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chremos encontrar la Vcrdad, no importa donde ésta nos
leve. Pero para encontrar esta verdad necesitamos imaginacion
y esccpticismo, no tendremos temor a cspecular, pero seremos

cuidadosos en scparar la especulacién de la verdad.

Carl Sagan
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Tntroduccion

1. INTRODUCCION

1.1. El tiroides

La glandula tiroidea recibe este nombre por su similitud con un escudo (del griego
thyreos: escudo), ya que se pensaba constituia un auténtico escudo para la laringe, de la

misma forma que lo constituye el cartilago tiroides (Cian et al., 2004).

Es una glandula endocrina tipica de los vertebrados que, en el hombre constituye
la mayor de las glandulas de secrecion interna. Es un 6rgano de origen endodérmico
impar y simétrico, formado por dos 16bulos unidos por un istmo de tejido tiroideo; en el
20% de los casos presenta un lobulo piramidal. Esta situado medialmente en la cara
anterior del cuello (Figura 1) y, por debajo del cartilago cricoides. Estando todo
encapsulado se mantiene unido por ligamentos a la cara anterior de la traquea. El peso
en el adulto es de 25 a 30 g. A nivel histoldgico, estd formado por los foliculos tiroideos,
unidades de estructura esférica formadas por células foliculares en su exterior y una
sustancia coloide interna. En los foliculos se produce la sintesis de las hormonas T3
(triyodotironina), T3 reversa (biolégicamente inactiva) y T4 (tiroxina). Entre los
foliculos encontramos también otro tipo de células, las parafoliculares o células C, en

donde se produce la calcitonina.

Glandula tiroides

cartilago tiroides

oides 0 o %
glandula tiroides 'ta;?'-"t"' .’J‘,:.:
P wﬁu{_ _u® MR | CF células foliculares
A S g/ - % 4Z7% | CP células parafoliculares
N y i C Coloide
) //ﬂ\ . '::b ‘iai' . | MB membrana basal

Figura 1: Ubicacion anatomica e histologia tiroidea (modificado de
http.//www.biosbcc.net/barron/physiology/endo y www.med.umich.edu)

Los niveles plasmaticos de estas hormonas son bastante estables a lo largo de la

vida, excepto en el periodo neonatal y en caso de algunas patologias.


http://www.biosbcc.net/barron/physiology/endo
http://www.med.umich.edu/
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Las hormonas tiroideas circulan, mayoritariamente, unidas a proteinas plasmaticas:
TBG, TBPA y a la albumina (con una union no especifica). Las células del organismo
solo responden a las hormonas tiroideas libres, preferentemente a la T3. El mecanismo
de accion de las hormonas tiroideas depende de la unién, preferentemente de T3, a los
receptores de la hormona tiroidea a nivel del nucleo celular. Estos receptores son
proteinas nucleares acidicas asociadas con la cromatina (factores de transcripcion) que,
al ser activados pueden unirse a una secuencia especifica del DNA localizada cerca de

la region del promotor del gen diana.

Estas hormonas son de gran importancia en la regulacion del metabolismo basal
(procesos energéticos) y del metabolismo de los carbohidratos, lipidos y proteinas.
Asimismo, inducen la diferenciacion de tejidos, participan en el desarrollo fetal, en el
proceso de mielinizaciéon de las fibras nerviosas, favorecen el crecimiento normal

neuronal y el desarrollo del encéfalo, y amplifican la respuesta autbnoma simpatica.

La funcion tiroidea se regula tanto por mecanismos extrinsecos
(fundamentalmente por la hormona estimulante del tiroides (TSH)), como por

mecanismos intrinsecos (autorregulacion tiroidea).

La TSH es una glucoproteina que se segrega en las células tirotropas hipofisarias.
La interaccién con su receptor activa el complejo AMPc-proteina G, la cascada
Ca++/fosfatidil-inositol/acido araquidonico y las fosforilaciones de proteinas celulares.
Estimula la sintesis de hormonas tiroideas, puesto que incrementa la captacion de yodo
(I), la sintesis de tiroglobulina (TG), su yodacion, acoplamiento, endocitosis y

proteolisis.

La secrecion de TSH estd regulada a su vez por la hormona liberadora de
tirotropina (TRH), que se sintetiza en las neuronas de los nucleos supradptico y
paraventriculares hipotalamicos. La TRH estimula la sintesis y secrecion de la TSH a
través de la cascada Ca++/fosfatidil-inositol. La capacidad de respuesta de la hipofisis a

la TRH esta regulada por los niveles de T4 y T3 (Mayayo ef al., 1998).

Existen otros mecanismos reguladores extrinsecos de menor importancia
mediados por norepinefrina, serotonina, estrogenos, dopamina, somatostatina, hormona

del crecimiento y glucocorticoides.


http://www.monografias.com/trabajos14/administ-procesos/administ-procesos.shtml#PROCE

Introduccion

La autorregulacion tiroidea es un mecanismo intrinseco de regulacion mediante el
cual el tiroides puede modular la cantidad de yodo que capta y la cantidad de hormona
tiroidea que sintetiza, con independencia de TSH. En respuesta a un aumento brusco de
la administracion de yodo, reduce su transporte activo y, por ende, las concentraciones
de yodo intratiroideo por debajo de niveles inhibitorios, alcanzandose asi una nueva
situacion de equilibrio. Disminuye a su vez la formacién de AMPc en respuesta a TSH,
la sintesis de TG, la yodacion y la liberacion de hormonas tiroideas (Efecto WOLF-

CHAIKOFF) (Eng et al., 1999).

1.1.1. Patologias del tiroides

Las patologias de la glandula tiroidea son variadas, tanto en su etiopatogenia,

como en su severidad, prondstico y tratamiento.

Se manifiestan como una alteracion (exceso o defecto) de la secrecion hormonal y
como un aumento del tamafo de la glandula, de forma independiente o conjunta. Asi, la
secrecion disminuida de la hormona origina hipotiroidismo (o mixedema), y la

secrecion excesiva produce hipertiroidismo (o tirotoxicosis).

El aumento del tamafio de la glandula puede ser generalizado o focal. Si es
generalizado ser un bocio. Si es focal puede crecer formando un nédulo o varios. Estos
se originan a partir de células foliculares y se pueden detectar en glandulas tiroideas de
tamafio normal y en bocios. El 95% de los nodulos tiroideos son benignos, pero algunos

derivan hacia la malignidad (carcinoma tiroideo).

El grupo mas vulnerable a estas alteraciones son las mujeres, en éstas la presencia

de una disfuncion tiroidea alcanza cifras que triplican a las observadas en los hombres.

Las patologias tiroideas pueden ser tratadas médica y/o quirdrgicamente. EIl
hipotiroidismo, hipertiroidismo con bocio difuso o nodular pequefio, el bocio uni o
multinodular, son ejemplos de patologias de resolucion generalmente médica. Por su
parte, el bocio de gran tamafo o sintomatico, el hipertiroidismo refractario al

tratamiento médico y el cancer de tiroides son de tratamiento quirurgico (Leo6n, 2005).
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1.1.2. El cancer de tiroides

El carcinoma tiroideo es un cancer poco frecuente, ya que representa el 2 % de
todos los tipos de neoplasias registrados en el mundo (WHO, 1993; ACS, 2005),
excluyendo las cutaneas. Sin embargo, algunas estadisticas indican que su incidencia ha
ido aumentando durante la segunda mitad del siglo XX y, en particular en el tltimo
decenio. Algunos paises han llegando a quintuplicar el nimero de casos respecto a
décadas precedentes (NCI, 2004). El cancer tiroideo se puede presentar asociado con
otros canceres de origen hereditario y sindromes familiares, aunque se trata de un
porcentaje muy pequeiio de casos. A pesar de su baja incidencia, tiene gran
trascendencia en endocrinologia, ya que es la neoplasia maligna mas comun del sistema
endocrino (90 % de ellos) y contribuye en mas del 50% a las muertes por canceres

endocrinos (Akslen et al., 1993; Nagataki et al., 2002).

Los criterios de Hedinger y Sobin (1974) para la clasificacion de tumores
tiroideos, adoptados por la Organizacion Mundial de la Salud, distinguen tres grupos de
tumores: a) tumores epiteliales o derivados del epitelio folicular o parafolicular, b)

tumores no epiteliales y ¢) otros tumores (Vassallo y Barrios, 2003) (Figura 2).

A) Epiteliales Derivados del Epitelio Folicular
- Diferenciado

Carcinoma papilar y variantes

* Microcarcinoma » Trabecular sélido
« Encapsulado « Esclerosante difuso
« Folicular * De células altas

« Encapsulado folicular ~ « Columnar

Carcinoma folicular y variantes
» Carcinoma de células de Hurthle
¢ Carcinoma Insular

- Indiferenciado o Carcinoma Anaplasico

B) Epiteliales Derivados del Epitelio Parafolicular
Carcinoma Medular
Hereditario
« Solitario
* MEN 2A
* MEN 2B
Esporadico

C) De Otro Origen
Linfoma
Sarcoma
Metastasis

Figura 2: Clasificacion del cancer de tiroides
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Los tumores epiteliales son la gran mayoria, representan el 95% de los tumores de
la glandula. A su vez, entre el 70% y el 90% corresponden a cancer papilar, del 10% al
15% al folicular, del 5% al 10% al medular, y del 2% al 5% al anaplasico. Existe una
variacion geografica en cuanto a la proporcion relativa de carcinomas papilar y folicular,
probablemente debida al contenido de yodo en la dieta, ya que en las zonas con
deficiencia de yodo se presenta un aumento en la frecuencia de carcinomas foliculares

(Roque et al., 1998).

La clasificacion histopatologica de los tumores del tiroides es muy importante por
sus implicaciones pronosticas. Los tipos histologicos mas diferenciados (papilar o
folicular) son sumamente tratables y, generalmente, curables. De ellos, el carcinoma
papilar es el menos maligno (Vassallo y Barrios, 2003). La edad media de aparicion es
de 45 afios, siendo mas agresivo en individuos de mayor edad (McConahey et al., 1986;
Mazzaferri y Kloos, 2001). Suele presentar un crecimiento lento y puede extenderse
fuera del tiroides, afectando especialmente a los ganglios linfaticos. Existen variedades
bien diferenciadas y poco diferenciadas, siendo las tltimas las més agresivas (Volante et

al., 2004). El carcinoma folicular es el segundo carcinoma de tiroides en frecuencia. La

edad media de aparicion es de 55 afios, pero es mas agresivo en los individuos de mayor
edad. También se dan casos en individuos jovenes, en los que se comporta como un
carcinoma papilar bien diferenciado. Son tumores encapsulados con una gran tendencia
a formar metéstasis, con frecuencia en pulmones y huesos (Parthasarathy y Crawford,
2002). En general, se considera que el carcinoma folicular tiene peor pronostico que el
papilar (Hundahl et al., 1998; Lundgren et al., 2006). Dentro del cancer folicular
encontramos el adenoma de Hiirtle, una variedad atn mdas agresiva y que hace
metastasis tempranas. La tasa de supervivencia relativa general de los pacientes en
Estados Unidos a los 10 afios de evolucion es del 93% para el cancer papilar y del 85%

para el cancer folicular.

Los tumores poco diferenciados son muy malignos y constituyen entre el 5 y el

25% de todos los tumores tiroideos. El cdncer anapldsico es poco frecuente y suele

aparecer entre los 50 a 70 afios de edad, se extiende con mucha rapidez invadiendo
estructuras cercanas, y la esperanza de vida tras su diagndstico es de seis meses. La tasa
de supervivencia es baja, tan solo de un 14 % (Laxman y Crawford, 2002). El cancer
medular se produce en células parafoliculares (hiperplasia de las células C) que secretan

calcitonina. Es un cancer poco frecuente, que se presenta en la forma esporadica y
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familiar. También puede formar parte de otro desorden hereditario, la neoplasia multiple
endocrina (MEN) de tipo IIA o IIB (Nix ef al., 2005). La edad media de aparicion es de
50 afios (Negri ef al., 2002) y es de evolucion rapida, hace metéstasis temprana y tiene
el peor prondstico, con una probabilidad de recuperacion de s6lo un 40-50% y una tasa

de supervivencia del 75% (Laxman y Crawford, 2002).

En el grupo de los tumores no epiteliales se encuentran ocasionalmente los
siguientes: sarcomas, linfomas, carcinomas epidermoides y teratomas, predominando

los fibrosarcomas (Vassallo y Barrios, 2003).

En los ultimos 4 afios organizaciones como la OMS y la IARC han ido
actualizando la clasificacion de los canceres del sistema endocrino (Matias-Guiu, 2005)
e introduciendo las siguientes nuevas definiciones:

Carcinoma pobremente diferenciado: Neoplasia folicular con evidencia
limitada de diferenciacion folicular, y con morfologia y comportamiento intermedio
entre los carcinomas diferenciados y los indiferenciados.

Carcinoma indiferenciado: Sustituye al término anaplasico e incluye variantes
morfoldgicas: osteocléstica, carcinosarcoma, paucicelular, linfoepitelioide.

Carcinoma medular: Incluye otras variantes morfologicas (papilar o
pseudopapilar, glandular, gigantocelular, fusiforme, de células pequeiias, entre otras).
Se introduce una nueva clasificacion de la hiperplasia de células C (tipo neoplésico y

tipo reactivo) (Albores-Saavedra, 2002).

Sin embargo, aun coexisten en la literatura los nuevos términos con los

precedentes.

1.1.2.1. Base molecular del cancer de tiroides

Todavia no se conocen del todo los mecanismos que conducen al desarrollo del
cancer, pero es un hecho demostrado que se produce la activacion de oncogenes, la
inactivacion de genes supresores de tumores y alteraciones en la expresion génica
(Bergers et al., 1998). Todos los genotipos tumorales comparten disfunciones de la
fisiologia celular que conducen a la malignidad: autosuficiencia en generar sus propios
factores de crecimiento, insensibilidad a los factores inhibidores de crecimiento,
resistencia a la apoptosis, capacidad replicativa ilimitada e inmortalizacion,

angiogénesis continua, e invasion de tejidos y metastasis (Hanahan y Weinberg, 2000).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Hanahan+D%22%5BAuthor%5D
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La transformacion de las células del tejido tiroideo normal en células tumorales,
en las etapas mas tempranas, implica la activacion o expresion de novo de los factores
proliferativos RAS, BRAF, RET, NTRK, cMYC, GSP y TSHR (Moretti et al., 2000), la
inhibicion de factores que controlan el ciclo celular como son los genes supresores de
tumores p21, p53, Pax8/TTF-1 y los genes reguladores de la apoptosis PTEN, MDM?2,
etc y, finalmente, la disrupcion en la interaccion célula-célula y la inmortalizacion

celular (Segev et al., 2003).

La expresion alterada de estos factores se asocia al desarrollo de neoplasmas
diferenciados que van desde adenomas (GSP y TSHR) hasta carcinomas diferenciados
de tipo papilar (MET, NTRK, RET) y folicular (RAS) (Segev et al., 2003). El gen RAS se
halla alterado preferentemente en tumores en fases tempranas del desarrollo, y el p53
una vez ya mas avanzado el estadio del tumor (Bond ef al,, 1994; Almudevar et al.,
2000). La expresion de p53 es alta en carcinomas indiferenciados, pero baja en
carcinomas foliculares y papilares, estando ausente en adenomas, lo cual sugiere que las
alteraciones de este gen se hallan implicadas en la progresion tumoral del cancer de
tiroides. Cambios en la P53, junto con cambios en la ciclina D1, pueden ser los
responsables de que un tumor diferenciado pase a ser un tumor indiferenciado y, por

tanto, de peor prondstico (Goto ef al., 2001).

Otros autores coinciden en que los genes supresores de tumores estdn implicados
en etapas mas tardias de la carcinogénesis (Fagin et al., 1993; Moretti et al,. 2000) y
que los tejidos son altamente inestables debido precisamente a esta causa (Shahedian et

al,. 2001).

Los pacientes con céancer de tiroides presentan variaciones en la expresion génica,
ya sea sobreexpresion o represion (Aust et al., 2001; Hermann et al., 2001; Rabes,
2001;). Asi, por ejemplo, la proteina Bcl-2 muestra siempre expresion en el tejido
tiroideo normal peritumoral. En cambio, en los tumores su expresion es heterogénea
mostrando intensidades de leves a moderadas en carcinomas papilares y foliculares y
expresandose apenas en los carcinomas indiferenciados y medulares (Almudevar et al.,
2000). De igual forma, algunos genes involucrados directamente en la funcion tiroidea,
como por ejemplo las quinasas de tirosina NTRK, se expresan a niveles por debajo de
lo normal (Rabes, 2001). La expresion del oncogén RET (cromosoma 10q1.2) se asocia
con la presencia del sindrome MEN2 (neoplasias endocrinas multiples de tipo 2) y del

carcinoma medular tiroideo familiar. De hecho, el polimorfismo G691S de RET es un
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marcador de riesgo de carcinoma medular de tiroides esporadico y actia como

modificador del fenotipo de la enfermedad (Robledo ef al., 2003).

Se han identificado mutaciones en rutas de sefiales celulares como la de ERK, que
trasmite sefiales mitogénicas de la membrana celular al nucleo y regula la proliferacion,
diferenciacion y apoptosis celular (Xu et al.,, 2003). Alteraciones genéticas en los
componentes de la cascada (RET, RAS Y RAF) producen una activacion constitutiva de
la via y la subsiguiente tumorigénesis del tiroides (Williams y Smallridge, 2004; Ciampi

et al., 2005; Melillo et al., 2005).

También se ha descrito que los carcinomas de tiroides tienen reordenaciones en el
gen del factor de transcripcion relacionadas con translocaciones del PPARgamma. Se

especula que algunos céanceres de tiroides se desarrollan por la co-activacion de RET y

RAS y/o RET y PPARgamma (Kroll, 2004).

Otros trabajos hablan del papel de las mutaciones C1264R y C1996S del gen TG
en la incidencia de tirocarcinomas. El hipotiroidismo y el bocio que ocasionan estas

alteraciones se asocian con cancer de tiroides (Hishinuma et al., 2005).

Recientemente se ha identificado una mutacion en el gen ARLTSI (13ql4) que
podria estar implicada en la leucemia mieloide cronica, en las etapas iniciales de los
tumores pancreaticos y en el cancer colorrectal, de mama, de pulmon, y de tiroides. Este
gen es miembro de la superfamilia de genes RAS relacionados con la regulacion del
crecimiento celular. Representa una nueva clase de genes supresores de tumores cuyo
producto “busca y destruye” las células que podrian estar a punto de convertirse en
malignas. Cuando se altera, pierde esa capacidad y, con ello, da a las células malignas la

oportunidad de crecer e implantarse (Calin et al., 2005; De Brakeleer ef al., 2005).

La presencia de un elevado porcentaje de reordenamientos y translocaciones
cromosoOmicas distingue al carcinoma tiroideo de otros tumores epiteliales (Moretti et
al., 2000). Es bastante frecuente la deteccion de translocaciones que afectan al
cromosoma 19, especialmente en la banda 13 del brazo largo (19q13) (Belge et al.,
1995, 1998). También se han encontrado polisomias en los cromosomas 7 y 12 (Belge
et al., 1995; Criado et al., 1995; Belge et al, 1998) y, aunque en menor frecuencia,
deleciones en el cromosoma 13 (Belge et al., 1991) y 2 (Belge et al., 1996).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Search&term=%22Hishinuma+A%22%5BAuthor%5D
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En el cancer de tiroides papilar se ha encontrado que los brazos cromosémicos
mas afectados por anormalidades cromosémicas son el 1q, 4q, 5q, 6p, 10q, 12q, 13qy

14q (Zitzelsberger et al., 1999).
Cancer papilar

Se han encontrado cuatro tipos de alteraciones genéticas asociadas con el cancer
de tiroides papilar: reordenamientos de los genes RET y TRKA, mutaciones puntuales
del gen BRAF, y mutaciones puntuales de RAS (Melillo et al., 2005; Adeniran et al.,
2006; Fagin, 20006).

Por otro lado, también se han encontrado aberraciones cromosdémicas en los
cromosomas 1, 3, 4-14, 17, 19 y 20; dandose especial importancia a las regiones 1pl1-
13, 1p32-36, 3p25-26, 7q34-36 y 10q11.2 (Zitzelsberger et al., 1999; Roque et al., 2001;
Rodrigues-Serpa et al., 2003; Foukakkis et al., 2005).

Cancer folicular

La base molecular del cancer folicular todavia no esta bien establecida. Se piensa
que esta precedido por adenomas foliculares, al contrario de los carcinomas papilares
que surgirian de novo (Rodriguez-Serpa et al., 2003). Se han encontrado mutaciones
puntuales de RAS (N-, H- o K-RAS) y TRy, PTEN, PKARIA, DDIT3, ARG2, ITM1 y
Clorf24 (Maciel et al., 2005).

Por otro lado, las aberraciones cromosdmicas y pérdidas de heterocigosidad son
mas frecuentes en los carcinomas foliculares que en los papilares. Estas alteraciones
afectan fundamentalmente el brazo p del cromosoma 3 (Rodrigues-Serpa et al., 2003) y
los cromosomas 2, 3, 4p, 7q, 8, 9, 11p, 15q, 17p y 22q (Ward et al., 1998; Kitamura et
al.,2001).

