAMPELO

Por lo tanto, cada locus de riesgo genomico puede contener multiples SNPs

significativos independientes y SNPs principales. La razon detras de este enfoque es que el SNP

mas significativo en el locus no es necesariamente el SNP causal, sino que podria estar en DL

con el SNP causal. Se utilizé la muestra europea de 1.000 Genomas como panel de referencia.

Las consecuencias funcionales sobre la funcion génica se anotaron con ANNOVAR (115) para
cada SNP:

Estima sobre el efecto deletéreo (CADD score, permite calificar el caracter nocivo de
las SNVs y los INDELs en el genoma humano a partir de diversas caracteristicas
gendmicas derivadas del contexto de la secuencia circundante, restricciones evolutivas,
mediciones epigenéticas, y predicciones funcionales; valores >12,37 se consideran
probablemente perjudiciales) (128).

Informacion reguladora potencial, como regiones promotoras o enhancers
(RegulomeDB score, identifica elementos reguladores en regiones no codificantes del
genoma humano a partir de datos experimentales de ENCODE vy predicciones
computacionales; valores <3 indican mayor probabilidad de tener una funcién
reguladora) (129).

Efecto sobre la expresion génica utilizando eQTLs (variantes genéticas que contribuyen
a la variacién en los niveles de expresion génica) del proyecto de expresion genotipo-
tejido (GTEX, https://www.gtexportal.org/home/) (130).

Papel que juega en los sitios de interaccion de la cromatina por medio de los datos
Hi-C (método para capturar la conformacién cromosémica; cuantifica el nimero de
interacciones entre loci gendmicos que estan ubicados estrechamente en el espacio

tridimensional).

3.6.2. Mapeo de genes

Los SNPs con anotacion funcional se asignaron a los genes mediante tres estrategias:
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- Mapeo por eQTL: utiliza informacion del tejido cardiaco del proyecto GTEXx v7 para

mapear SNPs a genes hasta 1Mb de distancia (cis-eQTL) en funcion de la asociacién
significativa de un eQTL (FDR<1x107), lo que indicaria que la expresion de ese gen se
ve afectada por la variacion alélica en el SNP.

- Mapeo por interaccién de la cromatina: asigna los SNPs a los genes basdndose en una

interaccion significativa de la cromatina entre una region gendémica en un locus de
riesgo y regiones promotoras o enhancer de los genes, utilizando datos Hi-C de tejido
cardiaco. Este tipo de mapeo no tiene un limite de distancia y, por lo tanto, puede
implicar interacciones de largo alcance. De manera similar al mapeo por eQTL,

utilizamos un umbral de FDR<1x107 para definir interacciones significativas.

Las tres estrategias de mapeo dieron como resultado un conjunto de genes priorizados.
Tanto el mapeo por eQTL como por interaccion de la cromatina pueden conducir a genes
priorizados que no necesariamente estan ubicados dentro de un locus de riesgo genémico,
aunque estan vinculados a SNPs dentro de él. La combinacion de los tres métodos puede revelar
multiples lineas de evidencia que apuntan hacia los mismos genes, permitiendo priorizar los

genes que probablemente estén involucrados en la DCRTC.

3.7. CALCULO DE LA ESTIMA DE RIESGO POLIGENICO

En cardio-oncologia ain no se ha determinado una estima de riesgo fiable y eficaz capaz
de predecir la DCRTC, y las directrices se basan principalmente en la experiencia clinica.
Se ha demostrado que los algoritmos de prediccion de enfermedades que tienen en cuenta
conjuntamente los efectos de los factores de riesgo clinicos y genéticos logran un poder
predictivo sustancialmente mayor que aquellos que consideran Unicamente los factores de
riesgo clinicos. Los GWAS realizados hasta el momento han identificado numerosas variantes
genéticas asociadas a la DCRTC, pero la mayoria tienen un efecto pequefio, lo que significa
que tienen un poder predictivo limitado. Esto se puede resolver evaluando el efecto de todas las
variantes en el genoma simultaneamente, con técnicas estadisticas como los PRS, que permiten
predecir la enfermedad basandose en el perfil genético individual. En el enfoque estandar, los
PRS se calculan con la suma de los alelos de riesgo correspondientes a un fenotipo de interés

en cada individuo ponderados por la estimacion del tamario del efecto del GWAS.
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El principal reto de la cardio-oncologia es predecir y/o prevenir las consecuencias
cardiacas méas graves de la terapia contra el cancer, que suelen presentarse como IC y que
pueden provocar la suspension del tratamiento oncologico y/o la muerte del paciente.
En un estudio reciente realizado a escala nacional, Banke y col. demostraron la importancia de
la predisposicion genética/familiar a la IC en relacion con el riesgo de cardiotoxicidad
relacionada con las antraciclinas (131). En base a ello realizamos un PRS para predecir el riesgo
de IC en la cohorte CARDIOTOX.

3.7.1. Procedimiento del PRS

El PRS se calcul6 con PRS-CS, que es un método de prediccion poligénica bayesiana
(132). Infiere el tamafio del efecto utilizando las estadisticas resumen del GWAS junto con un
panel externo de DL. En este proyecto utilizamos la muestra europea del Proyecto 1.000
Genomas como panel de referencia de DL, y la estadistica resumen del GWAS-metaanalisis de
IC realizado por Shah S. y col. (133), que fue obtenida del GWAS Catalog
(https://www.ebi.ac.uk/gwas/). Este GWAS comprende 47.309 casos de IC y 930.014
controles, y un total de 6.274.408 SNPs que se utilizaron para construir un PRS que luego
validamos en la cohorte CARDIOTOX. El perfil poligénico de cada individuo se calculd
sumando el nimero de alelos de riesgo multiplicado por el tamafio del efecto inferido de cada
SNP. EI PRS se estandariz6 a una distribucion normal, lo que permiti6 aplicarlo en modelos de
regresion como una variable continua y crear categorias para comparar el riesgo. Para evaluar
el riesgo entre los individuos se compararon los individuos en el decil superior (90-100% del
PRS) con la categoria intermedia 10-90% del PRS (grupo de referencia). Se consideré una
categoria intermedia como grupo de referencia porque comparar el grupo superior con el
inferior puede generar resultados sobreestimados y, ademas, la mayor parte de la poblacion
aparece representada en la categoria intermedia, por lo que se puede evaluar mejor si el modelo
discrimina el riesgo de IC. Después de construir el PRS evaluamos el rendimiento de la
prediccién en la cohorte CARDIOTOX a través de una regresion logistica. Se comparo el
modelo Unicamente con las covariables epidemioldgicas y clinicas (sexo, edad, PC1,
antecedentes cardiovasculares, hipertension, tabaquismo, e indice de masa corporal (IMC)) y
con las covariables epidemioldgicas y clinicas mas el PRS. Para evaluar la bondad de ajuste del

modelo se calculd el R? de Nagelkerke.
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El rendimiento predictivo del PRS se evalu6 utilizando métricas como el area bajo la
curva ROC, generalmente abreviada como AUC (por sus siglas en inglés), que se realizd con
el paquete pROC de R. Ademas, también se evaluaron los odds ratio (OR) entre los cuantiles
del PRS. Tras examinar las distintas métricas se pudo ver si el PRS discriminé bien entre los
grupos y seleccionar asi el modelo 6ptimo en funcién de la mayor precision de prediccion en la
cohorte CARDIOTOX.
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4. RESULTADOS