Cancer medular

Se han encontrado mutaciones somaticas de RET en pacientes con cancer medular
esporadico y familiar (Marsh et al., 1997; Frisk et al., 2001). También se han hallado
deleciones en los cromosomas lp, 3q, 4, 9q, 13q y 12q, y amplificaciones del

cromosoma 19 (Marsh et al., 2003).
Cancer anapléasico

La base molecular de este tipo de cancer no esta del todo esclarecida, pero como

proviene de la desdiferenciacion de carcinomas diferenciados (Kitamura et al., 2000), es
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frecuente observar mutaciones en el oncogen p-catenina que podrian ser las
responsables del proceso de desdiferenciacion (Garcia-Rostan et al., 1999). Otro gen
que aparece mutado es el PIK3CA (fosfatidilinositol 3'-quinasa), que es activado con
frecuencia en los carcinomas de tiroides por RAS o por la falta de expresion o funcion

de la proteina inhibitoria PTEN (Garcia-Rostan et al., 2005).

1.1.2.2. Factores de riesgo del cancer de tiroides

La etiopatogenia de este cancer permanece sin esclarecerse, y 1o mas probable es

que implique la combinacion de varios factores.

Aquellos factores que se considera pueden estar implicados en el origen del

cancer tiroideo son los siguientes:
a) Radiacion ionizante sobre la glandula
b) Dafio tiroideo directo por sustancias quimicas
c) Factores genéticos
d) Factores hormonales
e) Dietay habitos
f) Afecciones tiroideas benignas previas

En esta lista estdn incluidas las causas demostradas (radiaciones), probables
(hormonales, dieta deficiente en yodo), posibles (el exceso de yodo, el consumo de
vegetales y frutas) y sospechadas pero con datos insuficientes (el selenio, y la masa

corporal) (Fleites, 1999).

Se maneja la hipotesis de que estos factores actian a través de una prolongada
estimulacion de la TSH y de otros potenciales factores de crecimiento (TGFa, EGF,
VEGF, IGF-1, HGF, FGF), dando lugar al desarrollo de la neoplasia

(http://www.medynet.com).

a) Radiaciones ionizantes

El tnico factor claramente demostrado en la incidencia de cancer de tiroides es la
exposicion a radiaciones ionizantes (RI) en la infancia o en menores de 20 afos, ya sea

terapéutica (Ron y Modan, 1982) o accidental (McTiernan et al., 1984; Cotterill et al.,
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2001; Rabes, 2001; Preston-Martin et al., 2003). En estos casos, la incidencia de

tumores tiroideos se llego a multiplicar hasta por 400 (Kingman, 1992).

En la primera mitad del siglo pasado, antes de la introduccion de los antibidticos
en la terapéutica, se usaron los rayos X en el tratamiento de varias afecciones benignas
de cabeza y cuello. La tercera parte de los pacientes que recibieron este tratamiento
durante la infancia desarrollaron un cancer tiroideo, usualmente la variante papilar. En
estos casos, el periodo de latencia fue corto, de menos de 3 afios, pero el riesgo elevado
se mantiene por casi toda la vida. Asi, mientras que el riesgo de malignidad para un
nodulo tiroideo es del 5 al 10 % en la poblacion general, para personas irradiadas en el

cuello durante la infancia es del 30-40 %.

La exposicion a la radiacion como consecuencia de la lluvia radiactiva también se
ha relacionado con un riesgo elevado de contraer cancer tiroideo, especialmente en
nifios.

Si bien la radiacién es la causa mejor demostrada, actualmente se considera un

antecedente poco frecuente, por lo que los factores hormonales y dietéticos cobran

mayor valor.
b) Dafio tiroideo directo por sustancias quimicas

Son numerosos los estudios que han evaluado el riesgo que supone la exposicion a
agentes quimicos para desarrollar distintos tipos de cancer (Bertram, 2001). Asi, por
ejemplo, se reconoce que los compuestos de arsénico, benceno o nitrosaminas, entre
otros, son responsables de un 80%-90% de los casos de cancer. Muchas de las
sustancias carcinogenas en general, inducen en particular dafo tiroideo, este es el caso
de la lesion tiroidea ocasionada por el uso de plaguicidas (Fleites, 1999). También se
considera factor de riesgo para el carcinoma tiroideo la exposicion a algunos
compuestos quimicos como el 1,4-bis[2-(3,5-dicloropiridoxi)]benceno (Diwan et al.,
1996), el tricloroetileno (Wingren et al., 1997), la 2,3,7,8-tetraclorodibenceno-p-dioxina
(Schrenk, 1998) y la xilazina (Yasuhara et al., 2001).

c) Factores genéticos

La considerable variacion étnica de la prevalencia del cancer de tiroides (mas
frecuente en judios y poblacion indigena de Hawai) puede ser un indicador de que el
riesgo de padecerlo estd regulado genéticamente. Otra evidencia es que en el

denominado sindrome de cancer familiar, el riesgo supone incrementos de mas de 1000

11
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veces (Li, 1990). Se acepta que la historia familiar es el segundo riesgo mas conocido
para desarrollar esta enfermedad. Alrededor del 5% de los pacientes que desarrollan
cancer papilar y el 20-25% de los que desarrollan cancer medular tienen un familiar que
lo ha padecido. En el caso del carcinoma medular, las causas genéticas estan bien
estudiadas, tanto para el tipo familiar como para el esporadico. El cancer medular esta
relacionado con un desorden conocido como neoplasia multiple endocrina de tipo 2a
(MEN 2a) y, usualmente, resulta de una mutaciéon genética especifica en el
protooncogén RET. En los casos indice (el primer afectado de una familia), si ademas de
existir la mutacion en RET hay homocigosis para los polimorfismos G691S/S9048S, la

enfermedad se adelanta en diez afios (Patocs et al., 2003; Robledo et al., 2003)

Sin embargo, el carcinoma medular es una neoplasia completamente diferente de
los tumores tipicamente tiroideos (de origen epitelial folicular: carcinomas folicular,
papilar y anaplasico), desvinculada de los mecanismos hormonales importantes para
¢éstos; de lo que se deduce que son otras las alteraciones del genoma que condicionan la
aparicion y el variado comportamiento biologico de los tres tipos celulares de los
carcinomas de origen folicular (Lucas et al., 1995; Sapi et al., 1995; Schmid et al., 1996,
Almudevar et al., 2000).

Aunque, con menor frecuencia, el factor genético es también evidente en algunos
casos de carcinoma papilar, ya que se ha relacionado con sindromes genéticos

conocidos (sindrome de Gadner, carcinoma coldnico familiar y sindrome de Cowden).
d) Factores hormonales

El crecimiento y control de la célula tiroidea se realiza mediante una compleja
interaccion de hormonas y factores de crecimiento; por ello, una alteraciéon en este
balance supone una influencia en la tumorigénesis tiroidea. Los andlisis
epidemioldgicos del cancer tiroideo muestran datos que estan a favor de un mecanismo
hormonal en su origen, especificamente de caracter estrogénico (National Cancer

Institute, 2005, http://www.cancer.gov):

 La incidencia es de 2 a 3 veces mayor en mujeres que en hombres, sobre todo
entre los 10 y los 50 afios. La proporcion puede variar mucho en diferentes

regiones (desde 1,2:1 a més de 4:1), siempre a favor de las mujeres.

e Por debajo de los 10 afios no hay diferencia entre sexos.

12
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e Luego de la menopausia se reduce la diferencia en la proporcion de la

incidencia entre sexos a 1,5:1 (mujer/hombre).

e El riesgo es doble en mujeres con muchos embarazos, y todavia mayor en
aquellas con abortos espontaneos, sobre todo si el primer embarazo termind en

aborto (Kolonel, ef al., 1990).

e El riesgo es mayor en mujeres que tuvieron el primer parto antes de lo 20 afios
o antes de los 5 afos luego de la menarquia, y en quienes sufrieron una
menopausia artificial (por ejemplo por ooforectomia); en este tltimo caso, una
posible explicacion es que ocurra una accion erronea de los factores liberadores
hipotalamicos sobre la hip6fisis que la estimulan a producir hormonas dirigidas
a los ovarios, pues, en su estructura molecular, estos factores liberadores y el

factor liberador de TSH son similares (Galanti ez al., 1996).

e El riesgo es mayor en mujeres con sobrepeso u obesas, lo que pueda
relacionarse con los mayores niveles de hormonas sexuales, por varios
mecanismos (uno de ellos es la sintesis de hormonas sexuales a partir de grasa

saturada y colesterol en la dieta).

e El consumo de contraceptivos o de hormonas para combatir los efectos de la
menopausia pueden ser potenciadores del riesgo (McTiernan et al., 1984), pero
en otros casos no ha sido posible confirmar esta asociacion (Galanti et al., 1996;

Rossing et al., 1998).

e El mayor riesgo de tener un cancer de tiroides que se encuentra en las
enfermas que han padecido un cancer de mama y la propia coexistencia de
ambos canceres.

El desarrollo de investigaciones clinicas y experimentales corrobora gran parte
de las evidencias epidemioldgicas. Hay coincidencia en aceptar que existen basicamente
dos factores hormonales vinculados con la aparicion de un cancer tiroideo: la TSH y las
hormonas sexuales. Se ha propuesto que la estimulacion tirotropica puede ser un factor
importante en la promocion y progresion del cancer tiroideo y, en este contexto, tendria
sentido la accion de la hormona TSH. De hecho, se ha demostrado en animales que la
estimulacion de la TSH causa cancer tiroideo (Negri ef al., 1999), sin que esté tan clara

esta evidencia en humanos.
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Los niveles elevados cronicos de TSH (causados por diversos mecanismos, sobre
todo por deficiencia de yodo en la dieta) provocan una hiperestimulacion cronica del
tiroides que causa hipertrofia e hiperplasia. La estimulacién sostenida puede generar
clones de células foliculares con fenotipo alterado mas propenso a la proliferacion y
puede facilitar la aparicion de células con mecanismos defectuosos de reparacion del
DNA, lo que finalmente conduce a que los clones de crecimiento autdbnomo deriven en
neoplasias. Muchos canceres tiroideos son hormono-dependientes, o sea, su desarrollo
es estimulado por los niveles de TSH (la misma hormona que muchas veces los hizo

surgir).

El papel de las hormonas sexuales esta aun en proceso de estudio. Se plantea que
pudieran actuar a través de una interrelacion con la hipdfisis y la TSH, o por otros
mecanismos. Se ha encontrado un aumento del nimero de receptores de estrogenos en
canceres de tiroides, particularmente en aquellos bien diferenciados; por otra parte se ha
hallado que los estrogenos promueven cancer de tiroides en animales (Negri et al,
1999). Se sabe que los estrogenos elevan los niveles séricos de TBG, lo que a su vez
eleva los niveles de T4, asi que las mujeres tienen niveles de TBG entre un 10 y 20 %
mayores que los de los hombres, pudiendo aumentar hasta un 50 % mas durante el
embarazo. Estos incrementos se corresponden con aumentos equivalentes de la TSH, lo
que explica el aumento del volumen y la funcion tiroidea durante el embarazo. Por esto,
es logico pensar que las elevaciones estrogénicas mensuales y durante los embarazos
induzcan elevaciones de TSH que estimulen el tiroides y favorezcan a la larga sus

afecciones, pero los resultados de los estudios al respecto son discordantes.

Otros factores que estimulan el crecimiento del tejido tiroideo, independientes de
TSH, son: el factor de crecimiento epidérmico (EGF), los anticuerpos estimulantes del
crecimiento tiroideo, la hormona de crecimiento, la gonadotropina coriénica humana, la

insulina, la prostaglandina e, incluso, una deficiente estimulacion simpatica.
e) Dieta y habitos de consumo
v" Contenido de yodo en la dieta

Los mecanismos por los que la dieta podria influir en la aparicion de un cancer
tiroideo dependen fundamentalmente del contenido de yodo de los alimentos. Las
ingestas muy bajas o muy altas de yodo incrementan el riesgo de céncer de tiroides,

asociandose las deficiencias con la variedad de carcinoma folicular y los excesivos con
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la variedad papilar (Ferris et al., 2001). Una dieta cronicamente deficiente en yodo
puede producir bocio e incluso cancer, no por un efecto directo sobre el tiroides, sino a
través de una hiperestimulacion mantenida del tiroides por parte de la TSH. La
deficiencia de yodo reduce la produccion de hormonas tiroideas y, en respuesta, la
hip6fisis aumenta la produccion de TSH, pudiendo como consecuencia desarrollarse un
bocio. Puede haber variantes discretas en cuanto a las causas de la deficiencia en la
disponibilidad de yodo sérico, pero la hiperestimulacion cronica del tiroides por niveles

elevados mantenidos de TSH es un mecanismo comun.

Se ha observado, tanto en animales de experimentacion como en humanos que el
bocio incrementa el riesgo de padecer cancer, riesgo que es mayor si hay antecedentes
familiares de bocio, o si se vive en areas deficientes en yodo (4reas de bocio endémico
como los Alpes, los Andes, el Himalaya, zonas del Norte de Sicilia, de Italia, de China y

de Suecia).

La tercera parte de la poblacion mundial se encuentra en riesgo de padecer
trastornos asociados a deficiencia de yodo y el 14 % sufre bocio o cretinismo por esta

causa (WHO/UNICEF/ICCIDD, 1999).

Niveles elevados de yodo en la dieta mantenidos por largos periodos terminan por
producir bloqueo de la captacion de yodo por el tiroides, lo que a su vez provoca
hiperproduccién de TSH, que produce bocio y eventualmente cancer. Sin embargo, se
requieren niveles muy elevados (100 veces el normal) de ingreso de yodo para que
ocurra un efecto negativo en cuanto a riesgo de cancer. Algunos estudios sefialan que el
exceso de yodo parece favorecer el carcinoma papilar; como éste tiene mejor pronostico
que el folicular, el prondstico general de pacientes con cancer tiroideo en areas ricas en
yodo debe ser mejor (Hedinger, 1981). Sin embargo, otros autores no encuentran que el
riesgo de cancer de tiroides sea mas elevado en las personas que consuman alimentos

con altos contenidos de yodo (Preston-Martin et al., 2003).

Cambios rapidos del aporte de yodo también pueden influir en el desarrollo del
cancer. Si de forma abrupta se administra una gran dosis de yodo a personas que sufren
una deficiencia cronica del mismo, o a las que tienen un bocio con un nédulo auténomo,
puede provocarse un hipertiroidismo y una excesiva replicacion celular. Estos efectos se
traducen en un aumento de la susceptibilidad al dafio en el DNA y al riesgo de un

cancer tiroideo.
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La interferencia en la captacion de yodo por el tiroides puede ser otro mecanismo
que favorezca la carcinogénesis. Los glucdsidos cianogénicos, contenidos en ciertos
alimentos, provocan la produccion endégena de tiocianato, que compite con el yodo por
su transporte o por su incorporacion en la molécula de tiroglobulina. De esta manera se
disminuye la captacion de yodo por el tiroides atn con una ingestion adecuada (Fleites,
1999). Sin embargo, en estudios casos control, la dieta rica en vegetales bocidgenos se
asoci6é a una disminucion del riesgo de cancer tiroideo (Preston-Martin et al., 1993;
Bosetti et al., 2002). Algunos autores han concluido que estos vegetales no parecen
tener importancia en el desarrollo de un cancer tiroideo y que pueden incluso prevenirlo

por su contenido en otras sustancias protectoras (Preston-Martin et al., 2003).
v" Deficiencia de selenio en la dieta

El aporte de alimentos ricos en selenio (Se) disminuye el riesgo neoplasico en

pulmoén, mama, esoéfago, estobmago, recto, utero, higado y tiroides (Ferris ef al., 2001).

El selenio, que se encuentra en varios alimentos comunes, parece tener una
funciéon importante en la funcion tiroidea, pues el tiroides normal tiene grandes
concentraciones de éste. En los pacientes con cancer de tiroides, esta glandula tiene
menores concentraciones de selenio de lo normal. También se ha indicado que ratas
irradiadas que recibieron una dieta enriquecida con selenio tuvieron una incidencia de
cancer de tiroides hasta 3 veces menor (Fleites, 1999). El mecanismo protector del

selenio puede ser a través de (Ferris et al., 2001):

1. Accién antioxidante. Cuatro de las selenoproteinas que han sido caracterizadas
son glutation peroxidasas (Arthur, 1995). Estas enzimas actian sobre los
peroxidos lipidicos y de hidrogeno y, en consecuencia, protegen la célula de los
dafios oxidativos de los radicales libres generados por diversos carcindgenos
(Céspedes y Sanchez, 2001).

2. Efecto supresor de la proliferacion celular. Varios autores han encontrado que la
defensa antioxidante no es el unico mecanismo de proteccion del selenio, sino
que es capaz de reducir el crecimiento tumoral y estimular la apoptosis,
inhibiendo el progreso y la promocion del cancer en estadios tardios (Soldrzano,
2002).

3. Incremento de la respuesta inmune por estimulacion del sistema humoral y

celular
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El Se también forma parte de otras proteinas, como por ejemplo, las desyodasas
que estan involucradas en la conversion de T4 a la forma activa T3 de tiroxina (Arthur,
1995), de modo que la deficiencia de Se disminuye los niveles de T3 pero incrementa
las concentraciones plasmaticas de la TSH y de T4, y este desequilibrio del eje

hipotalamico tiroideo desemboca en hipertrofia e hiperplasia glandular.
v' Gran masa corporal, obesidad

El exceso energético se ha asociado a un incremento del riesgo de todas las
neoplasias, especialmente de colon, pulmoén, mama, endometrio, rifién, pancreas,
prostata y vesicula biliar. También para el cancer de tiroides se ha citado un incremento
del riesgo asociado a un alto indice de masa corporal o ganancia de peso, mas clara en
mujeres que en hombres (McTieran ef al., 1987). Se han manejado dos hipotesis para

explicar esta asociacion:

e Que la obesidad no sea la causa de cancer, sino que el
hipofuncionamiento tiroideo es el que provoca a la vez obesidad y mayor

riesgo de cancer (por hipersecrecion cronica de TSH).

e  Que la obesidad sea la causa, porque el exceso de tejido adiposo se
asocia con mayores niveles circulantes de estrogenos, que a su vez
pueden provocar cancer de tiroides. Segin esto, ésta seria una causa

dietético-hormonal.

Aunque todavia no hay una explicacion adecuada a favor de la obesidad como
factor de riesgo, se esgrime que existe relacion entre el peso y el aumento del nimero de
células (Dal Maso ef al., 2000), que la obesidad incrementa los niveles de triglicéridos
plasmaticos, glucosa y la resistencia a la insulina, y estas alteraciones promocionan el
crecimiento corporal y el de las células tumorales en las fases iniciales de la
carcinogénesis. Ademas, la hipersecrecion de hormonas glucocorticoides y/o
dehidroepiandrosterona inhibe la inflamacion, fenémeno basico del proceso citotoxico-

regenerativo asociado a la inhibicidn de la carcinogénesis (Ferris et al., 2001).
v Ingestién de alcohol y tabaco.

La estimulacién directa que ejerce el alcohol sobre la hipofisis para producir TSH
es uno de los efectos que pudieran explicar su modulacién en la tumorigénesis tiroidea;
en este caso se consideraria el alcohol como un factor de riesgo. Aunque varios estudios

han encontrado esta asociacion entre el alcohol y el cancer de tiroides, otros no lo han
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hecho o, por el contrario, lo han citado como factor que disminuyen el riesgo (Preston-
Martin et al., 2003; Navarro ef al., 2005). Al igual que sucede con el hdbito de fumar, el
consumo de alcohol actia en el organismo como anti-estrogeno, y esto explicaria su
efecto “protector” (Galanti et al,, 1996; Rossing et al., 2000; Picchi et al., 2001). El
habito de fumar habitualmente se ha asociado con un 40% de reduccion de riesgo (Mack

et al., 2003; Preston-Martin et al., 2003).

f) Afecciones tiroideas benignas previas.

La deteccion de un nodulo palpable en el tiroides es un hecho frecuente y de
gran importancia y, aunque la mayoria son alteraciones estructurales benignas, pueden
ser la forma de presentacion de un cancer de tiroides. Una anormalidad preexistente en
el tiroides puede conducir a la transformacion de una lesion benigna, o de bajo grado de
malignidad, en una lesiéon maligna o de alto grado de malignidad. La anormalidad
previa puede ser un bocio multinodular, un adenoma o un carcinoma bien diferenciado
(Preston-Martin et al., 2003). La relacion entre bocio y cancer de tiroides ha sido
ampliamente estudiada. En el 80% de los pacientes afectados de carcinoma anaplasico
existe evidencia clinica e histoldgica de bocio nodular o carcinoma bien diferenciado
preexistente (Mendoza et al., 2000). El criterio de que el cancer de la glandula tiroides
ocurre con mayor frecuencia en areas endémicas de bocio, ha sido demostrado clinica y
experimentalmente en estudios que muestran la relacion entre el bocio nodular y el
carcinoma, particularmente de tipo folicular y anaplasico (Association of Cancer Online
Resources (ACOR), 2005). Algunos autores sefialaron que la tirotoxicosis, la tiroiditis,
y especialmente la enfermedad de Graves, puede ser un factor en la malignizacion del
tiroides. Otros autores asocian cancer y tiroiditis cronica (Franceschi et al., 1999; Mack

et al., 2002).