4.1. VARIANTES DE RIESGO PARA CARDIOPATIAS FAMILIARES

EN INDIVIDUOS CON DCRTC SEVERA

En referencia a la calidad de la secuenciacion, la region codificante del conjunto de los

genes del exoma present6 una profundidad de lectura media de 218X y una cobertura de analisis

media del 99,02% sobre los 18.940 genes analizados. La region codificante de los genes

incluidos en el panel virtual presentd una profundidad de lectura media de 221X y una cobertura

de analisis del 100%, excepto TNXB, cuya cobertura se situo cerca del 90%.

La priorizacion de variantes de la WES
identific6 una variante patogénica (P) o
probablemente patogénica (LP) en genes
asociados a cardiopatias en 7 de los pacientes
(14,28%) (Tabla 6). De

encontradas, 4 de ellas (57,14%) aparecen en

las variantes

genes asociados a MCD: 3 en la TTN
(42,85%) y 1 en DMD. Las variantes restantes
asociados a otras

aparecen en genes

cardiopatias, aunque también  pueden
ocasionar MCD (Figura 5). Parece relevante
85,7% de

encontradas aparecieron en hombres, pese a

sefialar que el las variantes

haber menor proporcion en la cohorte.

MCD

NEXN
MCH TTN

FHOD3 RYR2
DMD

MCN

Figura 5. Tipo de miocardiopatia asociada a los genes
identificados. Se marcan en negrita los genes prioritarios de
MCD. MCD, miocardiopatia dilatada; MCH, miocardiopatia
hipertrofica, MCA, miocardiopatia arritmogénica, MCN,
miocardiopatia no compactada.
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Tabla 6. Variantes P/LP encontradas en los pacientes con DCRTC severa. Se muestran las caracteristicas
clinicas de los pacientes portadores de una variante P/LP.

Paciente  Sexo  Antecedentes  Tipo de DCRTC  Tratamiento  Variante Clasificacion
CVv cancer ACMG
1 F - sarcoma DSVI AC, AA,AM  RYR2:¢.9924_9927delTAAA LP (PVS1,PM2)
2 M Arritmias LNH IC AC TTN: ¢.95582_95583del AT LP (PVS1,PM2)
3 M LNH IC AC, AA, AM  NEXN: c.524delC LP (PVS1,PM2)
4 M - LH IC AC, AA;AM  FHOD3: c.4738C>T LP (PVS1,PM2)
5 M LH IC AC,AA,AM  TTN: c.63611dupC LP (PVS1,PM2)
6 M LAM IC AC, AM TTN: ¢.59495dupG LP (PVS1,PM2)
7 M Enfermedad sarcoma IC AC, AA,AM  DMD: c.1812+1G>A P (PVS1,PM2,PS4)
isquémica

CV, cardiovascular; F, femenino; M, masculino; LNH, linfoma no-hodgkin; LH, linfoma de hodgkin; LAM, leucemia aguda mieloblastica;
DSVI, disfuncién sistélica del ventriculo izquierdo; IC, insuficiencia cardiaca; AC, antraciclinas, AA, agentes alquilantes; AM,
antimicrottbulos.

4.2. NUEVOS LOCI DE RIESGO PARA LA DCRTC

4.2.1. GWAS descubrimiento

Después del control de calidad quedaron para el analisis 573 individuos (280 casos y
293 controles) y 8.587.996 SNPs en los cromosomas 1-22. Los resultados no mostraron ningun
loci que superara la significacion convencional para todo el genoma (P <5x1078) en ninguno
de los analisis, pero 8 loci para el analisis caso-control y 22 loci para andlisis de fenotipos
extremos superaron la significacion sugestiva (P < 1x107°). En el andlisis caso-control, las dos
asociaciones mas fuertes con la DCRTC se produjeron cerca del gen EML2 en el locus
19913.32 (rs12463090, P=5,26x107), y cerca del gen MTUS2 en el locus 13g12.3 (rs35858036,
P=5,85x107). En el andlisis de fenotipos extremos, a pesar de tener 22 loci sugestivos, las
sefiales fueron menos robustas, probablemente debido al pequefio tamafio de la muestra.
La sefial mas alta en este analisis se encontrd en LOC339166 en el locus 17p13.2 (rs7208927,
P=2,06x10).

La guia de cardio-oncologia de la ESC describe 5 variantes genéticas que potencian la
DCRTC (CELF4 rs1786814; RARG rs2229774; SLC28A3 rs7853758; UGT1A6 rs17863783;
y una variante intergénica, rs28714259). Comprobamos estas variantes en nuestra cohorte y
unicamente la variante intergénica rs28714259 mostro indicios de asociacion sugestiva
(P=1,17x103, en el andlisis caso-control). Esto puede deberse a que el resto de las variantes
fueron descritas en poblacion pediétrica.
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4.2.2. Metaanalisis

Para mejorar el poder del descubrimiento genético metaanalizamos las estadisticas
resumen de nuestro GWAS descubrimiento con las estadisticas resumen de tres cohortes
adicionales. En el metaanalisis caso-control, el locus 3928 mostré la relacion més fuerte con
DCRTC (rs6765460, P=1,89x107). En el analisis de fenotipos extremos, al igual que sucedio
en el GWAS descubrimiento, las sefiales fueron més débiles, probablemente debido al pequefio

tamano de la muestra (Figura 6A).

La principal asociacion del GWAS descubrimiento fue validada en el metaanalisis.
El polimorfismo rs12463090 alcanzé una P=1,90x10 y otras variantes en el mismo locus,
como el rs4803842, alcanzaron la P=3,93x10°, lo que parece confirmar la posible implicacion
de este locus en el desarrollo de la DCRTC. La segunda sefial mas significativa (rs35858036)
sin embargo, disminuy6 considerablemente la probabilidad (P =5,53x10), aunque todavia se
mantiene en umbrales cercanos a la significacion sugestiva.