1.1.2.3. Tratamiento del cancer tiroideo

La manera de tratar los tumores del tiroides varia segun el tipo de cancer. En los
carcinomas diferenciados el tratamiento inicial es, segtn el caso, tiroidectomia total, o
lobectomia con itsmectomia y/o diseccion modificada de cuello. Tras la reseccién
quirargica se rastrea y elimina con I'’' los restos captantes de tejido tiroideo y/o
captaciones patologicas en otras localizaciones. En el carcinoma de Hiirthle las células

no tienen capacidad para concentrar radioyodo, pero se emplea esta terapia con la
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esperanza de que exista una accioén por contigiiidad entre los restos de tejido tiroideo
normal que captan el radioyodo y las células tumorales. Después de la terapia, se
compensa la falta de hormonas tiroideas con T3, y se instaura tratamiento con T4 para
suprimir la TSH hasta alcanzar niveles normales (0,1 pU/mL) (Besic et al., 2006). En el
caso del carcinoma tiroideo anaplasico, el tratamiento es la exéresis quirtrgica del
tumor, asociada a radioterapia externa y quimioterapia, pero los resultados en cuanto a
supervivencia no son esperanzadores (Guerra, 2001). Para el carcinoma medular de
tiroides, el tratamiento de eleccion es una tiroidectomia total con reseccion ganglionar
de cuello. En caso de metastasis tinica se acude a exéresis local y, en caso de metastasis
diseminada, se recurre al empleo de dosis terapéutica de un radioisotopo. La

radioterapia y quimioterapia es el tratamiento adecuado para el linfoma (Graf, 2005).

1.1.2.4. Factores prondstico

La edad, por si sola, parece ser el factor de prondstico mas importante. El género
femenino, el tipo histolégico del carcinoma, la multifocalidad y la complicacion de los
ganglios regionales son otros factores importantes (Schlumberger et al, 1999). Sin
embargo, es algo polémica la idoneidad prondstica del estado ganglionar linfatico,
porque otros estudios muestran que la complicacion de los ganglios linfaticos regionales

no tiene ningun efecto en la supervivencia (Voutilainen et al., 2001).

Segun los criterios de riesgo de edad, metastasis, diseminacion y tamafio (AMES,
por sus siglas en inglés), los pacientes que corren mayor riesgo son las mujeres mayores
de 45 afios, con carcinoma indiferenciado o folicular, tumor primario de méas de 4 cm y
metastasis distante. El pronéstico para el carcinoma diferenciado es mejor para los
pacientes menores de 40 afios sin extension extracapsular o invasion vascular. La tasa
de supervivencia a los 20 afios es del 98% en los pacientes de bajo riesgo y del 50% en

los de alto riesgo (ACOR, 2005).

El factor de crecimiento endotelial vascular en pacientes con cancer papilar se
relaciona con un alto porcentaje de recurrencia local y metéstasis distante. Asimismo, la
concentracion elevada de tiroglobulina sérica en pacientes operados de cancer tiroideo
diferenciado se correlaciona fuertemente con la recurrencia del tumor. Los indices de
tiroglobulina son mdas sensibles cuando los pacientes tienen hipotiroidismo y

concentracion sérica elevada de la hormona estimulante del tiroides.
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La expresion del gen de supresion tumoral p53 también se ha relacionado con un
pronostico adverso en los pacientes con cancer tiroideo (Godballe ef al., 1998; NCI,

2005).

1.2. Marcadores de susceptibilidad

Hasta hace unos afios, se consideraba que el principal y casi unico factor causal de
la mayoria de los canceres se hallaba en el ambiente, por lo que el riesgo se relacionaba
de manera directa y proporcional a la potencia genotdxica del xenobiodtico y a los
niveles de exposicion. Esta asociacion sigue siendo asumida como valida, pero cada vez
se da mas relevancia al papel que juega la variabilidad genética individual en la
modulacion del riesgo frente a una exposicion y en la susceptibilidad a desarrollar

diversas patologias, incluido el cancer (Taningher et al., 1999).

La etiologia multigénica del cancer incluye genes de alta y baja penetrancia. Un
bajo porcentaje de la poblacion sufre mutaciones en genes directamente implicados en
los procesos carcinogénicos (oncogenes o genes supresores de tumores); sin embargo,
un alto porcentaje presenta polimorfismos que afectan a genes de baja penetrancia (con
polimorfismos asociados a un pequefio o moderado riesgo relativo al desarrollo de la
enfermedad). Aunque su efecto es mucho menos “drastico” en la susceptibilidad al
cancer que las mutaciones raras, precisamente su alta frecuencia hace que ganen en
relevancia como moduladores del riesgo (Taningher et al., 1999; Shields y Harris, 2000;

Hemminki y Shields, 2002).

El DNA presenta variaciones (polimorfismos) que constituyen la base genética de
nuestra individualidad. Los polimorfismos mas frecuentes son cambios de una tunica
base, a los que se les llama polimorfismos de un tnico nucleétido (single nucleotide
polymorphism (SNP). Su frecuencia y distribucion en el genoma, asi como la relativa
facilidad de su estudio, los han convertido en potentes herramientas para localizar genes
o regiones gendmicas que pudieran ser responsables de algun tipo de enfermedad o del
incremento de la susceptibilidad de ciertos individuos a padecerla (Judkins et al., 2005;

Lee et al., 2005; Suh y Cantor, 2005).

El Grupo Internacional de Mapeo de SNP ha localizado 1,42 millones de ellos, y
Celera 2,1 millones. El nimero estimado de SNPs en la region exonica estd en un rango

de 20.000 a 60.000, por lo que si asumimos que existen unos 30.000 genes en el
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genoma humano, cada uno podria contener de 1 a 2 SNPs (ISMWG, 2001; Venter ef al.,
2001). La densidad de SNPs en el genoma se estima que es de 1/1000 pares de bases,
asi que hay mas de un millén de posibles sitios de variacion (Venter et al, 2001,
MacAuley y Ladiges, 2005). Muchos de los cambios son neutros, lo que dificulta la
identificacion funcional de los SNPs (Pritchard 2001; Lohmueller et al, 2003); no
obstante, se cree que casi el 50 % provoca un cambio aminoacidico y que en el 45% de

los casos este cambio es no conservativo.

Si bien los SNPs codificantes y los no sinénimos son importantes por sus
consecuencias funcionales, no lo son menos los cambios genéticos introénicos que
afectan regiones del promotor u otras secuencias reguladoras de la transcripcion y de la

expresion génica (MacAuley y Ladiges, 2005).

Si la presencia de polimorfismos aislados, o la combinacién de varios de ellos
(haplotipos), se asocian a un cambio en la manifestacion de una enfermedad, entonces

es posible inferir que tales polimorfismos actian como modificadores de susceptibilidad.

Las variantes genéticas no s6lo modifican el riesgo, también actian sobre la
evolucion de la enfermedad y el caracter de las respuestas a los tratamientos (Donnelly,

2004; MacAuley y Ladiges, 2005; Suh y Cantor, 2005).

El descubrimiento y utilizacion de los SNPs en el diagnostico de enfermedades es
la piedra angular de la genética molecular moderna. Asi pues, es de suma importancia
desarrollar metodologias rapidas, fiables, sensibles y no costosas para el estudio de los
SNPs. Existen numerosas publicaciones acerca de las técnicas disponibles, de sus

ventajas e inconvenientes (Ye et al., 2001; Kirk et al., 2002; Latorra et al., 2003).

En muchos estudios se ha concluido que hay una fuerte asociacién entre la
presencia de un determinado SNP y un mayor riesgo de padecer cancer (Mohrenweiser
et al., 2003) y, en consecuencia, de esta asociacion se pueden derivar elementos para

comprender los mecanismos carcinogénicos.

Hasta hace relativamente poco, el andlisis de polimorfismos se centraba en genes
implicados en el metabolismo, como los genes codificantes de las enzimas de fase [ y I,
genes del metabolismo de esteroides y genes de reparacion (Loktionov, 2004); pero
cada vez se abunda mas en el estudio de polimorfismos en todo tipo de genes

(Imyanitov et al., 2004).
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1.2.1. Dafio en el DNA y mecanismos de reparacion

Los agentes genotdxicos de naturaleza diversa, tanto exdgenos como endogenos,
operan de distintos modos sobre la molécula de DNA. La rotura de cadenas constituye
el tipo de lesion mas frecuente. La alteracion de las bases o de los azucares, los puentes
intra o intercatenarios, los dimeros de pirimidinas y los aductos constituyen otras formas

de dafio en el DNA.

La conducta de la célula frente al dafio genético comprende una etapa inicial de
reconocimiento del sitio afectado, seguida de la puesta en marcha de una respuesta
apropiada: reparacion del DNA o muerte celular. La severidad de la lesion en el DNA 'y
el momento del ciclo celular en el cual ésta tiene lugar puede inducir una estrategia de
reparacion que priorice la supervivencia, alin a expensas de incurrir en un cambio
genético, por lo que la ocurrencia de mutaciones y reordenamientos cromosomicos no

debe ser interpretada como una simple respuesta pasiva frente al dafio.

La alteracion de bases individuales puede ser corregida mediante el mecanismo de
reparacion por escision de bases (BER). Las roturas simples con frecuencia se asocian
a la pérdida de una base en el sitio de corte y no pueden ser reparadas por la sola accion
de ligasas sino que ponen en marcha el mecanismo BER. Cuando las lesiones de una
sola cadena causan distorsion de la hélice del DNA, pueden ser corregidas mediante el
mecanismo de reparacion por escision de nucledtidos (NER). En ambos casos la
indemnidad de la cadena complementaria permite que la DNA polimerasa restituya con
fidelidad la secuencia original. La reparacion de roturas dobles involucra dos tipos de
procesos: recombinacion homologa (RH) y recombinacion no-homéloga o ilegitima
(RNH) (Webb et al, 2005). La recombinacion homodloga, mecanismo principal de
reparacion de estas lesiones, se sustenta en la identidad de secuencias entre ciertas
regiones del genoma. La secuencia de DNA de la cual se toma la informacion para la
reparacion debe tener una identidad de mas de 200 bases respecto del sitio dafiado.
Mediante este mecanismo, los extremos del DNA son parcialmente eliminados y la
nueva cola de simple cadena 3" (extremo roto de una de las cadenas del DNA) invade la
doble hélice de la homologa y, a partir de este molde, es extendida por la polimerasa,
restituyendo la cadena danada. Este proceso genera 2 moléculas de DNA. La
recombinacion no-homologa de los extremos rotos del DNA, mecanismo mas frecuente
de reparacion de roturas dobles en células de mamiferos, no requiere la compleja

maquinaria enzimatica implicada en la recombinacion homdloga pero, mientras que esta
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ultima permite reparar con una alta tasa de fidelidad, las recombinaciones ilegitimas
causan con frecuencia alteraciones o pérdidas en la secuencia del DNA (Pérez et al.,

2002; Vodicka et al., 2004).

Las cuatro formas basicas de reparacion del DNA comprenden la acciéon de un
complejo sistema de proteinas especializadas, cuya actuacion a su vez estad ligada a las
funciones de duplicacion y transcripcion del DNA (Hoeijmakers, 2001). Estas proteinas
son codificadas por méas de 80 genes con un papel directo en la reparacion del dafio y

mas de 30 con un papel indirecto.

Hasta 2002 se habia caracterizado la secuencia del DNA de 115 de los mas de 130
genes involucrados en la reparacion (Wood et al., 2001; Loktionov, 2004). La gran
variacion encontrada en las regiones codificadoras de estos genes condiciona la
existencia de genotipos muy complejos. Se conoce que hay individuos que sufren
graves alteraciones en los sistemas de reparacion y se caracterizan por tener alteradas
las capacidades de reconocimiento y/o reparacion de las lesiones producidas por agentes
genotodxicos (Ej: ataxia telangiectasia, anemia de Fanconi, y xeroderma pigmentosum,
entre otros) (Berwick y Vineis, 2000). Sin embargo, estas mutaciones son raras en la
poblacion, no asi los polimorfismos que producen un cambio aminoacidico en proteinas
de reparacion con ligeras variaciones en su funcionalidad (Shen et al., 1998; Fan et al.,
1999; Ford et al., 2000; Norppa, 2004). Cabe citar, a modo de ejemplo, que se han
encontrado al menos 135 polimorfismos en 17 genes relacionados con la reparacion

(Ruttan y Glickman, 2002; Smith et al., 2003).

1.2.2. Genes de reparacion y SNPs

1.2.2.1. Genes del mecanismo de reparacién BER

Hasta el momento se conoce que en el mecanismo de reparacion BER estan
involucrados, al menos, 25 genes cuyas proteinas forman parte de las 2 vias de que
dispone este mecanismo en las células de mamifero (Hu et al, 2002). Ambas vias
difieren por el tipo de polimerasa que participa. La via corta involucra la DNA Polf3,
XRCC1 y DNA ligasa III, mientras que la via larga requiere DNA Polf} o 8, PCNA,
DNAsalV (FENI1) y DNA ligasa I. El hecho de que el mecanismo de reparacion se
derive por una u otra via esta influenciado, in vitro, por la ausencia o presencia de otra

proteina, la XRCC1 (Kubbota et al., 1996; Vidal et al., 2001; Dianota et al., 2004).
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1.2.2.1.1. Gen XRCC1

El gen XRCCI (X-ray repair cross-complementing) fue identificado por su
capacidad de restaurar la funcidon reparadora en la linea celular CHO mutante EM9
(Lamerdin et al., 1995). El gen fue clonado y mapeado en el cromosoma 19 humano
(19q13.2-13.3) (Siciliano et al., 1987; Stern et al., 2001), tiene 17 exones y 32.252 pby
codifica para una proteina con peso molecular de 70 kDa (Lamerdin et al., 1995; Duell
et al, 2001). Pertenece al grupo de genes con accion indirecta en la reparacion del

DNA.

Las funciones de la proteina XRCC1 en la reparacion del dafio en el DNA no
estan del todo dilucidadas, aunque se reconoce que esta involucrada en la reparacion de
roturas de simple cadena producidas directamente por la radiacidon ionizante o,
indirectamente, por la accion de especies reactivas de oxigeno endogenas y/o agentes

alquilantes (Duell et al., 2000; Matullo ef al., 2001; Vidal et al., 2001; Caldecott, 2003).

Hasta el momento no se le ha atribuido ninguna actividad enzimatica (Duell ef al.,
2001; Caldecott, 2003). Su caracteristica mas notable es la capacidad para interactuar
con otras proteinas reparadoras del DNA; actia como “armario” de enzimas que

participan en cada una de las etapas del mecanismo de reparacion. (Figura 3).

XRCCI interactia con al menos 4 enzimas involucradas en BER: la DNA
polimerasa 3, PARP, la DNA ligasa III, y la polinucléotido quinasa (PNK) (Vidal et al.,
2001) (Figura 3 y 4). XRCC1 estimula la actividad de PNK y, por consiguiente, puede
acelerar el proceso de reparacion, siendo esencial para la estabilizacion de la ligasa II1.
La interaccion de XRCC1 con la Polf pudiera definir otro papel de XRCCI1 en BER.
Durante la reparaciéon BER in vitro la presencia de XRCCI1 limita a uno el nimero de
nucléotidos reemplazados por la Polf, lo que sugiere una actividad distinta que la de la
estabilizacion de la ligasa (Dantzer et al., 2000; Prasad et al., 2001). A pesar de estas
observaciones, el papel bioquimico de XRCC1 en la coordinacion de BER no esta del

todo esclarecido.
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Figura 3: Modelo de rotura de simple cadena del DNA. Roturas indirectas: Mediante BER la base
daniada (db) es eliminada por una glicosilasa (G), la cual es desplazada del sitio abdsico por
APendonucleasa (APE1), la que a su vez recluta la Pol B y abre el sitio abasico. La Pol f inserta un
nucleotido y repara el extremo 5 fosfato desoxirribosa creado por APE, la mella ligable resultante es
sellada por la participacion de la XRCC1-ligasalll(L3). Sin embargo, bajo determinadas circunstancias
la polimerasa no puede eliminar el extremo 5 dRP (cuando estd oxidado o reducido) y, en este caso, se
reclutan PARP, PCNA y FEN, que estimulan la extension del gap de 2 a 15 nucledtidos y eliminan el
terminal de cadena resultante (via larga). El ligamiento lo hace la ligasal (L1). Roturas Directas:
Resultan de daiios en el azucar o algunas son consecuencia de BER (ej. sitios abdsicos que no acoplan
con APE1 o que son abiertos por la AP liasa (flecha de puntos), estas roturas se enlazan a PARPI que
se automodifica. PARP modificada recluta a XRCCI-ligasalll y actua como “andamio o chaperona
molecular”. Los extremos 3"y 5 daiiados son modificados a 5’ fosfato y 3" hidroxilo por la APE 1 y
PNK. La polimerasa posibilita el relleno del gap seguido por ligacion con la Lig Illo. (Caldecott, 2003).
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La estructura completa de XRCC1 no se conoce en su totalidad; sin embargo, se
sabe que posee tres dominios globulares (Callebaut et al.,, 1997). Tiene un dominio N
terminal (NTD) y 2 dominios BCRT, caracteristicos de proteinas involucradas en el
control del ciclo celular y en la respuesta al dafno inducido. Las dos regiones de enlace
entre los dominios globulares se han denominado “bisagras” y se ha predicho que estan

desestructuradas (Figura 4).

La Pol B interactia con el dominio N terminal de XRCC1, la DNA ligasa [l y la
PARP lo hacen con los 2 dominios BRCT. La proteina PARP contacta, a través del
dominio marcado por zinc en el extremo N terminal o por su porcidon central, con la
region BRCT I de XRCC1 (Masson et al., 1998; Duell et al., 2001). La interaccion
XRCCI1-DNA ligasa se produce a través de sus respectivos C terminales contenidos en
el modulo BRCT II (Masson et al., 1998). El dominio BRCT es una unidad auténoma
homoéloga a la region carboxiterminal del gen BRCA y se encuentra ampliamente
distribuido en la superfamilia de proteinas de control del ciclo celular y de respuesta al
dafio en el DNA, incluida la p53 (Stern ef al, 2001). La interaccion con APEI no

requiere ni del dominio N terminal ni del BCRTII.

XRCCI1 interactia fisica y funcionalmente con OGGI1, que es la glicosilasa

humana que inicia la reparacion BER de la lesiéon mutagénica 8-oxoguanina (Marsin et

al., 2003). Esta interaccion incrementa 3 veces la actividad de OGGI.

1 183 NLS 315 403 038 633
TS A
194 280 399

Figura 4. Interacciones Proteina—Proteina mediadas por la XRCCI humana. NTD: Dominio N
terminal, NLS: Sefial de localizacion nuclear (modificado de Caldecott, 2003).

El gen XRCCI es altamente polimoérfico, se han descrito en diferentes bases de

datos mas de 60 SNPs, de los cuales aproximadamente 30 se localizan en exones o
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regiones promotoras. Los tres polimorfismos mas estudiados para este gen se localizan
en: codon 194 (exdn 6, base 26304 C por T, Arg por Trp rs1799782), coddn 280 (exoén 9,
base 27466 G por A, Arg por His 1s25489) y en el codon 399 (exon 10, base 28152 G
por A, Arg por Gin rs25487). Lamerdin et al. (1995) y Stern et al. (2001) sefialan que
estos polimorfismos estan ubicados en residuos conservados tanto en hamster, como en
raton y en humanos. Estos polimorfismos representan cambios de aminoacidos no
conservativos que pudieran afectar la funcion de XRCC1. No obstante, permanecer
desconocidas sus consecuencias funcionales, el reconocimiento de su relaciéon con
incrementos en la incidencia de distintos tipos de cancer ha despertado una atencion
considerable (MacAuley y Ladiges, 2005). El polimorfismo de mayor frecuencia en la
poblacion caucasica es el 4rg399Gin (34,1%), seguido por el Argl94Trp (7,2%) y en
menor frecuencia se halla el Arg280His (Shen et al., 1998; Lunn et al., 1999; David
Beabes y London, 2001).

Los codones 194 y 280 estan localizados en la vecindad del dominio de
interaccion con la Polfp y con la PARP. El codon 194 polimérfico reside
especificamente en la region entre el dominio N terminal del XRCC1 que se enlaza con
la polp y el dominio de uniéon a PARP (Marintchev et al., 1999 a,b; Lee et al., 2001,
Laffon et al., 2004). Se ha considerado que es poco probable que las sustituciones de
aminoacidos en esta region causen una cambio significativo en la funcion de reparacion
de XRCCI1 (Shen et al., 2000; Wang et al., 2003).

El polimorfismo Arg399Gin se localiza dentro de la region de interaccion con
PARP en el dominio carboxiterminal de BRCT 1 (Duell et al., 2000; Wang et al.,
2003). Los resultados de asociacion con riesgo de cancer mas numerosos y coherentes

son los referidos para Arg399Gin (Goode et al., 2002; Ladiges et al., 2003).

1.2.2.1.2. Gen OGG1

Las especies reactivas de oxigeno formadas como consecuencia del metabolismo
aerdbico y la exposicién a mutdgenos, ocasionan dafios oxidativos en las bases y roturas
de simple cadena. Entre las distintas bases susceptibles al dafio, son los residuos de
guanina los mas particularmente vulnerables al ataque de los radicales libres, siendo la
principal lesion que asi se produce la 8-oxoguanina (8-OHdG), también llamada 7,8-
dihidro-8- oxoguanina o simplemente 8-hidroxiguanina, cuando se presenta en su forma

tautomérica alternativa.
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Esta lesion no impide la elongacion de la cadena, pero causa un falso
apareamiento con la adenina durante la replicacion, lo cual conduce a la transversion de
G:C aT:A (Wood et al., 1992; Radicella et al., 1997; Wang et al., 1998; Le Marchand
et al., 2002). El dafio no reparado o mal reparado puede tener un papel significativo en

los procesos de carcinogénesis y de envejecimiento.

La reparacion de estos dafios corre a cargo del mecanismo BER, que en una
primera etapa produce la remocién de la base alterada por la accion de una glicosilasa.
La 8-oxoguanina-DNA glicosilasa 1 (OGG1), es la principal enzima reparadora de 8-

OHJG, tanto a nivel nuclear como mitocondrial.