En el metaanalisis también comprobamos las variantes descritas en la guia de cardio-
oncologiay, en consonancia con el GWAS descubrimiento, la variante intergénica rs28714259
fue la que obtuvo una probabilidad mas alta (P=3,2x1072), en el andlisis caso-control. En el
anlisis de fenotipos extremos, RARG rs2229774 logré una P=5,24x102. Esta sefial no se
mostré en el GWAS descubrimiento probablemente debido a una potencia estadistica

insuficiente debido al bajo tamafio de la muestra.

4.2.3. Anotacion funcional de las variantes de riesgo

Identificamos 14 SNPs principales y 580 SNPs candidatos en 14 loci de riesgo
gendmicos en el analisis caso-control. De todos los SNPs principales, 6 estaban en regiones
intergénicas, 6 en regiones intronicas, y 2 eran ARN no codificante (ARNNc). De los 580 SNPs
en DL con uno de los SNPs significativos independientes, la mayoria fueron intergénicos (274;
47,2%) o intrénicos (226; 39%), y 6 (1%) fueron exdnicos (Figura 6B). De esos 6 SNPs
exonicos, 3 fueron no sinénimos, y dos de ellos (rs1135999 y rs14347) estaban ubicados en
PDXDC1: NTAN1 (Tabla 7). EI rs1135999, en alto DL con el SNP lider en esa region (r?=0,96),
tuvo el CADD score mas alto (CADD score=22,7) en el metaanalisis, lo que respalda su efecto
deletéreo. Ademas, se predijeron funciones reguladoras (RDB score <3) en otros 5 SNPs
(Figura 6C). Dos de ellos ubicados también en PDXDC1y con un RDB score de 1, lo que indica

que probablemente estan vinculados a la expresion del gen.
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Figura 6. Exploracion visual de los resultados del metaanalisis. A) Miami-plot que muestra los valores P para el metaanalisis
caso-control (arriba) y de fenotipos extremos (abajo). Se nombra el gen mapeado en cada locus. La linea horizontal rosa indica
el umbral de significacion sugestiva —log10 (1 x 107°). B) Gréaficos circulares que muestran la distribucion de las consecuencias
funcionales de los SNPs que superaron la significacion sugestiva en el metaanalisis caso-control. C) Distribucién del RDB
score (una puntuacion baja indica una mayor probabilidad de que un SNP tenga funciones reguladoras).
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Tabla 7. Variantes potencialmente deletéreas o con funcion reguladora en los loci de riesgo genémicos
asociados a la DCRTC, en DL (r2>0,6) con uno de los SNPs independientes significativos del metaanalisis.

rsiD Al P BETA r? IndSigSNP  Locus Gen Region CADD RDB
rs1551202 T 3,04x10°® 0,458 0,95 rs6765460 4 TP63 intergénica 13,15 3a
rs6770785 A 1,90x10%¢ -0,469 0,96 rs6765460 4 TP63 intergénica 2,612 2b
rs561543702 A 6,74x10° 0,350 0,87 rs11931530 5 C4orf26 intrénica 15,09
rs34967126 A 2,21x10° 0,314 0,76 rs6943725 6 ABCA13 intrénica 1645 2b S
rs17623223 T 8,13x10° -0,522 0,92 rs6955446 7 CDK14 intrénica 18,32 g
rs55770014 T 2,03x10° 0,732 0,99 rs73138527 8 LGR5 intrénica 13,76 8
rs9533817 A 9,19x10°® -0,368 1 rs9533816 9 SERP2 intergénica 7497 2a %
rs1135999 A 3,32x107? -0,399 0,96 rs72789541 10 PDXDC1:NTAN1 exodnica 22,7 ©
rs14347 T 2,76x10° -0,347 0,96 rs72789541 10 PDXDC1:NTANL1 exoénica 16,16
rs3803573 T 4,96x10° 0,336 0,94 rs72789541 10 PDXDC1:NTANL1 intrénica 0,479 1f
rs4500751 T 1,06x10* 0,317 0,89 rs72789541 10 PDXDC1:NTANL1 intrénica 0,28 1f
rs12649746 T 1,07x10° 1,072 0,95 rs146981049 9 NEUROG2 intergénica 13,16 5 i
rs79448409 T 3,89x10° 1,519 0,71 rs118117193 20 PDE10A intrénica 3543 2 g
rs149470265 A 2,85x10* 1,412 0,87 rs118117193 20 PDE10A intergénica 1436 2c g
rs3802528 T 8,02x10° -1,651 0,73 rs4919427 32 ERLIN1 UTR3 1296 4 &
[%2)
rs12269345 T 9,39x10°® 2,028 0,78 rs4919427 32 CWF19L1 exonica 20,4 6 8_
rs1324694 T 1,90x10* 1,553 0,78 rs4919427 32 ERLIN1 UTR5 12,83 4 §
rs12260153 T 1,90x10*  -1,553 0,78 rs4919427 32 CHUK intrénica 1269 7 &
15149421702 G 6,26x10" 1,676 0,81 rs4919427 32 ERLIN1 intrénica 14,53

Los valores de P y BETA de los SNPs fueron obtenidos por METAL. rsID, rs nimero del SNP; Al, alelo de efecto; MAF,
frecuencia del alelo menor; r2, r maximo del SNP con un SNP independiente significativo; IndSigSNP, SNP independiente
significativo; Locus, indice del loci de riesgo gendmico; CADD, CADD score, RDB, RegulomeDB score. Se predice que las
variantes con CADD scores de 20 o mayor estan entre el 1% de las sustituciones posiblemente mas deletéreas del genoma.
RDB con categoria 1 indica que es probable que afecte al sitio de union y esta ligado a la expresion del gen diana, y categoria
2 indica que probablemente afecta al sitio de union.

4.2.4. La priorizacion de genes sefial6 nuevos genes probablemente involucrados en la
DCRTC

Primero se realiz6 un mapeo posicional y un mapeo por eQTLSs que identifico 12 genes
(7 genes por posicién y 5 genes por eQTL). Dos genes (PDXDC1 y RRN3, 16p13.11) fueron
detectados por ambos métodos. Posteriormente se realizd un mapeo por interacciéon de la
cromatina que priorizé 48 genes, de los cuales 6 (COL4A3, 2g36.3; CDK14, 7921.13; TSPAN8
y LGR5, 12g21.1; PDXDC1 y NTAN1, 16p13.11) se superpusieron con los genes priorizados
por mapeo de posicion y/o eQTL. Esto dio como resultado un total de 51 nuevos genes
candidatos priorizados al combinar las tres estrategias de mapeo, la mayoria ubicados
fisicamente fuera de los loci de riesgo gendmicos. De los 51 genes priorizados Unicamente el
gen PDXDC1, ubicado en el locus 16p13.11, fue mapeado por los 3 métodos (Figura 7), lo que

respalda fuertemente la hipotesis de que este gen esta involucrado en la DCRTC.
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Por otro lado, la sefial de asociacion del metaandlisis mas fuerte para la DCRTC fue en
el locus 3928, donde se priorizaron siete genes, Unicamente mediante mapeo por la interaccion
de la cromatina: KNG1, MASP1, RTP2, TP63, LEPREL1, CLDN1 y TMEM207. En resumen,
de los 14 loci de riesgo gendmicos, FUMA prioriz6 al menos un gen causal potencial en 11 de

ellos (Tabla anexa 2).