El gen OGG]1 ha sido identificado recientemente como un homoélogo del gen de la
levadura MMH/OGGI y es el gen que codifica para la glicosilasa con actividad
intrinseca AP liasa. Este gen fue clonado y mapeado en el brazo corto del cromosoma 3
(3p25/26) y se expresa de forma ubicua en multiples 6rganos humanos (Lu ef al., 1997,
Roldan-Arjona et al, 1997). Posee 8 exones y produce dos transcritos diferentes
mediante procesado alternativo de la region C-terminal. Dependiendo del ultimo exén
de la secuencia se clasifican en tipo 1 (o a) y tipo 2 (o B). La isoforma a-Oggles
transcrita del exon 1 al 7 y la B-OGG1 del 1 al 6 mas el 8. La isoforma a es una proteina
de 345 aminoacidos (39 kDa) que se localiza principalmente en el nticleo, mientras que
la. B-OGGl es una proteina de 424 aminoacidos (47 kDa) que se localiza
exclusivamente en la mitocondria (Hashiguchi ef al., 2004). Todas tienen una regién N-
terminal que contiene una sefial diana mitocondrial (Shinmura ef al., 2000; Jaiswal ef al.,

2001; Shinmura y Yokota, 2001).

Esta proteina cataliza la eliminacion de los aductos de 8-0xoG (OG) y la apertura
del DNA en el sitio abésico (apurinico/apirimidinico (AP)) resultante de la [-
eliminacion (Radicella et al, 1997; Kim et al., 2003). OGGI1 tiene dos dominios de
enlace al DNA, uno es un dedo C;H; de zinc y el otro una hélice-horquilla-hélice (que
ademads tiene actividad catalitica) (Jaiswal et al., 2001), posee ademas una sefial de
localizacién nuclear y una diana mitocondrial (Shinmura y Yokota, 2001). El grupo
Gly/Pro-rico en Asp de su sitio catalitico es caracteristico de la superfamilia de
proteinas que participan en BER con similar geometria y actividad. OGGI tiene,
ademads, un grupo tiol que es necesario para su actividad enzimatica. La proteina opera a
través de un mecanismo catalitico clasico glicosilasa/liasa, y las mutaciones en el

residuo lisina de su sitio catalitico provocan una pérdida de la actividad catalitica,
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aunque se mantenga el poder de enlace a oligonucléotidos que contienen OG (Lu et al,,

1997).

Tanto la OGG1 humana como la de raton exhiben una exquisita selectividad por
la base opuesta a OG en el DNA, y operan con eficiencia s6lo cuando la base apareada a
la OG es la citosina. Por consiguiente, ambas OGG1 son incapaces de procesar otras

lesiones, incluyendo la 8-oxoadenina.

La region donde se localiza el gen OGG1 muestra pérdida de heterocigosidad en
una gran variedad de canceres humanos (Jaiswal et al., 2001). Las células con este dafio
tienen reducida la capacidad de contrarrestar los efectos mutagénicos de las ROS y con
ello su inestabilidad genomica se incrementa (Lu et al., 1997). Estas deleciones se
acompafian frecuentemente de la transversion GC—TA y de otras mutaciones en las
células cancerosas. Asi, por ejemplo, se han identificado mutaciones en el gen OGGI en
el cancer gastrico, de pulmoén y de rifion, lo que sugiere que las alteraciones en la

funcion de OGG1 contribuyen al proceso carcinogénico.

Ademads, el gen se caracteriza por ser altamente polimorfico en las poblaciones
humanas. Varios estudios han revelado la presencia de polimorfismos en este locus:
cambio G/A que provoca sustitucion de arginina por glutamina en el codén 229
(Arg229Glin), un cambio C/T que produce sustitucion de alanina por valina
(Ala288Val), otro cambio G/A en el codon 322 (Asp322A4sn) y el cambio C/G en la
posicion 1245 del exon 7 de la primera isoforma, que provoca la sustitucion de serina
por cisteina en el codon 326 (Ser326Cis) (Kohno et al, 1998). Algunos autores no
observan diferencias cataliticas entre estas variantes (Dherin et al., 1999). Otros, sin
embargo, refieren que la proteina OGG1 codificada por el alelo Ser326 exhibe mas
actividad que la de la variante Cis326, lo que pudiera influir en la carcinogénesis
humana (Sugimura et al., 1999; Janssen et al.,, 2001; Shinmura y Yokota, 2001). Este
polimorfismo se ha asociado a varios tipos de canceres y, particularmente, con cancer

de prostata (Evans, 2005).

1.2.2.2. Genes del mecanismo de reparacién por recombinacion homaéloga

La estabilidad gendmica se garantiza por la reparacion eficiente de las roturas de
doble cadena que se producen durante la replicacién o que son consecuencia de agentes

que dafian el DNA. Las células eucariotas han desarrollado los mecanismos RH y RNH
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para reparar las roturas de doble cadena del DNA. La reparacién por RH es un proceso
complejo que involucra interacciones con la cromatida hermana, la cual actia como
cebador para la reparacion (van Gent et al., 2001) y es de gran importancia en la
prevencion de dafios por fragmentacion cromosomica, translocaciones y deleciones que
conducen a la carcinogénesis (Winsey et al, 2000). La RNH es un proceso
relativamente simple que promueve la religacion del DNA roto. Esto hace que la RH
sea particularmente eficiente en la fase S cuando el DNA se replica (Takata et al., 1998;
Essers et al., 2000); por ello, las roturas inducidas durante la replicacion son un

importante iniciador de la RH (Cox et al., 2000).

En humanos, el reconocimiento y sefalizacion de la doble rotura se lleva a cabo
por un complejo de proteinas que incluyen la MRE11 y RADS50, y constituye la primera
etapa en ambas vias de reparacion: la homologa y la no homdloga (Featherstone y
Jackson, 1998; Kuschel et al, 2002). Esta via involucra mas de 16 moléculas
incluyendo los productos de BRCA1, BRCA2, XRCC2 y XRCC3 (Goode et al., 2002).
Un componente esencial en la RH es la proteina de intercambio de cadena, RecA (en
bacterias) o Rad51 (en levaduras). La RH es promovida, presuntamente, por un grupo
de genes evolutivamente conservados denominados grupo epistatico RADS2. La
reaccion de intercambio entre las cadenas es catalizada por la RADS1 y facilitada por la
RADS2, a través de una interaccion directa. La RAD54 (ATPasa DNA dependiente)
también interactiia directamente con RADS51 y la estimula. Las proteinas relacionadas
con RAD51, como son RAD51B-D, XRCC2 y XRCC3, estan también involucradas en
la RH (Han et al., 2004 a, b) (Figura 5). Tanto XRCC2 como XRCC3 tienen actividad

ATPasa y actian de forma similar en la reparacion.

Los genes en humanos que tienen homologia con la secuencia del Rad5/ y son
responsables de detectar estos dafos fueron clonados por complementaciéon y son
conocidos como XRCC2 y XRCC3 (Tebbs et al., 1995; Tambini et al., 1997; Johnson et
al., 1999; Pierce et al., 1999). La significativa homologia de sus productos proteicos
con la recombinasa celular RADS5I indica que probablemente provienen de la
duplicacién de genes y divergencias en la evolucion (Cartwright et al., 1998; Liu et al.,

1998; O'Regan et al., 2001).

30



Introduccion

xRotura

Reseccion ‘

Intercambio ¢
> CBreaz >

Ligamiento

Figura 5: La recombinacién homéloga en células somdticas consiste en un intercambio entre cadenas
catalizado por Rad52 y Rad51 y que involucra XRCC2 y XRCC3 e, indirectamente BRCA1 y BRCA2.
adaptada de http://www.nih.gov/sigs/dna-rep.html (Goode et al., 2002)

Las lineas celulares mutantes para estos genes son medianamente sensibles a la
radiacidon ionizante (2 veces mas), aunque extremadamente sensibles (100 veces) a
agentes que producen entrecruzamientos como el cisplatino, la mostaza nitrogenada o la
mitomicina C. Ademas, exhiben velocidades de crecimiento lento, fenotipo deficiente en
recombinacion/reparacion, inestabilidad cromosdémica y acumulacion de roturas
espontaneas, presumiblemente atribuibles a deficiencias en la reparacion en la horquilla
de replicacion (Liu et al., 1998; Brenneman et al., 2000; Deans et al., 2000; Takata et
al., 2000, 2001). En los ratones, la disrupcion de RAD51B, RADS5S1D, o XRCC2
produce letalidad embrionaria (Shu ef al., 1999; Pittman y Schimenti, 2000).
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1.2.2.2.1. Gen XRCC2

El gen XRCC?2 fue mapeado en el cromosoma humano 7 (7q36.1). Tiene 3 exones
(76.850 pb) y codifica para una proteina de 280 aminoécidos, con un peso molecular de
32 kDa (Jones et al., 1995). Este gen pertenece al grupo de genes de la familia Rad 51,
es un paralogo del Rad 51 que codifica para un miembro de la familia de proteinas
RecA/Rad51 (Liu ef al., 1998; Hu ef al., 2001; Johnson y Jasin, 2001). Funcionalmente
complementa al mutante (deficiente de la reparacion) irs/SF de hamster chino que es
cromosdmicamente inestable (Jones et al, 1987; Fuller y Painter, 1988). Las lineas
celulares de hamster deficientes de XRCC2 muestran una reduccion de 100 veces en la

RH, en comparacion con las lineas celulares parentales.

XRCC2 interactia directamente con RADS5IL3 catalizando el apareamiento
homologo entre un oligonucléotido de simple cadena y la cadena doble del DNA
(Kurumizaka et al., 2002). Por microscopia electronica se ha observado que RAD51L3
y XRCC2 forman una estructura anular multimérica en ausencia de DNA, y forman

estructuras filamentosas en presencia de DNA de simple cadena.

Se han descrito varios polimorfismos para el gen XRCC2, tanto en la region 3’
como en la 5'UTR, y otros en region codificante. De ellos, los mas estudiados son: el
cambio de G por C en el nucléotido 4234 del extremo 5'UTR, otro en el codén 188,
donde el nucléotido 31479 del exén 3 cambia de G a A, generando un cambio de
arginina por histidina; y el tercero en la region 3'UTR donde el nucléotido 41657
cambia de C a T (Kuschel et al.,, 2002; Han et al., 2004b). El polimorfismo de mayor
frecuencia en la poblacion caucésica es el de la region 5° (0,22), siendo las frecuencias
del Argl88His y del SNP de la region 3'UTR de 0,07 y 0,06, respectivamente (Kuschel
et al., 2002). Los estudios de asociacion entre estos polimorfismos con la incidencia de
cancer han mostrado una asociacion marginalmente significativa entre la variante rara

del polimorfismo Argl88His y la induccidon de cancer de mama (Kuschel, et al., 2002).

1.2.2.2.2. Gen XRCC3

El gen XRCC3 fue clonado y mapeado en el cromosoma humano 14 (14q32.33)
(Tebbs et al., 1995). Tiene 7 exones y 36.628 pb y codifica para una proteina de 346

aminoacidos con peso molecular de 38 kDa (Hu ez al., 2001).
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La proteina XRCC3 facilita la formacion de los foci RAD 51 y la estabilizacion
del multimero de RADS1 con el sitio dafado del DNA (Liu et al., 1998, Masson et al.,
2001, Sonoda et al., 2001; Han et al., 2004).

XRCC3 es un gen polimorfico, siendo los polimorfismos mas descritos los
siguientes: Thr241Met, que implica el cambio de C por T en el nucléotido 18067 (codon
241) ubicado en el exon 7; Arg94His donde en el nucléotido 10371 se cambia G por A;
1VS5-14 caracterizado por un cambio de A por G en el nucléotido 17893 del intron 4;
otro polimorfismo no conservativo en el nucléotido 4541 de la region 5'UTR, en el que
se cambia A por G y varios en el extremo3'UTR a nivel de los nucléotidos 19204
(cambio de C por T), 19288 (cambio de G por A), y 19510 (cambio de C por T)
(Kuschel et al, 2002, Han et al., 2004). Para este gen se ha descrito también un
polimorfismo de microsatélite raro el cual se ha asociado con cancer en pacientes que
exhiben diversa radiosensibilidad (Price et al, 1997). El polimorfismo de mayor
frecuencia (0,38%) en la poblacion caucasica es Thr241Met (Shen et al., 1998), que
representa un cambio no conservativo en un residuo hidrofilico con un grupo hidroxilo
por uno hidrofobico con un grupo sulfurmetilo; sin embargo, el cambio no reside en los
dominios de enlace con el ATP, los cuales son los tnicos dominios funcionales
descritos hasta el momento para la proteina (Shen ef al., 1998; Winsey et al., 2000). Los
estudios de los cambios estructurales y funcionales en la proteina que pudieran derivarse
de la sustitucion han sido insuficientes (Matullo ez al., 2001b; Stern et al., 2002). Las
consecuencias funcionales del polimorfismo /VS5 y del cambio no codificante de la

region 5° también permanecen desconocidas (Liu ef al., 1998; Matullo et al., 2001 a, b).

1.2.3. Genes relacionados con la sintesis hormonal del tiroides

Virtualmente, todos los genes que codifican proteinas tiroideas, ya sean
enzimaticas o estructurales, que participan en la sintesis hormonal del tiroides, pueden
estar involucrados en la dishormonogénesis, patogenia y, en particular, en la
carcinogénesis de la glandula. El estudio de los procesos celulares, de sintesis, y de
secrecion hormonal del tiroides, a la par del desarrollo de las técnicas de clonacion
molecular estd conduciendo al mejor conocimiento de las proteinas implicadas en la
fisiologia tiroidea. La tiroglobulina (TG), la tiroperoxidasa (TPO), el receptor de TSH
(TSHR), o la proteina Gs acoplada a este receptor, junto al transportador de yodo
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dependiente de sodio (NIS (Na+/Isymp0rter), son moléculas identificadas como

importantes en la funcionalidad del tiroides (Figura 6) (Moreno, 2001).

Biosintesis

Coloide

Lisososma
™~
Membrana
Membrana basal —— Apical

Secrecién

Figura 6. Se representan las proteinas especificas del tiroides TG, NIS, TPO y TSHR
que participan en la biosintesis y secrecion de las hormonas tiroideas T3 y T4.
Modificado de Kopp (2001).

1.2.3.1. Gen TSHR (Receptor de TSH)

Como se ha descrito en parrafos anteriores, la actividad funcional de la glandula y
su crecimiento estdn sometidos a un fino control hormonal, siendo TSH la principal
hormona reguladora. La regulacion TSH-dependiente sigue la via TSHR-adenilciclasa-
AMPc, de lo que se deriva que el receptor TSHR también tiene un papel crucial en los
procesos de desarrollo, diferenciacion y funcionalidad de las células tiroideas (Kopp,
2001). De esta importancia funcional se dedujo que el gen 7SHR tiene implicacion en
las enfermedades benignas y malignas tiroideas. Para las primeras, por ejemplo, se ha
descrito que TSHR esta involucrado en la patogénesis de la enfermedad de Graves,
hipotiroidismo autoinmune, hipertiroidismo no autoinmune esporadico y familiar,
adenomas toxicos, etc. Las referencias de su asociacion con la carcinogénesis tiroidea
han suscitado, desde su clonacion en 1989, un inusitado interés por su estudio (Kopp,
2001). De este modo, se ha considerado como un candidato a ser marcador de
susceptibilidad para el cancer tiroideo, sobre todo, para su variante no medular

(Matakidou et al., 2004).
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El gen codificador del receptor TSH se encuentra en el cromosoma 14 (14q31)
(Akamizu et al., 1990; Libert et al., 1990, Rousseau-Merck et al., 1990; Kopp, 2001) y
estd formado por 191 Kb distribuidas en 13 exones y 12 intrones. Los primeros 9
exones codifican la mayoria del dominio extracelular, el exén 10 lo hace para el grupo
carboxiterminal de este dominio (Kopp, 2001; Kakinuma y Nagayama, 2002). Su
producto proteico es una glicoproteina que se expresa en la membrana basal de las
células foliculares tiroideas, en cerebro, ojos, glandulas adrenales, rifion, timo, miocitos

cardiacos, tejido adiposo, epitelial y nervioso (Nagayama et al., 1989).

El receptor de TSH es un miembro de la superfamilia de receptores de membrana
acoplados a proteinas G; tiene 764 aminoacidos, un peso molecular de 86,8 kDa y una
estructura compleja, constituida por 7 segmentos intramembranosos, 5 sitios de
glicosilacion, 3 asas extracelulares, 3 asas intracelulares, una porcion intracelular
carboxiterminal y una extracelular aminoterminal, que le confiere una alta capacidad de
unién. El dominio extracelular esta codificado por los 9 primeros exones y los demas

dominios por el exon 10.

TSHR actia como un receptor funcional que activa la adenilciclasa en respuesta a
TSH. Con cantidades normales de TSH el receptor se une a la subunidad o de la
proteina Gsa, la cual activa la adenilciclasa y aumenta la produccion de AMP ciclico
(Kopp, 2001; Arturi et al., 2003). Este segundo mensajero regula la expresion de los
factores de transcripcion, los que a su vez regulan la expresion de los genes tiroideos
(Santisteban, 2006). Sin embargo, con niveles elevados de TSH, la unién es a una
subunidad de Gq/11 dando como consecuencia la activacion de la fosfolipasa C (Kattah,

2004)

La TSH, tras unirse a su receptor TSHR acoplado a proteinas G induce la cascada
AMPc/PKA, o la del Ca*" y PKC. La activacion de la adenilciclasa aumenta el AMPc
intracelular que fosforila la PKA, la cual, en ultima instancia, es la responsable de
activar factores de transcripcion en el citosol y el nucleo, tales como el factor CREB.
Para el caso de los genes tiroideos 7G, TPO y NIS, no se han descrito elementos CRE,
pero si para TSHR. La funcion tiroidea esta regulada, ademads, por otras hormonas como
la insulina o factores de crecimiento (IGF-1, TGFB, etc). La insulina acttia a través del
receptor de IGF-1, siendo por tanto esta citoquina la funcional, en un mecanismo que

implica principalmente la via PI3K y Akt (Figura 7).
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Figura 7: Vias de transduccion de sefiales mas estudiadas en tiroides. La TSH tras su
union al receptor acoplado a proteinas G induce la actividad adenilato ciclasa con el
consiguiente aumento de AMPc y la activacion de la PKA. La insulina y el IGF-1 tras
su union a su receptor de tirosina quinasa, induce la activacion de la via PI3K/Akt.
Ambas vias convergen en la regulacion transcripcional de genes tiroideos.

Estudios recientes sugieren que las alteraciones en el gen TSHR son capaces de
inducir de forma constitutiva la activacion de la cascada regulatoria de AMPc
independiente de TSH (Miihlberg et al, 2000). Se ha descrito que estas mutaciones
cosegregan con hipertiroidismo, hiperplasia y tumores. Como consecuencia del
permanente estimulo del AMP ciclico se produce hiperplasia de las células tiroideas y
sobreviene el hipertiroidismo. El mejor ejemplo de lo anterior es la enfermedad de
Graves en la cual los anticuerpos dirigidos contra el receptor ejercen una accidén
estimuladora permanente sobre €1, incrementando la susceptibilidad a esta enfermedad
(Kattah, 2004). Algunas mutaciones somadticas en el gen de TSHR también se han
relacionado con tumores benignos (adenomas) con hiperactividad tiroidea,
caracterizados por crecimiento autonomo TSH-independiente, hipersecrecion de

hormonas y supresion de TSH (Miihlberg et al., 2000).

Por el contrario, ciertas mutaciones en 7SHR en personas resistentes a la hormona

estimulante del tiroides, causan hipotiroidismo congénito

La mayoria de las mutaciones del gen 7SHR se han mapeado en el exon 10, de

forma mas particular se han localizado en los segmentos membranosos y en el dominio
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C terminal. Mas recientemente se ha descrito una gran frecuencia de polimorfismos
germinales (33,3%) que se localizan en la cola citoplasmatica del TSHR en pacientes

con bocio multinodular téxico (Muhlberg et al., 2000).

Después de una década de la primera descripcion de mutaciones en el gen 7SHR
en adenomas autonomos esporadicos, la patogénesis de los adenomas permanece sin
esclarecerse; sin embargo, hay consenso general en atribuir un papel principal en la
carcinogénesis tiroidea a las mutaciones que activan constitutivamente el receptor

humano de la TSH.

En el adenoma tiroideo téxico se ha identificado la sustitucion de alanina por
asparagina en el codon 593 (Ala593A4sn), correspondiente a la quinta hélice
transmembrana de TSHR. Esta mutacion activa constitutivamente a TSHR, y reside en
el alelo en el que se localiza también el polimorfismo Asp727Glu. Este SNP es un
cambio de C por G en el nucledtido 2181 del exén 10, que produce la sustitucion de
acido aspartico por glutamico en el codon 727, correspondiente al domino C terminal
intracelular (Sykiotis ef al., 2003). Dicho cambio se ha asociado con un incremento de
AMPc en respuesta a la estimulacion por TSH; esto subraya el papel de este
polimorfismo en la patogenia de la enfermedad de Graves (Ban et al., 2002; Chistiakov

2003).

Se han descrito, ademas, otras variantes polimorficas como Asp36His 'y Pro52Thr
localizadas en el ex6on 1 (Simanainen et al., 1999) que afectan el dominio extracelular
(Chistiakov 2003). En el primer caso, el cambio de C por G en el nucléotido 205
provoca el cambio de Asp a His en el codon 36, mientras que en el segundo se sustituye
la C del nucléotido 253 por A provocando cambio de prolina (Pro) por treonina (Thr) en
el codon 52. Respecto al papel de estos polimorfismos, se sugiere una asociacion con la
enfermedad de Graves y la oftalmopatia de Graves, respectivamente (Heldin et al.,
1991; Bahn ef al., 1994). Sin embargo, otros autores no encontraron ninguna asociacion

para estos polimorfismos (Simanainen. ef al., 1999).