En el analisis de fenotipos extremos se identificaron 19 genes: 3 por mapeo posicional
(ERLIN1, CHUK, CWF19L1), 5 por mapeo de eQTL (C4orf21, LARP7, CHST9, HIST1H4E,
BTN3A2), y 11 por mapeo de interaccion de la cromatina (PRDMS8, C4orf22, BMP3, ZFYVE27,
SLC25A28, ADAMTS8, ADAMTS15, PITRM1, KLF6, FAM208B y GATAG6). No se detect6
ningun gen mediante mas de un método (Tabla anexa 3). La variante con mayor puntuacién
CADD en este analisis fue el rs12269345 (CADD score=20,4), detectada en el gen CWF19L1
(Tabla 6).
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Figura 7. Grafico regional e interacciones de la cromatina del locus 16p13.11 del metaanalisis. A) Ampliacidn del grafico
regional del locus de PDXDC1, que incluye los también genes priorizados RRN3, NPIPA1 y NPIPAS. Los genes priorizados
por FUMA estan resaltados en rojo. En los graficos del CADD score, RegulomeDB score, y el de eQTL, los SNPs que no estan
asignados a ningln gen estan coloreados en gris.
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Figura 7. Gréfico regional e interacciones de la cromatina del locus 16p13.11 del metaanalisis (Continuacion).
B) Gréfico circular que muestra los genes en el cromosoma 16 que fueron identificados en el locus de riesgo genémico (area
azul oscuro) mediante mapeo posicional, mapeo por interaccion de la cromatina (area naranja), mapeo por eQTL (color verde)
0 mediante interaccion de cromatina y mapeo eQTL (color rojo). La capa exterior muestra un Manhattan-plot que contiene la
P transformada —log10 de cada SNP en el metaanalisis. Las regiones vacias en la capa del Manhattan-plot indican regiones
donde no se ubicaron SNPs con P <0,05.

4.3. RIESGO DE INSUFICIENCIA CARDIACA

Para predecir el riesgo de IC en la cohorte CARDIOTOX calculamos un PRS de IC (IC-
PRS) utilizando PRS-CS. Los individuos en el decil superior (90-100% del PRS) mostraron un
riesgo medio 2,24 veces mayor de desarrollar IC comparado con el grupo de referencia [OR:
2,24 (1,08-4,62); P=0,029], y algunos individuos llegaron a alcanzar un riesgo 4,62 veces
mayor, lo que apunta a un riesgo creciente de IC con valores crecientes del PRS. Sin embargo,
el andlisis de regresion logistica realizado para evaluar la asociacion del IC-PRS en nuestra

cohorte no mostrd asociacion significativa (Figura 8A).
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El modelo de regresion logistica con las covariables clinicas (edad, sexo, PC1, tabaco,
IMC, hipertensién, y antecedentes cardiovasculares) mostr6 una pseudo-R2 de
Nagelkerke=11,18%. La adicion del PRS a este modelo mejor6 modestamente el poder
predictivo (incremento de pseudo-R2? de Nagelkerke=0,73%, (P=0,17). Las curvas ROC
mostraron resultados similares. La discriminacion del modelo aumenté de forma no
significativa hasta un AUC=0,766 con la adicion del PRS (Figura 8B).
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5. DISCUSION

5.1. PREDISPOSICION GENETICA A CARDIOPATIAS EN PACIENTES CON
CANCER

Nuestro estudio mostro que el 14,28% de los pacientes que desarrollaron disfuncion
ventricular severa o IC tras la quimioterapia presentaban una predisposicion genética a
cardiopatias familiares, sin diagnosticar previamente. Esto parece sugerir que las variantes
genéticas asociadas a las cardiopatias aumentan el riesgo de eventos cardiacos severos en los
pacientes con cancer. Concretamente, se demostr6 una mayor prevalencia de variantes
genéticas raras asociadas a MCD, principalmente en el gen de la TTN, lo que concuerda con el
articulo de Garcia-Pavia y col. (96). Ademas de la TTN encontramos variantes patogénicas en
otros cuatro genes que pueden causar MCD. Los genes NEXN y FHOD3 codifican proteinas
sarcoméricas cuya modificacion altera la organizacion de los sarcomeros y la contractilidad de
los cardiomiocitos, y recientemente también se han asociado a MCH (134,135). Por otro lado,
el gen DMD codifica la proteina citoesquelética distrofina, cuya alteracion causa una forma
grave de MCD asociada con altas tasas de insuficiencia cardiaca, trasplante de corazén, y
arritmias ventriculares (136). Por ultimo, el gen RYR2 es un regulador esencial del
acoplamiento de excitacion-contraccion cardiaca y de la homeostasis del calcio intracelular.
Variantes en este gen se asocian principalmente con muerte subita y enfermedades
arritmogénicas, aungue también se han observado casos de MCD (137,138). Todas estas

cardiopatias presentan un modelo de herencia autosémica dominante.

Muchas variantes genéticas en la MCD exhiben penetrancia incompleta, es decir, no
todos los individuos que portan la variante genética desarrollan la enfermedad (139).
Esto sugiere que otros factores, incluyendo los ambientales, también estarian jugando un papel
importante en el desarrollo de la MCD. Nuestro estudio parece evidenciar esta interaccion gen-

ambiente, donde un factor ambiental, la terapia contra el cancer, podria modular el desarrollo
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de una MCD de inicio temprano y/o grave en el contexto de una predisposicion genética para
la enfermedad. Nuestro estudio refuerza la evidencia existente de que la predisposicion
genética/familiar a la MCD parece ser un factor de riesgo para la DCRTC. En términos
practicos, se recomienda hacer una evaluacion cuidadosa de los antecedentes familiares de
miocardiopatias antes de tratar a un paciente de cancer con agentes cardiotoxicos. Con nuestros
hallazgos demostramos que la genética es un componente importante en la susceptibilidad de
la DCRTC y en los efectos adversos graves en diferentes tipos de cancer y regimenes de

tratamiento.

Los estudios epidemioldgicos muestran una mayor prevalencia de MCD en hombres.
En nuestro estudio se observé un incremento del porcentaje de hombres acorde al incremento
de laseveridad de la DCRTC, especialmente si tenemos en cuenta los portadores de una variante
asociada a cardiopatia. Esto concuerda con estudios previos, donde sefialan que el estado
menopausico y la edad de los pacientes parecen ser determinantes clave de las diferencias
especificas del sexo en la cardiotoxicidad inducida por antraciclinas, observandose un mayor
riesgo para las mujeres prepuberales, un mayor riesgo para los hombres adultos, y un riesgo
similar para los hombres mayores y las mujeres posmenopausicas (140). Diversos estudios
explican estas diferencias basandose en los efectos cardioprotectores de los estrogenos
(141,142).

5.2. NUEVOS MECANISMOS FISIOPATOLOGICOS EN LA DCRTC

Las extensas anotaciones funcionales y el mapeo de genes revelaron hasta 70 nuevos
genes candidatos involucrados en multiples pasos de la fisiopatologia de la DCRTC, y

evidenciaron la relacién entre la enfermedad cardiovascular y el cancer.

5.2.1. Estrés oxidativo y disfuncién mitocondrial

Tal como se describid previamente, la terapia contra el cancer provoca estrés oxidativo
mediante la generacion de roturas de la doble cadena del ADN y la formacion de ROS, lo que
conduce a la disfuncion de las mitocondrias y la muerte celular. Las mitocondrias son organulos
claves para el mantenimiento de la homeostasis del tejido cardiaco, y varios estudios las
respaldan como determinantes importantes de los efectos cardiotdxicos desencadenados por los
agentes quimioterapéuticos. Nuestro estudio reveld hasta siete genes asociados a la DCRTC

implicados en diferentes procesos mitocondriales como la fision (MFF) (143), la maquinaria
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de transcripcion (MTERF) (144,145), el metabolismo del hierro (SLC25A28 y STEAP4)
(146,147), la biogénesis (LARP7, GTPB10) (148,149), y el sistema de control de calidad
(PITRM1) (150) de las mitocondrias. Las proteinas codificadas por estos genes son cruciales
para mantener una funcion adecuada de las mitocondrias. Concretamente se ha demostrado que
la regulacion negativa de los genes MFF, STEAP4 y LARP7 contribuye a la patogénesis de la
MCD (143,151-153) e IC (148). Ademés, también identificamos el gen KNG1, recientemente
asociado con cardiotoxicidad por Cheng y col. (154), quienes demostraron que la
sobreexpresion de KNG1 agrava la disfuncion mitocondrial en la lesion cardiaca por

doxorrubicina.

Recientemente, Toyama y col. demostraron que GATAG esta regulado por BMP10 y
actla como un factor de transcripcion para regular las enzimas antioxidantes. Su deficiencia
induce estrés oxidativo y disfuncion mitocondrial en la hipertensién arterial pulmonar (155).
En nuestro estudio encontramos una asociacion sugestiva del gen GATA6 y BMP3 (de la misma
familia que BMP10) con la DCRTC severa, por lo que se podria plantear la hipotesis de un
mecanismo similar en individuos con IC. GATA6 también se ha relacionado con la regulacién
de la hipertrofia cardiaca y con la diferenciacion de células marcapasos y la conduccion cardiaca
(156-158).

Por otro lado, la superfamilia de transportadores de solutos estd formada por
transportadores que pueden contribuir a la absorcion y eliminacion de una amplia gama de
farmacos. Entre estos transportadores, el grupo SLC25 facilita el transporte de solutos a través
de la membrana mitocondrial interna (159). En nuestro estudio encontramos una nueva
asociacion potencial del gen SLC25A28 (también conocido como mitoferrina-2) con la DCRTC
severa. Este transportador es responsable de la importacion de hierro a la matriz mitocondrial
(159). La interrupcion de este proceso puede provocar una sobrecarga de hierro mitocondrial,
lo que promueve la produccién de ROS. Estos hallazgos son consistentes con articulos
anteriores donde describen la sobrecarga de hierro mitocondrial y la ferroptosis en la
cardiotoxicidad por antraciclinas (46,160-163). Otros miembros de esta superfamilia, como
SLC28A3 (82,83), SLC22A3 (164), y SLC22A17 (82), se han descrito previamente modulando
la susceptibilidad a la cardiotoxicidad inducida por antraciclinas.

50



Discusion

La sefial mas fuerte en el metaanalisis se encontrd en una region intergénica cerca del
gen TP63, un miembro de la familia de factores de transcripcion p53. Varios estudios han
sefialado que p53 previene la cardiotoxicidad de la doxorrubicina debido a su efecto protector
sobre el genoma mitocondrial, independientemente de su actividad supresora de tumores
prototipica (165-167). Ademés, TP63 también se asocié con la diferenciacion de los
fibroblastos cardiacos en cardiomiocitos (168,169).

5.2.2. Muerte celular

La terapia contra el cancer también induce las vias de muerte celular en los
cardiomiocitos (51,170). La via de sefalizacion Wnt/B-catenina es crucial para muchos
procesos de desarrollo, incluido el desarrollo del corazén, la apoptosis, la proliferacion, la
migracion, y la diferenciacion celular (171-173). Hallazgos recientes mostraron que esta via se
inhibe durante la cardiotoxicidad por doxorrubicina (174-176). En relacion con esto,
encontramos tres genes asociados a la DCRTC que interactian con la via Wnt/B-catenina:
FZD1, LGR5, y CDK14. Los genes LGR5 y CDK14 regulan la proliferacion, migracion e
invasion celular, y FZD1 media la quimiorresistencia en el cancer, ambos a través de la via
Wnt/B-catenina (177-179).