1.23.2.Gen TG

La TG es la proteina mas expresada en la glandula tiroidea y funciona como
armazon para la hormonogénesis y almacenamiento de hormonas y yodo. Con lo cual,

alteraciones en el gen 7G afectan la correcta fisiologia tiroidea e incrementan el riesgo
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de padecer enfermedades benignas del tiroides. Es también conocido que estos
desordenes son importantes factores de riesgo para el desarrollo de carcinomas tiroideos,

sobre todo no medulares (Matakidou et al., 2004).

El gen de la TG humana esta ubicado en el brazo largo del cromosoma 8 (8q24),
cerca de los oncogenes C-MYC y C-MOS, y posee 270 Kb de longitud (van de Graaf et
al., 2001). La informacidn codificada para la sintesis de la proteina estd comprendida en
un ARNm de 8.7 Kb, lo que indica que el 97 % de las secuencias del gen corresponde a
intrones (47 intrones) (Targovnik et al., 2001). En los ultimos afios se ha completado la
determinacion de la organizacion estructural del gen de la 7G humana por
caracterizacion de recombinantes, por sondas de RT-PCR y secuenciacion. Ademas de
confirmarse que el gen estd compuesto por 48 exones, en su mayoria de 100-200 pb
(Mayayo et al., 1998), se delimitaron los exones de las secuencias intronicas lindantes.
Los sitios hormonogenéticos aceptores fueron establecidos en los exones 2, 18, 44,45 y
48. Se identificaron tres potenciales sitios dadores en tirosinas de los exones 4, 10 y 21,

respectivamente.

El proceso de transcripcion del gen también ha sido objeto de estudio. El
promotor es un fragmento de DNA de unos 200 pb en el extremo 5', delante del sitio de
iniciacion de la transcripcion, al que se unen distintos factores de transcripcion
especificos del tiroides: TTF-1, TTF-2 y Pax 8. El factor TTF-1 tiene el papel regulador
méas importante en la transcripcion de 7G. Este proceso estd mediado,
fundamentalmente, por TTF-2/FOXE1 via TSH/cAMP. El IGF-1 actia aditivamente
con la TSH en la regulaciéon de TG induciendo, por tanto, la expresion de este gen
(Santisteban, 2006).

El gen codifica para una glicoproteina de alto peso molecular, 660 kDa,
conformada por 5496 aminoacidos y estructurada en dos subunidades idénticas de 300
kDa con un 10 % de azucares (manosa, N acetil glucosamina, galactosa, fructuosa,
condroitin sulfato y acido sidlico), y 1 % de yodo. Se sintetiza exclusivamente en el
tirocito, a nivel del reticulo endopldsmico, y se glicosila en el aparato de Golgi de la
célula folicular, constituyendo casi la totalidad del coloide tiroideo. Una vez formada, se
localiza en la interfase célula-coloide en donde se produce la yodinacién vy,
posteriormente, la organificacion y el acoplamiento de las yodotironinas para la sintesis
de hormonas tiroideas. A través de exocitosis se deposita en el coloide (Figura 6) (Ieiri,

1991; Santisteban, 2006). Se comporta como una prohormona cuya hidrolisis completa
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produce solamente de 2 a 4 moléculas de yodotiroxinas T4 y T3, por lo que se dice que
su sintesis y metabolismo tienen caracteristicas aparentemente derrochadoras.

La clonacién molecular ha permitido saber que la tiroglobulina pertenece a una
superfamilia de serina hidrolasas, incluso acetilcolinesterasa. Gran parte de la proteina
esta organizada en 19 repeticiones agrupadas en 3 dominios diferentes, repeticiones de
tipo 1, tipo 2 y tipo 3. El extremo aminoterminal contiene repeticiones ricas en cisteina
tipo 1. Los elementos de tipo 1 regularian la degradacion de la TG madura por una
selectiva y reversible inhibicion de las proteasas lisosomales. (Targovnik et al., 2001).

La region carboxiterminal no presenta zonas de homologia interna y tiene
caracteristicas constitutivas diferentes a la regiéon aminoterminal, lo que sugiere
distintos origenes evolutivos de las dos regiones. Este extremo, sin embargo, tiene
similitud con la acetilcolinestarasa y repeticiones tipo 3 (Park y Arvan, 2004). La
organizacion proteica repetitiva hace a la TG un ejemplo de evoluciéon génica por

eventos de duplicacion intragénica y de fusion.

La integridad de la estructura de TG es esencial para la sintesis de las hormonas
tiroideas y por ello, variaciones en el gen 7G contribuyen a la patogenia de la glandula
tiroides. La primera mutacion identificada en el gen 7G fue la delecion del exén 4
debido a una transversion de citosina a guanina. Otros estudios indican que las
sustituciones de cisteinas C1245R y C1977S en los exones 17 y 33, respectivamente,
causan defecto en el transporte intracelular de TG (Targovnik et al., 2001). Por otra
parte, estudios recientes han proporcionado evidencias de que diversos marcadores
dentro del gen 7G estan asociados con susceptibilidad a enfermedades autoimmunes del
tiroides (Sakai et al., 2001; Ban et al., 2004). La presencia de SNPs en este gen se ha
asociado a tiroiditis autoimmune, tanto en ratones como en humanos (Tomer y
Greenberg, 2004 a, b). Se han identificado 14 SNPs en el gen 7G y més especificamente
un grupo de SNPs en el exon 10-12 y otro en el 33 que tienen una asociacion
significativa con la tiroiditis autoinmune; por tanto, se ha concluido que 7G es un
marcador de susceptibilidad para enfermedades autoinmunes del tiroides (Ban et al.,

2003). (Tabla 1).

El hipotiroidismo también se ha correlacionado con mutaciones de diversa indole
en el gen 7G, sean tanto deleciones de un pequefio segmento del gen como cambios en

un Unico par de bases.
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Tabla 1. SNPs del gen 7G asociadas a enfermedades autoinmunes del tiroides.

SNP Alelo Localizacion Posicion Posicion Sustitucion
nucléotido aminoacido

E10SNP24 T/G Exon 10 2200 734 Ser/Ala
E10SNP158 T/C Exon 10 2334 778 Pro/Pro
E12SNP A/G Exon 12 3082 1027 Met/Val
E18SNP-20 T/C Intron 17

E18SNP8S8 A/G Exon 18 3935 1293 Asp/Gly
E21SNP T/C Exon 21 4506 1501 Ala/Ala
E27SNP-30 C/T Intron 26

E29SNP G/A Exon 29 5512 1837 Asn/Asp
E33SNP C/T Exon 33 5995 1980 Arg/Trp
E34SNP+33 A/G Intron 34

E34SNP+73 G/A Intron 34

E43SNP4 C/T Exon 43 7408 2469 Leu/leu
E43SNP97 T/C Exon 43 7501 2500 Arg/Trp
E46SNP C/T Exon 46 7920 2621 Tyr/Tyr

Tomado de Ban et al., 2003

La sustitucion de G por T en el nucléotido 2610, que implica un cambio de
histidina por glutamina en el codén 870 (His870Gln), es la alteracion mas
frecuentemente descrita en el gen. Este cambio modifica la conformacién tridimensional
de la tiroglobulina y por ende su disponibilidad para la hormonogénesis, con lo cual se
favorece la aparicion de desordenes tiroideos benignos.

Son varios los polimorfismos de 7G que se han asociado con la incidencia de
bocio. Que el bocio se observe con frecuencia en asociacion con casos de cancer
tiroideo no medular y se considere un factor de riesgo para el desarrollo de estos
tumores es un modo de sustentar la correlacion entre la variabilidad genética de 7G-y la
enfermedad benigna-cancer tiroideo (Corral et al., 1993; Matakidou et al., 2004). De
igual modo, se ha descrito que sutiles variaciones en la actividad de TG, como
consecuencia de una variacion polimérfica, pueden incrementar el riesgo de desarrollar
cancer de tiroides no medular (Ieiri et al., 1991, Matakidou et al., 2004). La asociacion
entre ciertas enfermedades benignas del tiroides y el cancer de tiroides ha sido
observada en multiples estudios y, aunque la fortaleza de esta asociacion varia en los
estudios, el analisis conjunto de casi una veintena de ellos demostr6 que aparte de la

radiacion ionizante en la infancia, son los nodulos benignos y el bocio los factores de
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riesgo mas relevantes para el desarrollo del cancer de tiroides con una OR de 38,3y 5,9,

respectivamente (Preston-Martin ef al., 2003).

Considerando lo anteriormente expuesto, es logico plantearse el estudio de los

polimorfismos de 7G como posibles marcadores de susceptibilidad al cancer de tiroides.

1.2.4. Genes de control del ciclo celular

1.2.4.1. Gen PTPRJ (Receptor de fosfatasa de tirosina tipo j)

La fosforilacion reversible de proteinas es un proceso dindmico implicado en la
regulacion de multiples funciones celulares. De las miles de proteinas que se expresan
en una célula tipica de mamifero, un tercio contiene un grupo fosfato unido
covalentemente. Los tres aminoacidos que pueden ser fosforilados en las proteinas son:
Ser, Thr y Tyr. La fosforilacion en residuos Ser/Thr es mucho mas frecuente que en
residuos Tyr. Sin embargo, aunque estos ultimos sélo representan el 0,01-0,05% del
total de fosfoaminoacidos, regulan procesos cruciales para el funcionamiento de la
célula y de cualquier organismo como son el crecimiento, la diferenciacion y la
transformacion celular. Los niveles de fosforilacion en tirosina son el resultado de la
accion coordinada y regulada de dos tipos de enzimas: proteinas tirosinas quinasas
(PTKSs) y proteinas tirosinas fosfatasas (PTPs). Inicialmente, la mayoria de los estudios
se centraron sobre las PTKs, mientras que las PTPs no despertaron un especial interés
en la comunidad cientifica. Se las consideraba un componente poco sofisticado en las
reacciones de fosforilacion, incluso se dudaba de su especificidad al pensar que so6lo
unas pocas tirosinas fosfatasas, relativamente inespecificas, eran capaces de terminar el
trabajo de numerosas tirosinas quinasas. Sin embargo, los resultados de los ultimos afios
han demostrado que las PTPs forman una gran superfamilia de enzimas, sometidas a
una compleja regulacion, que van a intervenir en el control de multiples rutas de
sefializacion celular y que participan en una notable variedad de procesos celulares
incluyendo el crecimiento, el mecanismo de inhibicién por contacto del crecimiento
celular, la diferenciacion, el ciclo mitdtico, y la transformacion oncogénica. Ademas,
presentan una elevada especificidad de sustrato, llegando incluso a diferenciar el lugar

de fosforilacion que sera hidrolizado dentro de cada sustrato.
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Actualmente, la superfamilia de las PTPs estd formada por las denominadas
PTPs clasicas, PTPs de especificidad dual y las PTEN (Phosphatase and Tensin
homolog deleted on chromosome 10). Las PTPs clasicas se caracterizan por tener al
menos un dominio de 240-250 aminodcidos muy conservados que rodean a la
secuencia consenso y que se denomina dominio catalitico o dominio PTP. Esta familia
puede subdividirse en 2 grupos, dependiendo de la localizacion celular: las PTPs
intracelulares y las PTPs transmembrana o similares a un receptor. Las PTP no receptor
son enzimas intracelulares que tienen un solo dominio catalitico. Las PTP
transmembrana presentan una estructura similar a la de un receptor tipico de membrana:
un dominio extracelular variable, un dominio transmembrana y uno o dos dominios
cataliticos intracelulares. Los dominios extracelulares pueden interaccionar con ligandos

que regulan la actividad de los dominios cataliticos (Zapata et al., 2004).

Estas fosfatasas interaccionan con las quinasas y el balance de la actividad de las
fosfatasas de tirosina y quinasas de tirosina es lo que permite el correcto funcionamiento,
la proliferacion celular, asi como la transduccion de senales. Por el contrario, la
existencia de un desequilibrio funcional puede derivar en un proceso oncogénico, y los
genes cuya correcta funcionalidad depende de este balance se constituyen en
marcadores de susceptibilidad para tumores. Si, en un sentido, se ha sugerido que las
quinasas pueden actuar como oncogenes, en otro, se plantea que las fosfatasas pudieran

funcionar como genes supresores de tumores (Powell ef al., 2004).

Uno de esos genes es, precisamente, el que codifica para el receptor para la
fosfatasa de tirosina (PTPRj). Honda et al., (1994) clonaron y caracterizaron el gen en
humanos y lo designaron HPTP-eta. Este gen tiene demds otros simbolos sindénimos

DEPI, SCC1, CD148, R-PTP-ETA (HUGO Gene Nomenclature Committee (HGNC))

El gen, que tiene 187,56 Kb y esta compuesto por 26 exones, se ha mapeado en el
cromosoma 11 (11p11.2) por hibridacion in situ fluorescente. La proteina codificada por
este gen es un miembro de la familia de las fosfatasas de tirosina, tiene una masa
molecular de aproximadamente 220 a 250 kDa y contiene una region extracelular con 9
repeticiones de fibronectina tipo III, una regiéon transmembrana y una region
citoplasmatica que contiene un dominio catalitico fosfatasa y asi representa un receptor

de tipo PTP.
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La proteina PTPRIJ ha sido identificada como la proteina que es codificada por el
gen murino Sccl (susceptibility to colon cancer-1) que confiere susceptibilidad al
cancer de colon (Lesueur et al., 2005). Aunque, curiosamente, no hay evidencias de
LOH en Ptprj en tumores de colon de raton, en humanos si se ha relacionado la
presencia de mutaciones y pérdida de heterocigosidad de PTPRJ con el cancer de
mama, de pulmoén y colon (Ruivenkamp et al., 2002; van Puijenbroek et al., 2005). Se
ha encontrado, asimismo, una fuerte asociacion entre la pérdida de heterocigosidad
(LOH) del gen PTPRJ, la pérdida cromosomica de 18q12-21 y la progresion del tumor
en el cancer colorectal (Demant, 2003). También se ha descrito que la pérdida
cromosomica es mas frecuente en adenomas con LOH en PTPRJ que en adenomas sin

ningln cambio aparente en PTPRJ.

En rata este gen estd involucrado en la tumorigénesis de la glandula tiroidea,
probablemente por estabilizacion de p27Kipl. El fenotipo neoplasico de células
transformadas de tiroides de rata que han perdido la expresion de PTPRJ se revierte por
la expresion de esta proteina (Trapasso, 2000). Tanto en ratas como en humanos, la
expresion del gen se correlaciona con la inhibicion del crecimiento celular y de la
tumorigénesis en varios tipos celulares (Trapasso, 2000). En humanos la presencia de
polimorfismos en este gen se ha asociado con diversos carcinomas (Lesueur et al.,
2005; van Puijenbroek et al., 2005). Varios autores coinciden en que el perfil genotipico
de PTPRJ afecta la susceptibilidad en el caso de carcinomas tiroideos y que la pérdida
alélica de este gen influye en la carcinogénesis tiroidea (Iuliano et al., 2004). También
se ha senalado que tener un haplotipo especifico para PTPRJ confiere efecto protector
sobre el riesgo de cadncer de mama. Mds recientemente se ha observado que este gen

afecta también la angiogenesis (Takahashi et al., 2003)

Se ha encontrado deleciones, desbalances alélicos con pérdida de heterocigosidad
o mutaciones sin sentido de PTPRJ en adenocarcinomas colorectales y carcinomas de
pulmén y mama. Asi, por ejemplo, en lineas celulares humanas derivadas de individuos
con cancer de mama, la induccién de la diferenciacion incrementa la expresion de
PTPRIJ y su transfeccion en células indiferenciadas induce la diferenciacion e inhibe el
crecimiento (Ruivenkamp et al., 2002). Estos resultados avalan la evaluacion de genes
humanos homoélogos a genes modificadores de cancer en ratdbn como marcadores de

susceptibilidad para el cancer (Lesueur et al, 2005). Por ello, PTPRJ puede
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considerarse un gen de baja penetrancia de susceptibilidad en la carcinogénesis humana

(Ruivenkamp et al., 2002; Demant, 2003; Lesueur et al., 2005).

En los estudios de este gen se han identificado 5 mutaciones somaticas sin sentido
en el cancer de colon. Los alineamientos de secuencias, la prediccion de estructuras
secundarias y la modelacion de homologos predicen que la mayoria de estos cambios se
localizan en la porcion extracelular del producto del gen, porcién que esta involucrada
en interacciones con ligandos u otras proteinas y que pudieran afectar el proceso de
sefializacion. Una de las mutaciones descritas es un cambio de arginina a cisteina en el
codon 214 (Arg214Cis) con la consiguiente pérdida de la carga positiva. Otra es la

correspondiente al cambio de glutamina por prolina en el codon 276 (GIln276Pro).

Ambos cambios no conservativos se corresponden con algunos de los
polimorfismos mas estudiados en este gen, que se localizan en los exones 5, 6 y 13.
Precisamente, la sustitucion de glutamina por prolina en el codon 276 (antes
mencionada) es consecuencia de un cambio de A por C en el nucléotido 1176 del exdn 5.
En el ex6n 6, G se cambia por A en el nucléotido 1326 y provoca que la arginina tome
la posicion de la glutamina en el codon 326 (4rg326Glin) y, finalmente, en el exén 13 a
nivel del nucléotido 2965 hay un cambio de G por C que hace en el codon 872 se

sustituya aspartico por glutdmico (4sp872Glu) (Ruivenkamp et al., 2002).

1.3. Estudio de la asociacion de los marcadores de
susceptibilidad y el cancer de tiroides

1.3.1. Evaluaciéon de marcadores de susceptibilidad

1.3.1.1. Métodos convencionales

Las metodologias moleculares han revolucionado el andlisis genético y se han
usado para la construccion de mapas de ligamiento, para trazar estrategias de seleccion
asistida por marcadores, para pruebas de parentesco, y también para la identificacion de
especies y estudios de genética de poblaciones. Los marcadores del DNA constituyen la
nueva generacion de marcadores moleculares que han solucionado el problema de la
poca variabilidad que tenian las isoenzimas, siendo capaces de generar una cantidad
muy grande de marcadores. Existen varias técnicas para identificar marcadores del

DNA, que se pueden agrupar en tres categorias: las de hibridacion tipo Southern y mas
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recientemente los microarrays, las de reaccion de polimerizacion en cadena (PCR) y las

que combinan PCR o sus productos con la hibridacion.

1.3.1.1.1. PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) fue ideada en 1989 por Kary B.
Mullis y se puede considerar como la técnica mas revolucionaria en el campo de la
biologia molecular de los ultimos afios. Consigue amplificar mas de un millon de veces
el DNA de una region seleccionada del genoma, siempre y cuando se conozca una parte
de su secuencia de nucleodtidos. No cabe duda de lo acertado de la definicion:"una
técnica que consigue encontrar la aguja en el pajar, al tiempo que produce un pajar de
agujas”. Por su factibilidad, flexibilidad y versatilidad ha dado nuevas alas a la

Ingenieria Genética y a toda la Biologia Molecular.

La PCR es un método enzimatico que permite la sintesis in vitro de multiples
copias de una secuencia determinada de DNA. Se basa, en su forma mas simple, en la
realizacion de tres reacciones sucesivas: desnaturalizacion, hibridacion y extension,

llevadas a cabo a distintas temperaturas (Figura 8).

D e D:Desnat.  A: Alineacion E:Extension
94°C con cebadores del cebador
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Figura 8: Reaccion en Cadena de la Polimerasa

La muestra se calienta hasta lograr la separacion de las dos cadenas del DNA,
seguidamente se reduce la temperatura permitiendo el apareamiento de cada una de las
dos cadenas cortas de oligonucleo6tidos (cebadores) con las hebras complementarias del

DNA molde. La enzima DNA polimerasa sintetiza la secuencia complementaria al DNA
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molde por extension de los cebadores, incorporando desoxidonucledsidos trifosfato
(dNTPs). La temperatura a la que se realiza el tercer paso estd condicionada por aquélla
a la que funciona la DNA polimerasa. La aplicacion de numerosos ciclos en cadena da
lugar a la amplificacion geométrica del segmento de DNA delimitado por los cebadores

(Leonardo y Kornblihtt, 1993).

La PCR es una técnica versatil que admite combinaciéon con otras metodologias
para el estudio de los polimorfismos. Hasta la fecha, los andlisis basados en geles de
electroforesis son de las técnicas mejor establecidas y méas empleadas para detectar tanto
polimorfismos multialélicos (micro y minisatélites) como polimorfismos reconocidos

por enzimas de restriccion (Pharoah et al., 2004).

Los polimorfismos de longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP) son
marcadores moleculares que empezaron a ser usados a finales de la década de 1970. La
metodologia PCR-RFLP combina la amplificacién por PCR de una secuencia conocida
de DNA vy la digestion del amplificado con una enzima con actividad endonucleasa
especifica (enzima de restriccion). Puesto que las deleciones, sustituciones o
mutaciones pueden alterar significativamente las dianas para las enzimas de restriccion,
ya sea por generacion o por pérdida de sitios de restriccion, el andlisis de los productos
de digestion permite la rapida deteccion de mutaciones puntuales en la secuencia que
fue amplificada por PCR. La especificidad de reconocimiento y corte hace posible que
se generen diferentes patrones de banda para cada alelo, identificables por electroforesis

en geles de agarosa y, con ello, se consiga detectar el polimorfismo.

Sin embargo, existe una gran demanda de técnicas mas rapidas y eficientes que
permitan el andlisis de cientos o incluso miles de muestras en un solo dia. Algunas de
estas técnicas mas novedosas son la PCR a tiempo real, la espectrometria de masas y los

microarrays (Imyanitov et al., 2004).

1.3.1.2. PCR en tiempo real en la deteccion de SNPs

Hasta hace relativamente pocos afos, la deteccion de mutaciones puntuales se
hacia exclusivamente por medio de técnicas electroforéticas en geles, (PCR-RFLPs,
analisis conformacional de cadena sencilla (SSCP), electroforesis en gel de gradiente

desnaturalizante (DGGE) y HPLC desnaturalizante (DHPLC).
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A pesar de su efectividad, estas técnicas necesitan pasos adicionales para el
analisis de los resultados y tienen mayor probabilidad de que se produzcan
contaminaciones, por lo que su idoneidad se limita a estudios de pequefia escala (De

Silva y Wittwer, 2000).

Si consideramos el mayor conocimiento que hoy tenemos de los SNPs y el
incremento de los estudios sobre su asociacidon con diversas enfermedades, no es de
extraiar el impulso que han experimentado otros métodos para estudiar los mismos

(Syvanen, 2001; Tsuchihashi y Dracopoli, 2002).

Entre estos nuevos métodos, aquellos que no implican la realizacion de geles se
perfilan como los mejores candidatos a estudios de gran escala (Shi, 2001). La técnica
conocida como PCR a tiempo real es una de las metodologias de mayor aceptacion por
su versatilidad, eficacia y robustez. Combina ciclos rapidos de PCR con el uso de
colorantes fluorescentes o sondas fluorogénicas, y su disefio permite completar la
amplificacion y el analisis del resultado en el mismo vial, lo que ha acelerado el proceso
analitico, reducido el riesgo de contaminacién y de otros errores humanos.

La amplificacion en la PCR a tiempo real concibe la deteccion de la
amplificacion por fluorescencia, ya sea empleando agentes intercalantes o sondas
especificas marcadas con fluorocromos. Al igual que la PCR clésica, ésta se desarrolla
en varios ciclos de tres pasos: desnaturalizacion, hibridacion y extension, pero los
procesos de amplificacion y deteccion se producen de manera simultdnea en el mismo
vial, sin necesidad de ninguna accion posterior. Los termocicladores para llevar a cabo
la PCR a tiempo real incorporan un lector de fluorescencia y estan disefiados para poder
medir, en cualquier momento, la fluorescencia emitida en cada uno de los viales donde
se realiza la amplificacién. La emisién de fluorescencia producida en la reaccion es
proporcional a la cantidad de DNA formado. Esto permite conocer y registrar en todo

momento la cinética de la reaccion de amplificacion (Figura 9).

El sistema Lightcycler de Roche Molecular Biochemicals es uno de los sistemas

que realizan PCR a tiempo real. La innovadora tecnologia fluorescente combinada con
el termociclador ultra-rapido (Figura 10 y 11), permite la completa amplificacion y

analisis de las muestras en 20-30 minutos.
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Figura 9: Curva de amplificacién en la PCR a tiempo real (fluorescencia vs. niimero de ciclos). Es una
curva sigmoidal donde: A: no puede verse la amplificacion debido a que la fluorescencia es demasiado
baja y el fluorimetro no la puede diferenciar de la fluorescencia de fondo; B: fase de crecimiento
exponencial equivalente al aumento del niimero de moléculas, la fluorescencia alcanza un nivel suficiente
para ser detectada; C: los cebadores y la enzima comienzan a ser limitantes en la reaccion, se pasa de
una fase de transicion a una de meseta, donde tiene lugar muy poco o ningun aumento de la
fluorescencia (Mackay et al., 2002).

Figura 10: Termociclador LightCycler de Roche. A. LightCycler cerrado; B. LightCycler abierto,
mostrando la camara térmica en la que se inserta el carrusel con los capilares C. Carrusel con los 32

capilares; D. Capilares de 20 uL de capacidad y su tapa. http://www.roche-mb.com

48


http://www.roche-mb.com/

Introduccion

Capilar

E:

Resistencia — }_:-_] ]
P
Ty
== -
-3
— . = Carrusel
] .— .

! Céamara Sl—

térmica = %M

Ventilador F N Y Y

b =
i
Filtros T < B
Fotodiodos

Figura 11: Esquema del interior del termociclador LightCycler Roche. A. Camara térmica donde va
colocado el carrusel, la espiral y los ventiladores;, B. El fluorimetro con la LED y los canales de
deteccion de fluorescencia. hittp://www.roche-mb.com

Este sistema se caracteriza por:

Rapidez: los ciclos son mas cortos (duran entre 20 y 60 segundos) gracias a que el
termociclador (de alta velocidad) utiliza un sistema de transferencia de calor por aire
altamente eficaz. La temperatura se alcanza diez veces mdas rapidamente que en un
termociclador convencional (Bernard et al, 2001; Wittwer, 2001). Ademas, los
capilares de 1,5 mm de diametro tienen una elevada relacion superficie/volumen que
permite el rapido y uniforme calentamiento y enfriamiento de la muestra, pudiéndose
conseguir cambios de temperatura de hasta 20°C por segundo (Lay y Wittwer, 1997;
Wittwer, 2001; Bernard et al., 2001; Wittwer et al., 1997b). Estos capilares se colocan
en la placa giratoria en el interior de la cadmara térmica y asi quedan expuestos al aire

(Figuras 10y 11).

Deteccion de diversas longitudes de onda: se puede conseguir por la combinacion de
varias caracteristicas de la técnica y el equipo: a) al uso de sondas marcadas con
fluorocromos (FRET, TagMan, Molecular Beacon y sondas Scorpion) o un agente
intercalante fluorescente (SYBRGreen); b) la presencia de la unidad 6ptica avanzada

que contiene un diodo LED (light emitting diode), que emite luz azul (470nm) que

49



Introduccion

excita los fluorocromos amarillos, fluoresceina (FAM, FITC) y SYBR Green y c) a tres
canales que detectan la luz emitida por los fluorocromos o el SYBRGreen en tres
diferentes longitudes de onda: luz verde (530 nm, fluoresceina y SYBRGreen), luz roja

(640 nm, LightCycler® Red 640) y cerca del infrarrojo (710 nm, LC Red 700).

Cuantificacion rapida y exacta: Las lecturas de fluorescencia efectuadas en cada ciclo

y en cada muestra se hacen en tan solo 20 milisegundos (Lay y Wittwer, 1997; Wittwer

et al., 1997a; Bernard et al., 2001; Wittwer, 2001).

Anélisis flexible. La transferencia térmica de alta velocidad y el sistema de medida
mediante fluorescencia posibilitan la observacion de la evolucion de la PCR en tiempo

real y en la pantalla del ordenador.

Total eliminacion de riesgos de contaminacion. Los capilares se pueden usar de
cubeta espectrofotométrica, por lo que la amplificacion y deteccion de fluorescencia se
desarrollan en el mismo tubo sin necesidad de abrirse, lo que impide el riesgo de

contaminacion.

El sistema Ligthcycler permite usar distintos protocolos para la incorporacion y

deteccion de fluorescencia. Las dos técnicas mas comunes son:

e Agentes que se intercalan en la molécula de DNA: Son fluorocromos que
aumentan notablemente la emision de fluorescencia cuando se unen a DNA de
doble hélice. El1 mas empleado en PCR a tiempo real es el SYBR Green |
(Figura 12). El incremento de DNA en cada ciclo se refleja en un aumento
proporcional de la fluorescencia emitida. La sefial sera detectable a partir de un
nimero determinado de ciclos, dependiendo de la concentracion de partida. Las
mediciones pueden hacerse una vez por ciclo o continuamente. Esta
caracteristica permite no so6lo genotipar sino también cuantificar el numero de
moléculas en la muestra, usando estandares externos de concentracion conocida
se puede determinar la concentracion de la muestra mediante comparacion de las
curvas de fluorescencia.

El principal inconveniente de los agentes intercalantes es su baja especificidad,

debido a que se unen de manera indistinta a productos generados inespecificamente

o a dimeros de cebadores, muy frecuentes en la PCR. Sin embargo, tiene la ventaja

de que la optimizacion de las condiciones de la reaccion es muy facil y, ademas, es

mas barato que las sondas especificas.
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Figura 12: Deteccién de amplificacién por SYBR Green

e Anadlisis con sondas de hibridacion especificas. Basicamente, son sondas
marcadas con dos tipos de fluorocromos, un donador y un aceptor. Las mas
utilizadas son las sondas de hidrdlisis (denominadas también sondas Taqman),
las sondas molecular beacons y las sondas basadas en la transferencia de energia
resonante fluorescente (FRET). Se basan en el principio de que el fluoréforo
donador, excitado por una fuente de luz externa, emite una luz con longitud de
onda que se solapa con la de excitacion del segundo fluoréforo proximo a él,

denominado aceptor.

El sistema de sondas FRET se compone de dos sondas que estdin marcadas en
uno de sus extremos y que se unen a secuencias adyacentes del DNA diana. Una de las
sondas lleva un fluorocromo donador en el extremo 3’ y la otra uno aceptor en el
extremo 5°. Las secuencias de ambas sondas se disefian para que estén muy proximas al
hibridar con la regiéon complementaria del amplicon. Durante la desnaturalizacion, ni
sondas, ni cebadores estdn unidos a la cadena complementaria, no hay transmisién de
energia, ni emision de fluorescencia. En el siguiente paso, antes de llegar a la
temperatura de hibridacion de los cebadores, la pareja de sondas (Mackay et al., 2002)
se une a su secuencia complementaria, de manera que los fluorocromos de ambas
sondas quedan enfrentados a menos de 5 bases de distancia, produciéndose la
transmision de energia. Tras las sondas, los cebadores hibridan con su cadena
complementaria, y a medida que avanza la extension por la polimerasa se van
desplazando las sondas. La medida de fluorescencia que tiene lugar en cada fase de

hibridacion permite ver, en tiempo real, que es lo que ocurre con la amplificacion.
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Cuanto mas avanzado sea el ciclo mas fluorescencia se detecta porque, obviamente, hay
mas moléculas de DNA a las que se puede unir la pareja de sondas y emitir
fluorescencia Asi, la sefial FRET serd directamente proporcional a la cantidad de
producto de PCR especifico. Si el DNA no es especifico, no se producira hibridacion de
las sondas y por tanto no habra reaccion.

El empleo de sondas garantiza la especificidad de la detecciéon y permite
identificar polimorfismos o mutaciones puntuales, pero su coste es mas elevado que el
SYBR Green y la optimizacién de las condiciones de la reaccion resulta mas dificil.
(Lay y Wittwer, 1997; Wittwer et al., 1997; Bernard et al, 1998, 1999; Mangasser-
Stephan et al., 1999; Bernard y Wittwer, 2000; Bernard ef al., 2001; Wittwer, 2001;
Mackay et al., 2002; Costa, 2004) (Figura 13).

EXCITACION
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{domadora) aceplor

Figura 13: Transmision de fluorescencia de las sondas FRET. 4. Las sondas se encuentran
separadas, no se transmite la energia de resonancia y no hay emision de fluorescencia por el
fluorocromo aceptor; B. Durante la hibridacion, la distancia entre fluorocromos de las sondas es menor
de 5 nucledtidos, se produce la transferencia de energia, el fluorocromo aceptor emite fluorescencia que
la detecta el canal correspondiente del LightCycler.

1.3.1.2.1. Diseilo de sondas FRET

La metodologia con sondas FRET implica el uso de dos oligonucléotidos, de mas
o menos 20 nucléotidos, marcados con fluorocromos diferentes en uno de sus extremos
y disenados especialmente para ser complementarios a secuencias adyacentes del DNA
diana delimitado por los cebadores no marcados. Comunmente, el extremo 3" de la
sonda donadora se marca con fluoresceina y el extremo 5 de la sonda aceptora con LC

Red 640 o LC Red 705. Las dos sondas estdn disefiadas para hibridar en sus dianas
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especificas en un arreglo cabeza-cola que permite que ambos fluoroforos estén en
estrecha proximidad. La transferencia de energia es mejor cuando la distancia no excede
los 5 nucleétidos (distancia molecular de 4 a 25 A). Es posible detectar fluorescencia
incluso estando los fluorocromos separados entre 15 y 25 bases, pero hay reducciones
de hasta un 50 % en la fluorescencia cuando la separacion es de entre 5 y 10 bases

(Figura 14).

-de20a30NT
- més estable que el aceptor -de20a30NT

- marcado en 3’( fluoresceina) - elevada especificidad
- fosfatado en 3’

-marcadoen 5’ (LC red 640 6 LC Red
705

=

Cadena complementaria no marcada

Maxima distancia
entre sonda y cebador
5 3’

Figura 14: Diseiio de las sondas FRET.

La sonda donadora es importante que est¢ lo mas alejada posible del cebador
directo para evitar ser desplazada por la polimerasa antes de que se tome la medida de
fluorescencia durante la fase de hibridacion (Lay y Wittwer, 1997; Wittwer et al., 1997b,
2001; Bernard et al, 1998, 1999, 2001; Mangasser-Stephan et al., 1999; Bernard y
Wittwer, 2000; Wittwer, 2001; Mackay et al., 2002). La sonda aceptora debe estar
fosforilada en el extremo 3" para evitar la accion de la polimerasa. Su Tm debe ser mas
baja que de la sonda donadora, pero ambas deben tener una Tm unos 10°C por encima
de la de los cebadores (Mackay et al., 2002).

Como cada sonda FRET esta marcada con un unico fluorocromo, tanto su sintesis,
caracterizacion, y control de calidad, es mas facil que las de sondas doblemente

marcadas.
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1.3.1.2.2. Deteccién de mutaciones con sondas FRET

Ya se ha comentado que el uso de sondas es adecuado para realizar la
cuantificacion del amplicon sea DNA o RNA. Sin embargo, la PCR a tiempo real abre
grandes posibilidades a la deteccion de mutaciones mediante monitorizacion de los
cambios en el comportamiento de disociacion de las sondas de hibridacion. Para esta
aplicacion, una de las sondas, preferentemente la sonda aceptora, debe cubrir la zona en
la que se encuentra la mutacion objeto del estudio. La sonda se disefia, normalmente,
para ser complementaria al alelo més frecuente, de forma que se generaria el falso

apareamiento en los alelos que presenten el cambio de base (Figural$).

Cadena complementaria no marcada

B

A

Cadena complementaria no marcada

Figura 15: Las dos posibles situaciones que se pueden generar al hibridar la pareja de sondas con la
cadena complementaria. A. Alelo mas frecuente, la pareja sonda/DNA es totalmente complementaria; B.
Alelo con el cambio de base, se genera un falso apareamiento en la pareja sonda/DNA.

Durante la fase de hibridacion de cada ciclo se generan dos situaciones diferentes,
una hibridacién perfecta si no existe mutaciéon en el DNA diana, y una zona de
desapareamiento si el cambio de base estda presente. Esas diferencias en la
complementariedad sonda/DNA producen diferentes curvas de disociacion, lo que

permite diferenciar el genotipo de la muestra.
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1.3.1.2.3. Anédlisis de las curvas de disociacion

Las curvas de disociacion se obtienen a partir de la medicion continua de la
fluorescencia en una fase consecutiva a la amplificacién y en la que se aplica un
gradiente de temperaturas creciente que permite monitorizar la cinética de disociacion
de los fragmentos amplificados. Al inicio de esta fase la temperatura es muy baja y tanto
sondas como cebadores estdn unidos a su cadena complementaria, la fluorescencia
emitida serd maxima; sin embargo al aumentar la temperatura progresiva y
paulatinamente, de 0,1-0,2°C/s durante 10 minutos hasta una temperatura de 80°C, se
alcanza la Tm de las estructuras hibridas sonda/DNA. En este punto se inestabilizan
estas estructuras con el consiguiente descenso de la emision de fluorescencia del aceptor
(Bernard et al, 1998, 2001; Mangasser-Stephan et al, 1999). La Tm del par
sonda/DNA es caracteristico de cada pareja y depende de distintos factores como la
longitud, el contenido en GC, el orden de la secuencia y los apareamientos Watson-

Crick (Bernard et al., 1998; Bernard y Wittwer, 2000).

El analisis de las curvas permite determinar la especificidad de los amplicones,
por su Tm. La mayor estabilidad del par sonda/DNA totalmente complementario se
traduce en una temperatura de fusion (Tm) mas alta que la del par con falso
apareamiento (Lay y Wittwer, 1997a; Wittwer et al., 1997, 2001; Bernard ef al., 1998,
1999; Mangasser-Stephan et al., 1999; Bernard y Wittwer, 2000; Mackay et al., 2002)

(Figura 15 y 16). Esta diferencia en las Tm permite discriminar los genotipos.

Para hacer méas notable la disminucién de la Tm del par con el falso apareamiento,
el disefio de las sondas puede optimizarse, ya sea por la naturaleza y posicion de las
bases adyacentes al falso apareamiento, como por el acortamiento de la sonda (Lay y

Wittwer, 1997; Bernard et al., 1998; Bernard y Wittwer, 2000; Wittwer et al., 2001).

El sistema LightCycler transforma las medidas de fluorescencia (F) en las
derivadas negativas (-dF/dT) de la curva de fusion y asi transforma los puntos de
inflexion en picos. Esos picos permiten determinar el genotipo del individuo, uno solo
indica homocigosis y, en dependencia de la temperatura de fusion, serd homocigoto
salvaje (mayor Tm), u homocigoto para el cambio de base (menor Tm). Los

heterocigotos se distinguen por presentar ambos picos (Figura 16).
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Figura 16: Obtencion de una curva de disociacion. A. Calentamiento progresivo a lo largo de la fase
de disociacion. La menor Tm es la del par sonda/DNA que contiene el falso apareamiento, la mas alta es
la del par completamente complementario; B. Las Tm de los pares sonda/DNA se observan como un
punto de inflexion en la grdfica que relaciona la fluorescencia con la temperatura; C. Derivadas
negativas (-dF/dT) de la curva de fusion, se observa un pico con Tm mayor si la muestra corresponde a
un homocigoto salvaje, u otro con Tm menor si es homocigoto para la sustitucion. Ambos picos se
observan en un caso heterocigoto.
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1.3.1.3. PCR alelo especifica

Una estrategia conceptualmente sencilla de genotipado es la denominada PCR
alelo especifica (Allele-specific PCR, AS PCR). Esta estrategia es adecuada para el
analisis de mutaciones puntuales, pequeias deleciones o inserciones en el DNA
genomico, y es especialmente util para casos donde se dispone de pequeias muestras de

sangre, tejidos u otras fuentes orgénicas.

Tiene la ventaja de combinar amplificacioén y deteccion, sin necesidad de recurrir
a sondas o enzimas adicionales. La técnica requiere el uso de 3 cebadores para dos
reacciones de PCR separadas y complementarias, uno es comun (el reverso), y dos son

especificos para cada una de las variantes alélicas.

Los dos cebadores especificos difieren uno del otro en sus extremos 3, los cuales
llevan la base propia de cada variante. De esta manera, los cebadores coinciden
perfectamente s6lo con un unico alelo, y tienen un desapareamiento en el extremo 3’

con el alelo alternativo (Figura 17).

5!

3, e Falso apareamiento

o
SNP

Figura 17: Cebadores para AS PCR, con bases perfectamente complementarias y falsamente
gpareadas.

En condiciones de PCR estrictamente controladas, los cebadores perfectamente
coincidentes amplifican la secuencia diana, mientras que los no coincidentes no lo
hacen. Después del proceso de PCR, los fragmentos amplificados se separan por

electroforesis en gel de agarosa y se visualizan por tincion con bromuro de etidio y
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exposicion a la luz ultravioleta. La interpretacion de los resultados de la AS-PCR se

basa en la presencia o ausencia de un fragmento especifico de DNA amplificado.

Sin embargo, en ciertos contextos, la Taq Polimerasa extiende a pesar del falso
apareamiento, con lo cual el alelo no perfectamente complementario amplifica. Son
pues los falsos positivos el grave inconveniente de esta atractiva metodologia. So6lo un
buen disefio puede evitarlos, pero la optimizacion de las condiciones experimentales

consume tiempo, recursos y se necesitan ciertas habilidades.

Para evitar las amplificaciones inespecificas en una PCR alelo especifica se han
seguido varias estrategias: incorporacion de falsos apareamientos adicionales cerca del
extremo 3’ en el cebador especifico (Newton et al., 1989); desarrollo de la PCR con sus
componentes a niveles limite (Bottema y Sommer, 1993); uso de Taq polimerasa con
pérdida de la actividad exonucleasa 5°-3" (Lawyer et al., 1993); uso de nucléotidos
analogos que faciliten el desapareamiento en el extremo 3'(Day et al., 1999); uso de una
apirasa que degrada dANTP cuando la cinética de la reaccidon se hace lenta (es el caso en

de cuando hay desapareamiento en 3") (Ahmadian ef al., 2001; Waterfall y Cobb, 2002).

Cada una de las estrategias de optimizacion de la AS PCR tiene sus limitaciones.
La incorporacion de falsos apareamientos adicionales exige un disefio cuidadoso para
no crear problemas de inestabilidad. La busqueda de las concentraciones 0ptimas de los
componentes es un proceso laborioso y largo, que conlleva complicados disefios de
PCR multiplex. El uso de la Taq con pérdida de actividad exonucleasa requiere de altas
concentraciones de enzima y no es compatible con las sondas TagMan usadas en AS-
PCR en tiempo real (Matsubara et al., 1999). Las otras variantes necesitan o costosos
reactivos o instrumental especifico para la deteccion.