La apoptosis y la atrofia de los miocitos pueden provocar una reduccion de la masa
ventricular. Estudios previos en supervivientes de cancer han demostrado que la masa
miocardica del ventriculo izquierdo se reduce después del tratamiento (34,180-182). Esta
reduccidn se asocia con aumentos en la sintomatologia de la IC (183,184). En nuestro estudio
destacamos la asociacion del gen PDXDC1 con la DCRTC. Este gen fue el Unico identificado
por los tres métodos de mapeo y donde se encontraron mas variantes reguladoras y
potencialmente deletéreas. Kursid y col. (185) lo asociaron recientemente con la masa del
ventriculo izquierdo. En base a la informacién publicada previamente y a los hallazgos de
nuestro estudio, parece probable que la alteracion de este gen sea la responsable de la reduccion
de la masa ventricular izquierda observada en los supervivientes de cancer. Las duplicaciones
del cromosoma 16p13.1 (region que contiene los genes PDXDC1 y MYH11) también se han

descrito como un factor de riesgo de cardiopatia congénita y disecciones adrticas (186-188).
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5.2.3. Inflamacion

La formacion de ROS, la disfuncion de las mitocondrias, y la muerte celular,
contribuyen a activar el sistema inmunoldgico innato, que responde al dafio tisular induciendo
una respuesta inflamatoria (59-61). Se ha observado que los pacientes con IC y FEVI reducida
tienen niveles circulantes elevados de citoquinas proinflamatorias en comparacion con
individuos sanos, lo que destaca la contribucion de la inflamacion en la patogénesis de la IC
(189-191). En este sentido, en nuestro estudio se identificaron seis genes implicados en la
inflamacion: BEST3 (192), LACC1 (193), SERP2 (194), CST5 (195), CST7 (196), y CHUK.
Varios estudios sefialaron que LACC1 regula cambios en la microbiota intestinal y contribuye
a la inflamacion intestinal cronica (197,198). Este papel de LACCL1 es interesante ya que
recientemente se ha sefialado una composicion y funcién anormal de la microbiota intestinal en
pacientes con cardiotoxicidad inducida por doxorrubicina y con IC (199-202). También
identificamos varios biomarcadores inflamatorios como CST7 y CST5, previamente asociados
con inflamacion aguda y mortalidad a corto plazo en pacientes con infarto agudo de miocardio,
respectivamente (195,196). Es relevante mencionar que varios de los genes asociados con la
DCRTC en nuestro metaandlisis estan involucrados en la via NF-kB (CHUK, BEST3 (192),
LACC1 (193), LARP7 (203), TP63 (204,205), LGR5 (206)). En el corazoén, la activacion
prolongada de la via NF-kB promueve la IC al provocar sefiales que desencadenan inflamacion
cronica a través de la produccion de citocinas, lo que conduce a respuestas de estrés del reticulo
endoplasmico y muerte celular (207,208). Esta via se ha propuesto como una posible diana

terapéutica para enfermedades cardiovasculares y cancer (209,210).

5.2.4. Fibrosis

Si la inflamacidn se mantiene en el tiempo se produce la activacion de los fibroblastos,
lo que induce la produccion de matriz extracelular y citocinas inflamatorias (211). Las citocinas
promueven una respuesta patoldgica como la fibrosis y la remodelacion cardiaca adversa, lo
gue en ultima instancia resulta en disfuncion ventricular y, en los casos mas graves, IC
congestiva. En nuestro estudio encontramos 10 genes relacionados con la adhesion celular y la
fibrosis. Cuatro de estos genes estaban relacionados con el colageno (COL4A3, COL4A4, P3H2
(también llamado LEPREL1) (212), y COLQ), y mas concretamente, tres de ellos con el
colégeno tipo 1V, el principal componente de la membrana basal (213). Ademas de los genes
de colageno, encontramos otros 6 genes con efecto profibrético: TSPAN 8 (214), CLDN1 [218],
(215,216), CLDN12, MASP1 (217), ADAMTSS (218,219), y KLF6 (220,221).
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En particular, los dos Ultimos genes (ADAMTS8 y KLF6) han sido descritos previamente
en la fibrosis cardiaca (218,220), y en nuestro estudio se encontraron en el andlisis de fenotipos
extremos, es decir, en pacientes con DCRTC severa, lo que concuerda con el hecho de que la

fibrosis es la ruta final comun observada en la IC (222).

5.3. LOS PRS COMO HERRAMIENTA PARA PREDECIR EVENTOS CARDIACOS
SEVEROS EN PACIENTES CON CANCER

Con el objetivo de reducir la prevalencia de las enfermedades cardiovasculares y sus
complicaciones, muchos esfuerzos se estan centrando en la prevencion. La piedra angular de la
prevencion es la prediccion temprana de los riesgos junto con su mitigacion. La incorporacién
de la genética en el marco de la prediccidn de riesgo ofrece la oportunidad de crear estrategias

mas tempranas y personalizadas.

En nuestro estudio, el IC-PRS mostr6 que los individuos de la cohorte CARDIOTOX
en el decil superior (90-100%) del PRS tenian un riesgo significativamente mayor de desarrollar
IC en relacion con el resto de los individuos, lo que parece sugerir que la seleccion de estos
pacientes para un seguimiento mas estrecho por el equipo de cardio-oncologia podria prevenir
el desarrollo de la DCRTC severa o IC. Sin embargo, con valores del PRS bajos el modelo no
discrimind bien entre los casos y los controles. Cabe destacar que el poder de discriminacion
del modelo de regresion logistica con factores clinicos aumento al afiadir el PRS, ya que los
PRS a menudo capturan el riesgo que es independiente y, por lo tanto, complementario a los
factores de riesgo tradicionales. A pesar de que la mayoria de la evidencia sugiere que la utilidad
clinica puede ser méxima cuando los PRS se combinan con factores de riesgo clinicos, también
hay evidencia de que los PRS por si solos pueden tener utilidad para aquellas personas con

puntuaciones poligénicas extremadamente altas (223).

El valor del PRS radica en que se construye en funcion de la variacion genética
heredada, por lo que puede predecir desde el nacimiento rasgos complejos de forma individual,
antes que muchos factores de riesgo no genéticos relacionados con el estilo de vida y la edad
(224,225). En concreto para las enfermedades cardiovasculares, los PRS facilitan la prediccion
del riesgo mas alla de los modelos actuales que predicen el riesgo en 5 o 10 afios, y que

generalmente estan optimizados para personas de mediana edad (226).
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Cabe sefalar que proporcionar PRS basados en variantes comunes, pero no considerar
ni realizar pruebas para variantes raras de alto impacto podria dar una estimacion de riesgo
sustancialmente incompleta, especialmente para aquellas personas con antecedentes familiares
(227). Asi, una puntuacion de riesgo poligénico elevada puede aumentar el riesgo conferido por
una variante de alto impacto, o una puntuacion de riesgo poligénico protectora puede compensar
la variante patogénicay acercar el riesgo del individuo al promedio de la poblacion. Es probable
que esto se logre a medida que la tecnologia avance hacia la secuenciacion del genoma

completo, lo que permitiria una puntuacion poligénica de espectro alélico completo.

A pesar de las innegables ventajas de los PRS, todavia deben superar varios desafios
antes de poder implementarse en la practica clinica cardiovascular. La Asociacion Americana
del Corazdn (AHA, por sus siglas en inglés) establece tres criterios que los sistemas de atencion
de salud deberian considerar antes de su implementacion: eficacia, dafio, y logistica (228).
En primer lugar, sugieren que la eficacia clinica de los PRS probablemente sera apropiada
cuando la integracion del PRS en herramientas de riesgo clinico mejore sustancialmente su
precision, o cuando el PRS pueda identificar a los individuos con un riesgo al menos equivalente
al de los individuos con enfermedades monogénicas (228). En segundo lugar, es importante que
cualquier orientacion sobre el uso clinico responsable aborde los posibles dafios. Hay cierta
preocupacion sobre si el uso de los PRS existentes podria exacerbar las disparidades raciales en
la atencién médica debido a las diferencias en el poder predictivo entre diferentes grupos
poblacionales (223,229). Los GWAS iniciales y con mayor tamafio muestral comprenden en
gran medida individuos de ascendencia europea, y debido a las diferencias de frecuencia alélica
existentes entre los distintos grupos étnicos, esto plantea desafios de recalibracion.
Esta desigualdad en la prediccidn entre los grupos poblacionales se pudo percibir en el estudio
realizado por Sapkota y col., donde aplicaron un PRS de la enfermedad arterial coronaria en
una poblacion de supervivientes de cancer infantil (230). Entre los supervivientes de
ascendencia europea, el PRS se asocid significativamente con el riesgo de enfermedad
coronaria mientras que, en los supervivientes de ascendencia africana, el PRS no se asocio.
Actualmente los esfuerzos se centran en perfilar genéticamente a los individuos no europeos y
poder obtener una precision predictiva comparable entre multiples etnias. En tercer lugar,
existen varias consideraciones logisticas y educativas. Hasta la fecha, los datos genémicos para
el calculo de los PRS son en gran medida externos al sistema de salud publica (es decir, estudios

de investigacion o productos directos al consumidor).

54



Discusion

Ademas, el conocimiento genético de la poblacion general, tanto del personal sanitario
como del paciente, sigue siendo limitado, lo que podria obstaculizar los supuestos beneficios y
potencialmente exacerbar los dafios (228). Se necesitaria apoyo auxiliar, como el de médicos

especializados, incluidos asesores genéticos.

Por altimo, otro factor para tener en cuenta es el coste economico. Un estudio publicado
recientemente evaluo la rentabilidad de los PRS para guiar el tratamiento con estatinas para la
prevencion de enfermedades cardiovasculares (231). La estrategia econdmica 6ptima fue
cuando los individuos de riesgo intermedio con un PRS en el 70% superior eran elegidos para
el tratamiento, mientras que el 1% mas bajo se excluia. Aun asi, los autores concluyen que el
uso de los PRS probablemente no sea rentable para el sistema de salud publico actual.
Sin embargo, tienen una perspectiva econémica futura positiva, ya que estdn mejorando
rapidamente su capacidad predictiva a la vez que se reducen los costes de genotipado, lo que
demostraria la posible rentabilidad para su inclusion en la atencion clinica de las enfermedades

cardiovasculares.

El objetivo general de un PRS en cardio-oncologia seria la prevencion de la DCRTC
mediante la identificacion y seleccion de los pacientes con alto riesgo para seguir una mejor
vigilancia y un plan de tratamiento mas personalizado. Aunque existen perspectivas futuras
prometedoras, se deben reconocer las limitaciones actuales, principalmente derivadas del
tamafio muestral de las cohortes y de la baja proporcion de la varianza explicada por los PRS.

5.4. LIMITACIONES Y FORTALEZAS DEL ESTUDIO

La principal limitacion de este estudio fue el tamafio de la muestra, lo que dificultd
alcanzar un poder estadistico significativo. Ademas, pueden existir pequefias variaciones en los
criterios de la DCRTC entre las cohortes afiadidas en el metaanalisis. A pesar de esto, nuestro
estudio es el de mayor tamafio muestral realizado hasta la fecha, y el enfoque que seguimos
utilizo6 todas las variantes comprendidas en las estadisticas resumen de 3 estudios procedentes
de distintos paises, lo que fortalecid los resultados y nos permitid detectar loci de
susceptibilidad potenciales que no mostraron evidencia en esos estudios de forma

independiente.
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6. CONCLUSIONES

1. La combinacion de las técnicas de secuenciacion del exoma completo y de asociacion del
genoma completo permitio observar el componente genético integro de nuestra cohorte,

identificando tanto variantes raras como comunes asociadas a la DCRTC.

2. En nuestro estudio encontramos una alta frecuencia de variantes truncantes en la TTN en los
pacientes con DCRTC severa, lo que parece indicar que la severidad de la DCRTC puede estar
influida por una predisposicion genética a miocardiopatias, especialmente a la MCD.
Esto recalca la importancia de considerar los antecedentes familiares como un factor de riesgo
en la DCRTC.

3. El reducido tamafio de la cohorte dificultd hallar una asociacion genética significativa.
Pese a ello se identificaron nuevos genes potenciales implicados en la DCRTC, como TP63 o

PDXDC1, lo que proporciona una guia para la validacion experimental.

4. Los nuevos genes identificados mediante el estudio de asociacion comparten mecanismos
fisiopatologicos como la disfuncion mitocondrial, la muerte celular, y la fibrosis.
Estos hallazgos nos ayudan a comprender mejor los mecanismos fisiopatoldgicos que causan
la DCRTC.

5. La combinacion de 4 cohortes en el metaanalisis permitio aumentar el poder estadistico y

detectar sefiales que pasaron desapercibidas en los estudios realizados de forma independiente.
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6. La prediccion de la insuficiencia cardiaca en la cohorte CARDIOTOX mejor6 al combinar
el PRS con los factores de riesgo clinicos, en comparacion al uso exclusivo de factores clinicos,
lo que parece indicar que la adicion de la genética a los estandares actuales podria mejorar la
prevencion de la DCRTC severa. Sin embargo, el PRS de IC en su estado actual tiene un tamario
de efecto pequefio como para ayudar de una forma significativa a predecir la DCRTC.
Es necesario mejorar su capacidad predictiva aumentando el tamafio muestral o utilizando

GWAS de fenotipos mas especificos.

7. En el futuro, con cohortes con un tamafio muestral méas grande, la aplicacion de los PRS en
cardio-oncologia podria proporcionar un enfoque genético personalizado de la susceptibilidad

individual a la DCRTC, mejorando la supervivencia y la calidad de vida de estos pacientes.
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8. ANEXOS

Tabla anexa 1. Lista de genes asociados a miocardiopatias utilizada en el filtrado de las variantes de la
WES.