Una de las més novedosas y recientes formas de ganar en especificidad en la AS
PCR es la introduccion del andlogo de acido nucleico de alta afinidad conocido como
Locked Nucleic Acid™ (LNA™) en la posicion 3’ o 3’-1. En ambos casos, el LNA debe
coincidir con la posicion del polimorfismo (Braasch y Corey, 2001; Petersen y Wengel,
2003). La compaiiia Proligo ha introducido los cebadores TrueSNP que se caracterizan

por tener este andlogo de base.
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1.3.1.3.1. Cebadores LNA. Aplicacion en PCR alelo especifica a tiempo
real

Wengel y colaboradores describieron por primera vez, en 1998, el LNA como una
nueva clase de analogos de oligonucléotidos de conformacion restringida (Vester et al.,
2004). Su caracteristica estructural mas notable es la incorporacion de un puente

metileno C4'-O2'-en el anillo del nucléosido (Figura 18).

i
@

DNA LNA

Figura 18: Estructura molecular de LNA. El puente metileno C4'-O2'-en el anillo cierra el grupo
ribosa en una conformacion C3 -endo.

Este puente limita la flexibilidad del anillo ribofuranosico y cierra la estructura en
una formacion rigida biciclica (forma 3'-endo), lo cual facilita su hibridacion (mayor

afinidad hacia la cadena complementaria) y le confiere una mayor bioestabilidad

La estructura hibrida del LNA y su complementario (tanto DNA o RNA) exhibe
una estabilidad térmica sin precedentes (mayor Tm) lo cual permite utilizar una mayor
T de hibridacion en la PCR con una consiguiente mejor discriminacion de alelos (Singh
et al, 1998). El LNA reduce dramaticamente la probabilidad de que el cebador
desapareado en 3" se una a la secuencia complementaria y se inicie la extension por la
polimerasa, incrementandose la especificidad, en relacion con los cebadores de DNA
convencional. La probabilidad de amplificaciones ilegitimas (falsos positivos) con estos

cebadores se reduce notablemente.

Se han aplicado varios métodos a la deteccion de SNPs usando LNA para
discriminacion alélica. Por ejemplo, se ha usado el ensayo ELISA para capturar sondas
de LNA que hibridizan con amplicones de PCR dentro de placas multipocillos (Orum et

al., 1999; Jacobsen et al., 2002; 2002b, Letertre ef al., 2003). También se han hecho
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genotipados por medio de la combinacion de estos andlogos con polarizacion
fluorescente (Simeonov y Nikiforov, 2002). Més recientemente, con el desarrollo de la
tecnologia de microchips, se han integrado al ensayo de microarrays (Moller y

Mouritzen, 2002; Mouritzen et al., 2003)

La realizacion de la AS PCR en tiempo real usando estos andlogos también ha
sido investigada con buenos resultados (Latorra et al, 2003; Ugozzoli et al., 2004).
Estos autores sustituyeron en el cebador la base de DNA del extremo 3' o 3’-1
(correspondiente al polimorfismo) por LNA. Ademas utilizaron SYBR Green para la
deteccion fluorescente de la disociacion del amplicon. La validez y efectividad de este

método en la discriminacion ha sido verificada por electroforesis (www.proligo.com).

En las curvas de amplificacion (niimero de ciclos versus fluorescencia) de una AS
PCR en tiempo real se aprecia la diferencia de crossing point (Ct) entre el alelo que se
aparea perfectamente respecto de aquel que tiene el falso apareamiento. Estas
diferencias, expresadas como ACt, son mas notables cuando se usan cebadores con

LNA y es lo que minimiza el riesgo de falsos positivos (Figural9).
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Figura 19: Reacciones de AS PCR por separado que contienen cebadores con DNA o LNA.. La Ct del
alelo sin cambio (total apareamiento) es mds baja que la del alelo con el cambio. El ACt es mayo cuando

se utilizan cebadores LNA.

Por observacion de las curvas de amplificacién con estos cebadores podemos

inferir el genotipo de la muestra. E1 ACt es mas apreciable en caso de homocigosis ya
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que el Ct es mas bajo en la reaccion con el alelo perfectamente apareado (sea salvaje o
mutante), en relacion con la del alelo con falso apareamiento (Figura 19). Para

muestras heterocigotas, el Ct para ambas reacciones (ambos alelos) es muy similar y en

consecuencia el ACt es minimo (Figura 20).
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Figura 20: Reacciones de AS PCR por separado que contienen cebadores con DNA o LNA. La Ct de
ambos alelos es muy similar. El ACt es minimo.
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Figura 21: Reacciones de AS PCR con cebadores LNA.. A: Amplificacion sélo en la reaccién donde

hay total complementariedad, ya sea alelo salvaje o mutante ( homocigoto para uno u otro alelo), B:
Amplificacion en ambas reacciones (muestra heterocigota).

Por su parte, en las curvas de disociacion obtenidas para ambas reacciones se

aprecia amplificacion solo en aquella reaccion donde hay perfecta complementaridad.
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Sin embargo, en caso de una muestra heterocigota, hay amplificaciéon en ambas

reacciones y se observan sendos picos (Figura 21).

1.3.2. Analisis estadistico de SNP en estudios
epidemioldgicos

El analisis estadistico de los SNPs permite identificar qué genes confieren mayor
susceptibilidad a desarrollar una determinada enfermedad. Para estos andlisis es
importante obtener evidencias de que, en la patogenia de la enfermedad hay un
componente genético. Para ello son tutiles los estudios de agregacion familiar, los de
gemelos o los de emigrantes. En segundo lugar, hay que identificar donde estan los
genes de interés para la enfermedad. En esta fase se realizan estudios denominados de
ligamiento que emplean como marcadores genéticos una serie de polimorfismos
repartidos por todo el genoma. En estos estudios se suelen emplear familias grandes con
varios miembros afectados, y su analisis permite identificar zonas del genoma de

interés, pero tienen poca resolucion.

Para identificar con mayor precision los genes de interés y, dentro de esos genes,
el o los polimorfismos responsables, se emplean estudios de asociacion (Dunning et al.,

1999; Houlston y Tomlinson, 2000, Iniesta et al., 2005).

En cuanto a la metodologia de estudio, se suelen emplear disefos epidemiologicos
clasicos basados en individuos no relacionados, como estudios de casos y controles o de
cohortes. También se pueden emplear disefios basados en familias, en los que los
individuos de control son parientes de los casos, como los disefios de casos y hermanos

sanos o trios (caso y padres) (Iniesta et al., 2005).

Independientemente de la estrategia elegida, estos estudios conllevan la
realizacion previa de una estadistica descriptiva del SNP (estimacion de las frecuencias

alélicas y genotipicas) y la evaluacion del equilibrio de Hardy-Weinberg.

1.3.2.1. Estudios de asociacion alélica

El principal objetivo de los estudios de asociacion alélica es comparar la
frecuencia de diferentes factores de riesgo entre un grupo de individuos afectados por la

enfermedad de interés y un grupo control. La evaluacion de los factores de riesgo puede
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incluir marcadores genéticos basados en secuencias de DNA (ya sean SNPs o
microsatélites) y exposiciones ambientales (Wyszynski 1998; Iniesta et al., 2005).

El andlisis estadistico en un estudio de asociacion es sencillo y puede resumirse
. C . 2
en una tabla de 2x2 que permite contrastar la hipotesis mediante un test de )} o, en su

lugar, puede cuantificarse la magnitud de la asociacion de cada genotipo por el calculo
de la odds ratio (OR). Si es necesario ajustar los andlisis por posibles variables de
confusion, entonces es preferible emplear modelos de regresion logistica por su
versatilidad. Ademas, estos modelos permiten evaluar facilmente si hay interacciones
entre el polimorfismo y otros factores.

La interpretacion de una asociacion positiva no es trivial. Las asociaciones
pueden surgir por tres razones, una de las cuales es completamente artificial
1) El alelo en cuestion es realmente la causa del fenotipo.
2) El alelo no causa el fenotipo, pero estd en desequilibrio de ligamiento con otro alelo
que si lo causa. El desequilibrio de ligamiento ocurre cuando el alelo causante del
fenotipo esté fisicamente cercano (o ligado) al alelo en estudio.
3) Existe una mezcla poblacional. En una poblacion mezclada, cualquier fenotipo
comun a un grupo étnico resultard en una asociacion positiva con cualquier alelo que
también sea mas frecuente en dicho grupo étnico.

Los estudios de asociacion tienen mas potencia que los de ligamiento para
detectar efectos pequefios, pero para ello requieren un mayor nimero de marcadores y

de muestras (Cordell y Clayton, 2005).
1.3.2.2. Andlisis simultaneo de multiples loci

El desconocimiento de cual o cuales son los polimorfismos realmente
responsables de influir o modificar el riesgo de la enfermedad ha motivado que se
analicen simultaneamente varios polimorfismos en un gen o region candidata de un gen.
Suele observarse cierto grado de correlacion o asociacion estadistica (desequilibrio de
ligamiento) entre diferentes polimorfismos localizados en el mismo cromosoma y
relativamente proximos entre si. Con lo cual, si hay asociacion entre un polimorfismo y
la enfermedad, es posible que otros polimorfismos cercanos también estén asociados

con ella.
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El riesgo incrementado asociado a un SNP puede deberse a otro cambio ligado al
SNP en estudio, o ser el resultado de la combinacion con otros alelos. A este conjunto
de alelos que se transmiten conjuntamente se le denomina haplotipo. La estimacion de
las frecuencias para cada haplotipo seria sencilla si no se dieran casos en los que no es
posible determinar la pareja de haplotipos que lleva el individuo, debido a que éste tiene
2 o mas /oci heterocigotos. Para estimar la frecuencia de los haplotipos en estos casos
de incertidumbre, se hace una estimacion estadistica mediante el algoritmo esperanza-
maximizacion o mediante métodos de Montecarlo basados en cadenas de Markov.
Entonces, estos haplotipos pueden analizarse en relacion con la enfermedad mediante

modelos de regresion logistica.

Es por ello mas informativo el disefio de estudios que evalten las potenciales
interacciones entre SNPs, ademas de entre SNPs y exposicion ambiental (MacAuley y

Ladiges, 2005).
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2. OBJETIVOS

El cancer es de las patologias que mas comiUnmente afectan a la glandula tiroidea y que

por su morbilidad y mortalidad destaca dentro de las enfermedades endocrinas. La base

genético-ambiental de su etiologia supone que el riesgo en determinados escenarios

puede estar modulado por los polimorfismos genéticos de baja penetrancia. Sin

embargo, son escasos los estudios de asociacion entre incidencia de cancer de tiroides y

variaciones en diferentes tipos de genes.

De lo anterior se deduce el interés en determinar qué polimorfismos son candidatos a ser

marcadores moleculares de susceptibilidad para el cancer de tiroides.

Objetivo general

>

Evaluar diferentes polimorfismos en genes de reparacion, de la fisiologia
tiroidea y de control del ciclo celular, mediante estudios de asociacion alélica y

analisis de maltiples loci, en un disefio epidemioldgico caso-control.

Objetivos especificos

>

Genotipar casos y controles para polimorfismos de genes de reparacion de los
mecanismos BER y RH: XRCC1, OGG1, XRCC2 y XRCC3.

Genotipar casos y controles para polimorfismos de genes propios de la fisiologia
del tiroides: TG, TSHR.

Genotipar casos y controles para un polimorfismo del gen de control del ciclo
celular: PTPRJ.

Evaluar el efecto de las interacciones entre genes sobre el riesgo de cancer de
tiroides.

Evaluar la modulacion de los factores ambientales (edad, género, alcohol y

tabaco) sobre el riesgo de cancer de tiroides asociado a los genotipos.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Poblacion estudiada

Para este estudio se reclutaron, en el periodo del 2000 al 2002, un total de 458
adultos de etnia caucésica residentes en Espafia, concretamente en la provincia de
Barcelona. La poblacion se dividio en dos grupos: el primer grupo se formd con 251
individuos con céncer de tiroides, diagnosticados y tratados, en el Servicio de Medicina
Nuclear del Hospital Universitario Vall d"Hebron (Barcelona). El diagnostico se hizo en
base a la anamnesia, examen fisico y pruebas de imagenologia (ecotomografia y
cintigrafia) complementadas con puncion bidpsica del nddulo tiroideo. La clasificacion
del cancer se realiz6 por andlisis histopatologico siguiendo los criterios de la OMS. El
grupo control incluyé a 207 voluntarios sanos, residentes en la misma provincia y lo
mas similares, en cuanto a habitos, al grupo de pacientes. El criterio de exclusidon que se
aplico a este grupo es que no padecieran o hubiesen padecido ninguna alteracion del
tiroides.

El protocolo para realizar los diferentes analisis incluidos es este trabajo cumple
con los principios de Helsinki, por lo que fue aprobado por los Comités de Etica de las
instituciones participantes (UAB y Hospital Vall d’"Hebron). Todos los individuos que

participaron en los estudios dieron su consentimiento previo por escrito.

3.2. Cuestionarios

A cada participante se le realizd una encuesta (anexo 1) con el fin de obtener
informacion demografica (edad, sexo, lugar de residencia etc), del historial médico
(enfermedades, medicacidén, antecedentes familiares de cancer), e informacién
relacionada con la ocupacion, actividades de ocio, dieta, habitos de consumo,
exposiciones peligrosas y sobre cualquier otro factor que pudiera crear confusion con

los resultados del estudio.
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3.3. Metodologias

El disefio experimental que se sigui6 en el estudio se esquematiza en la Figura 22.

Pacientes y Controles

Extraccion sangre

Enjuague bucal

&

Extraccion de DNA

D

/

PCR-RFLP

~

PCR-tiempo real

/

~.

Sondas FRET Alelo especifica

TrueSNPprimer

R | L

Secuenciacion

8 EGEG EA BA B0 dl 41 d1 dF 45 4B dF 4F dEEL Bl E1E1 4B 45 41

Figura 22: Métodos usados. Las PCR convencionales se realizaron en un
termociclador Programmable Termal Controller PTC-100™ (MJ Research, Inc.,
Watertown, MA, USA) y las de tiempo real en un termociclador LightCycler™ (Roche
Molecular Biochemicals, Manheim, Alemania).
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3.3.1. Extraccion de DNA

El DNA gendmico usado en el estudio se obtuvo, fundamentalmente, a partir de
linfocitos aislados de sangre venosa periférica, aunque en algunos casos se usaron
células de mucosa bucal.

Para estudios epidemiologicos la mejor forma de obtener DNA gendmico es a
partir de linfocitos de sangre periférica; este espécimen ofrece la ventaja de rendir
suficiente cantidad de DNA de alto peso molecular, ademas de proporcionar otros
componentes (suero, plasma y eritrocitos) utiles para evaluar la relaciéon entre
exposicion ambiental y genotipo/fenotipo. Sin embargo, cuando hay reticencia a la
puncion sanguinea, o cuando las personas objeto de estudio estdn dispersas
geograficamente, es preciso recurrir a otras fuentes; con lo cual ganan en aceptacion
métodos menos invasivos, que tienen la ventaja afadida de ser menos costosos y
complejos. Hasta hoy la busqueda se ha enfocado hacia la obtencion de células
exfoliadas, siendo las células bucales la alternativa mas utilizada. La obtencion de estas
células es muy conveniente para estudios a gran escala porque su obtencion es sencilla y
su estabilidad apreciable (de dias a temperatura ambiente y de un afo a -80°C) (Holland
et al., 2003).

El raspado de la mucosa con un cepillo o similar, y el enjuague bucal, son las
formas de recolectar las células bucales, siendo el tltimo el método que tiene mejor
rendimiento en relacion a la concentracion de DNA obtenido (Garcia-Closas et al.,

2001; King et al., 2002).
3.3.1.1 A partir de sangre

Se extrajeron por puncion venosa 9 mL de sangre usando Vacutainers con EDTA
(BD Vacutainer Systems, UK). La sangre se proces6 por el método de extraccion de

DNA con cloroformo-etanol (Figura 23). La muestra se guardd a 4°C cuando la

extraccion del DNA no fue inmediata. El método se divide en tres fases:
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1) Aislamiento de linfocitos

La sangre se distribuye en volumenes iguales (4,5 mL) en 2 tubos de 10 mL.

Se lavan con 6 mL de solucion salina fisioldgica.

Se centrifuga a 4°C durante 7 min a 2.500 rpm y se desecha el sobrenadante.
Para eliminar los eritrocitos, se aflade a la capa celular 6mL de solucion de lisis
de eritrocitos recién preparada y se agita suavemente el tubo hasta disolver
totalmente la mezcla.

Se centrifuga el tubo a 4°C durante 15 min a 3.000 rpm.

Se decanta el sobrenadante y se repite el centrifugado con lisis de eritrocitos,
desechando nuevamente el sobrenadante.

Los linfocitos sedimentados se pueden guardar a -20 o -80° C (si la extraccion

no es inmediata.

2) Digestion proteica

A los linfocitos aislados se les afiade 3 mL de solucion de lisis de leucocitos, 0,2
mL de SDS al 10% y 0,5 mL de solucion de proteinasa K a 2mg/mL. El tubo se

mezcla muy bien con el vortex y se incuba a 37°C durante una noche.

3) Precipitacion del DNA (método manual de las sales)

Al tubo con la mezcla digerida se le anade 1 mL de NaCl (5,5 mol/L) que
compite con los S en la formacién de puentes disulfuros. Se agita con el vortex.
Se centrifuga a 4°C durante 15 min a 3.500 rpm.

Se traspasa cuidadosamente la fase superior a un tubo y se vuelve a centrifugar a
4°C 15 min a 3.500 rpm (este paso se repite las veces necesarias en caso de que
sigan apareciendo proteinas y sal en el sedimento).

Se le anade igual volumen de cloroformo y se agita manualmente. Se centrifuga
a 4°C durante 15 min a 3.500 rpm.

Se traspasa cuidadosamente la fase superior (no acuosa) a otro tubo y se afiaden
2 volimenes de etanol absoluto para precipitar el DNA.

Se agita suavemente hasta observar la aparicion de fibras de DNA. Estas se
recogen y se lavan con etanol al 70%; el exceso de etanol se elimina.

El DNA se coloca en tubo de 1,5 mL, se le afade 0,1 mL de tampon Tris 0,01
mol/L, EDTA 0,001mol/L, pH 7,2 (TE) y se deja disolver mediante agitacion a

37°C. Si la solucion queda muy viscosa de puede afiadir mas TE.
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9 mL sangre itera + EDTA
I
v v
4mL ' ' 4 mL
Anadir 6 mL \l/
suero fisiologico Centrifugar 2500
@ rpm 7-8 min
Aspirar y descartar
\l/ sobrenadante
Anadir 6 mL TLE —

3000 rpm x4
15 min,4°C

v

Afiadir 3 mL TLL

+ 37°C toda la
200uL SDS 10% noche

+

0.5 mL Prot K 2mg/mL

\l/ Afiadir 1ml

NaCl 5M
3500 rpm
15 min, 4°C X2
Recuperar
Sobrenadante
Anadir
Cloroformo
(viv)
3500 rpm

? 15 min, 4°C

\? Recuperar fase no acuosa

Etanol 100%
2viv)

Recogida del DNA
Sumergir en etanol 70% y secar
Hidratar con TE (Tris 10mM-EDTA
0,2 mM; pH 7,5)

Figura 23: Extraccion de DNA a partir de sangre entera. (Anexo 2: Composicion de las
soluciones y casas comerciales).
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3.3.1.2 A partir de células de la mucosa bucal

Las muestras obtenidas a partir de mucosa bucal proporcionan concentraciones de
DNA menores que las obtenidas a partir de linfocitos (= 30 pL/mL sangre versus =16
uL/enjuague bucal). Se ha estimado que a partir de enjuagues bucales se obtiene 50 pg
de DNA de buena calidad, lo cual es suficiente para ser usado en ensayos basados en
PCR, puesto que estas reacciones necesitan de 50—100 ng de DNA (Garcia-Closas ef al.,
2001, Le Marchand et al., 2001; Andrisin et al., 2002; King et al., 2002; Brooks et al.,
2003).

Para optimizar la cantidad de DNA obtenida a partir de dicho enjuague, se
recomienda que la recogida de la muestra se efectiie antes de lavarse los dientes y al

menos una hora después de comer o beber (Feigelson et al., 2001).

Procedimos segun el protocolo que se describe a continuacion, que es una
adaptacion del protocolo descrito por Gentra Systems (Puregene'” DNA purification
from bucal cells in mouthwash) (Figura 24):

e Enjuague bucal durante 1 min con 10 mL de Oraldine. Pasar el enjuague a un
tubo de 50 mL.

e Centrifugar a 3.500 rpm por 10 min y descartar el sobrenadante.

e Agitar y afiadir 3 mL de solucion de lisis celular y resuspender en vortex a
velocidad media durante 5 seg.

e Adicionar 150 mL de proteinasa K (2 mg/mL) e incubar a 55°C por 1 h.

e Adicionar 25 mL de solucion de RNasa A (0,5 mg/mL) y mezclar por inversion
del tubo varias veces (=25), incubar a 37°C durante 15 min.

e Afadir 1,5 mL de solucion de precipitacion de proteinas (perclorato soédico 4M y
SDS 4%), y agitar. El perclorato tiene una fuerza idnica que compite con los S
en la formacion de puentes disulfuros, y el SDS arrastra las proteinas
desnaturalizadas.

e (Centrifugar a 3.500 rpm durante 10 min. Recuperar el sobrenadante (descartar el
precipitado de proteinas).

e Anadir igual volumen de fenol y agitar suavemente

e Aplicar un pulso de centrifuga y recuperar la fase acuosa. Anadir cloroformo
isoamilalcohol (24:1) v:v, agitar y centrifugar. El isoamilalcohol incrementa la

hidrofobicidad y facilita la separacion de la fase acuosa.
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e Recuperar fase acuosa y afiadir 3 mL de isopropanol 100% que contiene 5 mL
de solucion de Glicogeno (20 mg/mL).

e Mezclar por inversion del tubo varias veces, mantener el tubo a temperatura
ambiente al menos 5 min.

e Centrifugar a 3.500 rpm durante 10 min, decantar el sobrenadante y secar el tubo
con papel absorbente. Afiadir 3 mL de etanol al 70% e invertir el tubo varias
veces.

e Centrifugar a 3.500 rpm por 3 min y decantar el etanol, invertir el tubo y secar
sobre papel absorbente.

e Afadir 20 pL de soluciéon de hidratacion de DNA (Tris 10mM-EDTA 0,2 mM;
pH 7,5) y dejar rehidratar toda la noche a 37°C.

e Guardar a 4°C.