A2ML1 ABCC9 ACTA2 ACTC1 ACTN2 ADAMTS2 AKAP9 ALPK3 ANK2 ANKRD1 ANO5 ASPH B4GALT7
BAG3 BGN BRAF CACNA1C CACNA1D CACNA2D1 CACNB2 CALM1 CALM2 CALM3 CALR3 CASQ2 CAV3
CBS CCM2 CHST14 COL1A1 COL1A2 COL3A1 COL5A1 COL5A2 CRYAB CSRP3 CTF1 CTNNA3 DES DMD
DSC2 DSE DSG2 DSP DTNA EFEMP2 ELN EMD EYA4 FBN1 FBN2 FHL1 FHL2 FHOD3 FKBP14 FKTN
FLNA FLNC GATA4 GATAD1 GJA1 GJA5 GLA GPD1L HCN4 HTRA1 ILK JPH2 JUP KCNAS KCND3 KCNE1
KCNE5 KCNE2 KCNE3 KCNH2 KCNJ2 KCNJ5 KCNJ8 KCNQ1 KRAS KRIT1 LAMA4 LAMP2 LDB3 LMNA
LMNB2 LOX MIB1 MYBPC3 MYH11 MYH6 MYH7 MYL2 MYL3 MYLK MYLK2 MYOT MYOZ1 MYOZ2 MYPN
NEBL NEXN NKX2-5 NOS1AP NOTCH1 NPPA PDLIM3 PKP2 PLN PLOD1 PRDM16 PRKAG2 PRKG1
PTPN11 RAF1 RANGRF RBM20 RIT1 RYR2 SCN10A SCN1B SCN2B SCN3B SCN4B SCN5A SGCD SKI
SLC2A10 SLC8A1 SLMAP SMAD3 SMAD4 SNTAl SOS1 TAFAZZIN TBX20 TBX5 TCAP TGFB2 TGFB3
TGFBR1 TGFBR2 TMEM43 TMPO TNNC1 TNNI3 TNNT2 TNXB TP63 TPM1 TRDN TRIM63 TRPM4 TTN TTR
TXNRD2 VCL MFAP5 GAA SDHA SMAD
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Tabla anexa 2. Conjunto de genes priorizados por FUMA en el metaanalisis caso-control. Se muestran los genes asignados
a cada locus de riesgo gendmico y el método de mapeo mediante el cual se detectd. “x” indica detectado por ese método.
Los genes en negrita fueron detectados por mas de un método, y los resaltados en amarillo por todos.

GenomicLocus IndSigSNP CHR POS P-value Gene Position mapping eQTL mapping Chromatin inte raction mapping
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o o

~
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1,89x10-7
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Tabla anexa 3. Conjunto de genes priorizados por FUMA en el metaanalisis de fenotipos extremos. Se muestran los genes
asignados a cada locus de riesgo gendmico y el método de mapeo mediante el cual se detectd. “x” indica detectado por ese
método.

GenomicLocus IndSigSNP CHR POS P-value Gene Position mapping eQTL mapping Chromatin inte raction mapping

1 1s72675867 1 79422702 = 7,90x10-6
2 rs61773285 1 87874006 5,88x10-6
3 rs186716941 3 35503728  7,57x10-6
4 rs78231687 3 74165882  2,84x10-6
5 rs6778906 3 174476314 2,65x10-6
6 1s78624937 4 97884 1,55x10-7
7 rs74872306 4 42729988 = 1,76x10-6
8 rs11728669 4 79926533 3,67x10-6 PRDMS8 X
C4orf22 X
BMP3 X
9 rs146981049 4 113428898 4,64x10-6 Cdorf2l X
LARP7 X
10 rs182817125 4 158406013 1,08x10-6
11 rs116255473 4 187315330 7,26x10-6
12 rs140186465 4 189235553 6,79x10-6
13 rs74966686 5 85318356  7,54x10-6
14 rs72792008 5 126857435 7,78x10-6
15 rs540167506 6 25701973  3,57x10-7 HIST1H4E X
BTN3A2
16 rs1631333 6 64135977  9,90x10-6
17 rs144623642 6 106877103 1,33x10-6
18 rs190415987 6 160607558 4,45x10-6
19 rs140753557 6 162520329 6,27x10-6
20 rs118117193 6 166316497 6,04x10-6
21 rs33963491 8 76559339  1,52x10-6
22 rs372588763 8 102353072 8,98x10-6
23 rs76987869 8 122062748 1,25x10-6
24 rs77828414 8 133577525 9,33x10-6
25 rs112138284 9 267224  6,68x10-6
26 rs77418183 9 21929486  7,03x10-6
27 rs12001974 9 37460561 = 5,93x10-6
28 s145947033 10 3969667  1,93x10-7 PITRM1 X
KLF6 X
FAM208B X
29 rs880826 10 29370326  8,92x10-6
30 rs200781939 10 60366704 6,56x10-6
31 rs112148102 10 65747156 7,21x10-6
32 rs4919427 10 101910498 9,49x10-7 ZFYVE27 X
SLC25A28 X
ERLIN1 X
CHUK X
CWF19L1 X
33 rs12290176 11 43248006 8,23x10-6
34 rs78367094 11 130513947 4,31x10-6 ADAMTS8 X
ADAMTS15 X
35 rs118091262 13 112653024 4,55x10-6
36 rs146481058 15 46829422 8,98x10-6
37 rs79154485 15 87176786 9,96x10-6
38 1s143207045 16 31968691 5,04x10-7
39 rs114769076 17 13361837 7,11x10-6
40 rs79209309 17 52802769 = 3,69x10-6
41 rs548173058 18 5160950 = 5,98x10-6
42 rs11320574 18 = 20220136 3,36x10-6  GATA6 X
43 rs11661242 18 = 24491418 181x10-6  CHST9 X
44 rs4816549 21 38154475 5,66x10-6
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El éxito en el tratamiento del cancer estda empanado por los
eventos adversos que tienen algunos farmacos sobre la
funcion cardiaca, lo que se ha denominado disfuncién cardiaca
relacionada con la terapia del cancer (DCRTC). El objetivo
principal de este proyecto es identificar marcadores genéticos
claves en el desarrollo de la DCRTC, buscando en ultima
instancia la prediccion del riesgo de eventos cardiacos severos
en los pacientes con cancer. Para ello utilizamos tres

enfoques genéticos distintos: secuenciacion del exoma
completo, estudio de asociacion del genoma completo, y estima
de riesgo poligénico. Nuestros hallazgos respaldan la hipétesis
de que la variacién genética contribuye a la susceptibilidad

de la DCRTC, y nos ayudan a comprender mejor los
mecanismos que la originan.
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