Enjuague con 10 mL Oraldine

60 s
J/ Decantar  Afiadir 3mL solucion Trat con Perclorato sédico 4M
sobrenadante lisis RNAasa +
@ Z——>  +ProtK  —> 37°C,15min >  SDS4%
3,500 rpm 55°C,1h
10 min
Isopropanol (v:v) +«—— <—— Cloroformo- o @ - Fenol
5ul sol. glicégeno isoamilalcohol (viv)
aR;c;Spaerar fase (241) (V:V) aRCel;:glszerar fase
[
X2
Decantar Decantar
m sobrenadante etanol d ¢ TE
Hidratar con
4> Etanol70% Z— 5 secar —> (Tyis 10mM-EDTA 0,2
3.500 ’
10 mnipm mM; pH 7,5)

Figura 24: Protocolo de extraccion de DNA a partir de células bucales. (Anexo 2:
Composicion de las soluciones y casas comerciales)

La muestra de DNA de cada donante se etiquetd con su cdodigo, se le ajustd la

concentracion a 1 pug/ul y se conservo a —20 °C hasta el momento de su utilizacion.
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3.3.2 Analisis de los genotipos

3.3.2.1 Andlisis de los genotipos de XRCC1

Evaluamos los polimorfismos no conservativos Argl94Trp (rs1799782),
Arg280His (rs25489) y Arg399Gin (rs25487) localizados exén 6, 9 y 10,
respectivamente, de XRCC/.

Genotipado por PCR RFLP

Los polimorfismos Argl94Trp y Arg280His se estudiaron a la par mediante PCR

daplex con posterior analisis de RFLP.

En la Figura 25 se resumen las caracteristicas del programa de PCR y las
condiciones de reaccion. La secuencia de los cebadores utilizados, asi como el tamafio

de los amplicones, las enzimas y sus fragmentos de digestion se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2: Secuencia de los cebadores, enzimas y fragmentos de restriccion de los SNPs
de XRCC1.

SNP Cebadores Producto |Enzimas | Fragmentos
Gen | cambio PCR (pb) | restricc. | (pb)
Argl94Trp , , 463 Msp 1 CC =120, 343
8 CoT F 5-ACCTATAATACTGACCTTGCG-3 CT = 120, 343, 463
8 Nt 26304 R 5-TCATAGTCACAGCCAGCG-3' TT =463
X | Arg280His . , 239 Rsal GG =55, 184
G A F5'-CCAGTGGTGCTAACCTAATC-3 GA =55, 184, 239
Nt 27466 R 5'-CCGAGCTGCGAGATAAG-3' AA =239

Abreviaturas: PCR = reaccion en cadena de la polimerasa; F = directo; R = reverso,; pb pares de base

Programa PCR XRCC1
Reactivos y concentraciones
3 min a 94°C ‘
Cebadores 0,5 yM (Tib Molbiol, Germany)
30 sag94°C dNTP 200 uM (GeneCraft, Germany)
35 40 s a 55°C Th MgCl, 1,5 mM (Promega, WI, USA)
o Buffer 1x (Promega, WI, USA)
50sa72°C DNA polimerasa 1U  (Promega, WI, USA)
DNA molde 1 pL (200ng)
3 mina72°C H20 estéril hasta Vide 25 pL
Th: Temperatura de
hihridaciAdn

Figura 25: Programa y componentes de la PCR duplex.
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Ambos exones se amplificaron en la misma reaccion de PCR, pero la digestion
para cada polimorfismo se realizd por separado, usandose la enzima Msp | para
Argl94Trp y la Rsa I para Arg280His. Las condiciones de digestion se establecieron
segun las indicaciones de la casa comercial, en un volumen total de 70 pL. El producto
de la PCR duplex (16 pL) se incub6 con la correspondiente enzima (10 U de Msp 16 5
U de Rsa I) en tampon de digestion 1x (New England Biolabs, Hertfordshire, UK),
durante toda la noche a 37°C.

El sitio de reconocimiento para la endonucleasa de restriccion Msp 1 so6lo lo
presenta el alelo salvaje Argl94; por consiguiente, la digestion de este alelo genera
productos de 120 pb y 343 pb. En cambio, el alelo mutante 7rp/94 no se digiere y se
reconoce por un fragmento de 463 pb. La diana de restriccion de Rsal esta presente en
el alelo salvaje Arg280, dando su digestion productos de 184 y 55 pb, mientras que el
alelo mutante His280 se distingue por un producto sin digerir de 239 pb.

Los fragmentos se visualizan por electroforesis en gel de agarosa al 3,5% (FMC
Bioproducts Rockland, USA). Para ello se cargan en el gel 12 uL de producto de
digestion en 3 ulL de tampon de carga (10% de TAE 50x, 60% de agua miliQ, 30% de
glicerol -Sigma Aldrich Chemie Gmbh, Steinheim, Alemania-, y azul de bromofenol -
Sigma, MO, USA), y se someten a 100 voltios durante aproximadamente 40 min. Se
tifien con una solucién 0,5 pg/mL de bromuro de etidio (Pharmacia Biotech AB, Suecia)

durante 15-20 minutos.

Digestion con Rsa | 5 Digestion con Msp |

r

A

463 pb

239 pb

184 pb 239 pb

Arg/Arg Arg/Trp

Figura 26: Genotipos del XRCC1. Fragmentos de restriccion visualizados en gel de
agarosa al 3,5%. A: digestion de Arg280His con Rsa I y B: digestion de Arg194Trp con
Msp I. En recuadro se encierran bandas informativas.
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El tamafio de las bandas se determina por comparacién con un marcador de peso
molecular de 100 pb (Biotools, Madrid, Espafia), y se analizan bajo luz UV con ayuda
del programa Kodak 3.0 (Rochester, NY, USA) (Figura 26).

Se distinguieron: a) los homocigotos salvajes por la presencia de dos bandas
consecuencia del corte, b) los heterocigotos por la presencia de 3 bandas, tanto la banda
sin cortar como de las resultantes del corte) y ¢) los homocigotos para el cambio de base
por la presencia una sola banda sin cortar. En todos los patrones se aprecid, ademas, la

banda del otro ex6n amplificado.
Genotipado por PCR a tiempo real

El genotipado del SNP A4rg399Gin del gen XRCC1 se realizo por medio de PCR a
tiempo real. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo usando la mezcla comercial

LightCycler-DNA Fast Start master hybridization probes (Roche Diagnostics GmbH,

Germany).

La secuencia de los cebadores y sondas utilizados, asi como las condiciones de

reaccion y el programa de amplificacion se describen en la Figura 27 y las Tablas 3 y 4.

Tabla 3: Secuencia de cebadores y sondas.

producto
SNP Cebadores y Sondas PCR
Gen cambio
(pb)
Arg399Gin | 3995 5 TGGGAGGCCGCATCGT-3' 139
XRCC1 |G —A 399R 5'-CCCTCCAGATTCCTGGCATT-3'
Nt 28112
Aceptora 5'-GGCTGCCCTCCCGGAGGTAAG-FL -3’
Donadora 5'-LCR640-CCTCACACGCCAACCCTGCTCCTT -PH3'

Abreviaturas: FL=Fluoresceina, PH=grupo fosfato

Reactivos y concentraciones

Cebadores  0,5puM  (Roche Diagnostics GmbH, Germany)
Sondas 0,2uM  (Roche Diagnostics GmbH, Germany)
MgCl, 3mM  (Roche Diagnostics GmbH, Germany)

Mezcla 10x 1uL  (Roche Diagnostics GmbH, Germany)
DNA molde 1 pL (10ng)
H20 estéril hasta Vide 10 uL

Figura 27: Componentes de PCR.
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El programa de PCR (version 3.5, Roche, Alemania), se introduce en el ordenador
acoplado al LightCycler y consta de 4 fases: desnaturalizacion, amplificacion,

disociacion y enfriamiento:

Tabla 4: Programa de PCR.

Programa Segmento | Temperatura| Tiempo | T transicion | Deteccion
NUm. ciclos (°C) (s) (°Cls) fluorescencia
Desnaturalizacion 1 95 600 20 Ninguna
1
Amplificacion .
45 1 (desnat.) 95 10 20 Ninguna
2 (hibrid.) 63 10 20 Unica
3 (ext.) 72 20 3 Ninguna
Curva de 1 95 60 20 Ninguna
disociacion
1 2 40 60 20 Ninguna
3 80 0 0,1 Continua
E”f”alm'e”to 1 40 30 20 Ninguna

Como la sonda aceptora se disefio6 con el fluorocromo LC Red 640, la
fluorescencia se midio a 640 nm (canal F2) al final de cada fase de hibridacion y
continuamente durante la fase de disociacion. Una vez lograda la amplificaciéon en la
PCR a tiempo real de un tnico pico, se comprobo la especificidad de este producto por
electroforesis en gel de agarosa al 2%. Con este procedimiento se optimizaron las
condiciones de PCR a tiempo real y se definieron cuales son las Tm para cada alelo.
Ademas, a varias muestras al azar se le corrobor6 el genotipo por secuenciacion y estas
muestras se incluyeron en las siguientes rondas como controles.

El genotipado se hizo por andlisis de las curvas de disociacion. La observacion de
un Unico pico a la temperatura de disociacion esperada (Tm=69,8°C) indica

homocigosis para el alelo salvaje; a su vez, distinguimos los homocigotos variantes por
la presencia de un solo pico a una Tm mas baja (Tm=63,7°C) y los heterocigotos por la

observacion de sendos picos (Figura 28).
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Fluorescencia (F)
dF2/dt

0.07-
006~
005~
004~
00~
002-
00

0-

am-
-

40

Tm§63.7°C

[ ! [ ! [ ! [ ! [ ! [
45 50 55 B0 B 70

Temperatura (°C)

! [ ! [
s a0

Figura 28: Genotipos de XRCC1 detectados en F2. Muestra homocigota sin cambio
Arg/Arg (Tm=69,8°C), muestra homocigota para el cambio Gln/GIn (Tm=63,7°C) y
muestra heterocigota Arg/Gln (ambos picos).

3.3.2.2 Analisis de los genotipos de XRCC2

Genotipado por PCR a tiempo real

El polimorfismo Argl88His (exon 3 G31479A, rs#3218536) del gen XRCC2 se

estudié mediante PCR Alelo-Especifica en tiempo real con cebadores TrueSNP y

deteccion por SYBR Green en LigthCycler. Se disefiaron tres cebadores: un reverso

comun y dos directos con un nucléotido modificado (LNA) en el extremo 3’ (Proligo

Sigma, USA) y que difieren unicamente en la base de ese extremo, uno especifico para

el alelo salvaje y el otro para la variante (Tabla 5).

Tabla 5: Secuencia de cebadores.

producto
Gen SNP. Cebadores PCR
Cambio
(pb)
Argl88His Fw5'AGCTTGTAAATGACTATC+G-3" 211
XRCC2 g t?1?79 Fm 5’AGAAGCTTGTAAATGACTATCHA-3'
R 5'"CTGCTTTGAGAATCATCTTGTT-3"

Fw = cebador directo salvaje; Fm= cebador directo mutante

La reaccion de PCR se hizo segin se recomienda para el “kit” LigthCycler

FastStart DNA Master "™ SYBR Green (Roche Molecular Biochemicals, Manheim,
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Germany) (Figura 29). Los capilares se cargaron con 9 uL. de la mezcla 5x + cebadores

y 1,5 uL de DNA genémico (10 ng).

Cebadores 0,25 uyM (Sigma Proligo, USA)

Mezcla 5x 2L (Roche Diagnostics GmbH, Germany
DNA 1 pL (10ng)

H20 estéril hasta Vide 10 pL

Figura 29: Componentes de la PCR.

El programa de PCR se introduce al ordenador acoplado al LightCycler (Tabla 6).

Por cada muestra se realizan dos reacciones, una para cada pareja de cebadores.

Tabla 6: Programa de PCR.

Programa Segmento | Temperatura | Tiempo | T transicién | Deteccidn
NUm. ciclos (°C) (s) (°Cls) fluorescencia
Desnaturalizacion 1 95 600 20 Ninguna
1
Amplificacion :
45 1(desnat.) 95 10 20 Ninguna
2(hibrid.) 63 10 20 Ninguna
3 (ext.) 72 15 20 Ninguna
80 5 20 Unica*
(_:ur\_/a de 1 95 0 20 Ninguna
disociacion
1 2 65 15 20 Ninguna
3 95 0 0,1 Continua
E”f”alm'e”to 1 40 30 20 Ninguna

* Para excluir artefactos por dimeros de cebadores se adiciona una fase en cada ronda de amplificacion
a temperatura superior a la de disociacion de los dimeros de cebadores y por debajo de la de disociacion
del producto de PCR especifico (=84°C).

Consideramos optimizadas las condiciones de amplificacién una vez que en la
curva de disociacion observamos un solo pico en la Tm esperada y hubimos
comprobado por electroforesis, en gel de agarosa al 2%, la especificidad de la
amplificacion. El genotipo de algunas muestras escogidas al azar se comprobd por
secuenciacion. Una vez descartada la presencia de falsos positivos, y dadas por validas

las condiciones de amplificacion, se procedid al genotipado de la poblacion,
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incluyéndose en cada ronda de PCR una muestra de genotipo conocido para que actuara
como control de amplificacion. Para cada muestra se analizaron las curvas de
disociaciéon de ambas reacciones. Se consideré homocigosis para uno u otro alelo si
amplificaba s6lo en una de la reacciones (unico pico) o heterocigosis si lo hacia en

ambas reacciones (pico en las reacciones de ambos alelos) (Figura 30).

También fue observada la curva de amplificacion para corroborar el genotipo a

partir del crossing point y el ACt (ver Figura 19 y 20 del apartado 1.3.3.3.1).
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Figura 30: Genotipos del XRCC2: A Muestra homocigota Arg/Arg o His/His,
amplificacion en una sola reaccion (picoTm =83,4°C), B muestra heterocigota Arg/His,
amplificacion en ambas reacciones (dos picos con la misma Tm).

3.3.2.3 Analisis de los genotipos de XRCC3

Evaluamos los polimorfismos IVS5-14 (A17893G, rs#1799796), y Thr241Met
(ex6n 8 C18067T, rs#861539) de XRCC3.

Genotipado por PCR RFLP

Los polimorfismos se examinaron por medio de PCR duplex con analisis de
RFLP. La secuencia de los cebadores utilizados, los productos de amplificacion, las
enzimas y los fragmentos de restriccion se presentan tabulados (Tabla 10). Las
condiciones de reaccion y el programa de PCR se describen en la Figura 31.

El producto de PCR se digiri6 por separado con las endonucleasas de restriccion

Nla IIl y Pvu II (New England Biolabs, Hitchin, United Kingdom) respectivamente.
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Particularmente, para el SNP Thr241Met, se tomaron 8 pL del producto de PCR y se
digirieron en un volumen total de 20 pL con 1 U de Nla 111 (en buffer 1x suplementado
con 100 ng/uL de albimina sérica), durante toda la noche a 37°C. Este fragmento
contiene una diana interna para Nla 111, que produce dos fragmentos (154 y 218 pb) que
sirven como controles de digestion; la presencia del polimorfismo Met genera una diana

adicional resultando en el patrén de bandas descrito en la Tabla 7.

Tabla 7: Secuencia de los cebadores, enzimas y fragmentos de restricciéon de los SNPs
de XRCC3.

- producto | Enzima
R} C:r':gio Cebadores PCR de Frag(mg)ntos
(pb) restric. P
1VS5-14 , i 372 | Pvull | AA =283, 89
AG F 5'-TAGGAAGGTTTTCAGACGGTC-3 AG =283, 89, 372
NUIT893 | R 5. CTTCCGCATCCTGGCTAA-3! GG =372
. Nlalll CC=154,218
S CT =218, 154,
T Thr241Met 112,106
X C-T TT = 154, 112, 106
Nt 18067 '5CR Anidada 349 | Pwull | AA =260, 89
F 5'-TAGGAAGGTTTTCAGACGGTC-3 ég i 5461(9)’ 89,349
R 5"-GAGCTCAGGGGTGCAACC-3’ Nlalll CC=154,195
CT= 154, 106, 89, 195
TT =154, 106, 89

Programa PCR XRCC3
Reactivos y concentraciones

3 min a94°C
Cebadores 0,25 uM
( o dNTP 200 pM
30 s a94°C Buffer 1x
30xx30sa Th MgCl, 1,5 mM

Q 40s a72°C DNA polimerasa 1U

DNA molde 1 pL (200ng)
3 min a 72°C H20 estéril hasta Vide 25 uL
Th: Temperatura de hibridaciéon
58 °C
69 °C (PCR Anidada)

Figura 31: Programa y componentes de la PCR duplex.
El producto de digestion (12 pL) en 3 pL de tampdn de carga se cargo en gel de

agarosa Metaphor al 3% (BioWhitttaker Molecular Applications, Rockland, ME, USA)

y se someti6 a electroforesis durante aproximadamente 2 horas a 120 voltios para poder
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visualizar los fragmentos. Para tefiir las bandas se usé una solucién de bromuro de
etidio durante 15-20 minutos. El tamafio de las bandas se determind por comparacion
con un marcador de peso molecular de 100 pb.

El polimorfismo /VS5-14 se estudio por digestion de 10uL del producto de PCR
con 2 U de Pvu II en un volumen total de reaccion de 20uL a 37°C durante toda la
noche. La diana de corte para la enzima estd en el alelo salvaje, distinguiéndose del
variante por la presencia de dos bandas. El producto digerido se someti6 a electroforesis
en gel de agarosa al 2,5%. El patron de fragmentos que identifica cada genotipo se
analiz6 por medio de la tincion del gel con bromuro de etidio y posterior visualizacion

bajo luz ultravioleta (Tabla 7 y Figura 32).

A Digestion con Nla 111 B Digestion con Pvu 11
: nm - m-e- L EeeeeE
= '
o= : 3. : - - 3720b
L — 283 pb
PR— — W 218pb e
- - " 154 pb
| - 112pb e o 69 oD
ot | ey
Met/Met Thr/Thr Met/Thr AJA AIG GIG

Figura 32: Genotipos del XRCC3. A: Fragmentos de la digestion de Thr241Met con Nlalll
separados en agarosa Metaphor 3% y B: Fragmentos de la digestion de IVS5-14 con Pvull
separados en agarosa al 2,5%.

Para aquellas muestras que no amplificaron en las condiciones previas, se realizo
una PCR anidada usando el mismo cebador directo que el de la primera ronda de
amplificacion y como cebador reverso uno mas interno (Tabla 7). En estas condiciones
se obtiene un producto de 349 pb que, al ser digerido con las mismas enzimas, produce

un patrén de bandas de RFLP caracteristico de cada genotipo (Tabla 7).
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3.3.2.4 Analisis de los genotipos de OGG1
Genotipado por PCR RFLP

Se evalu6 por andlisis de PCR-RFLP el SNP Ser326Cis (rs1052133) que implica
cambio de C por G en el ex6n 7 de OGGI. El fragmento de 251 pb se amplificd en un
volumen de reaccion de 25 uL y con las condiciones de PCR descritas en la Figura 33.

Los cebadores usados para la amplificacion abarcan el intron 6 (el directo), y el exén 7

(el reverso) de la secuencia de DNA del gen OGG/ (Genbank #HSA131341) (Tabla 8).

Tabla 8: Secuencia de los cebadores, enzima y fragmentos de restriccion.

Producto Enzima Fragmentos
SNP Cebadores PCR . g
Gen restrict. (pb)
(pb)
- Ser326Cis | F 5’ AGTGGATTCTCATTGCCTTCG-3 251 Ita CC=251
8 C—>G R 5'"GGTGCTTGGGGAATTTCTTT-3’ CG =155, 96, 251
O | Nt1245 GG = 155, 96

Las secuencias de los cebadores se han obtenido de Kim et al. (2003)

Proarama PCR OGG1
3 min a 94°C

Reactivos y concentraciones

Cebadores 0,40 uM
dNTP 200 pM
30 s a94°C Buffer 1x
30 30sa 57 Tn MgCl, 1,5 mM
40s a72°C DNA polimerasa 1U
DNA molde 1 L (50ng)
3 min a 72°C H20 estéril hasta Vrde 25 pL

Th: Temperatura de hibridacion

Figura 33: Programa y componentes de la PCR.

El producto de PCR (16 uL) se digiri6 toda la noche a 37°C con 5 U de la enzima
de restriccion Ita I (New England Biolabs, Hertfordshire, UK) en un volumen de
digestion de 70 pL.

El patron de RFLP se observé en gel de agarosa al 3%. El alelo variante 326Cis
tiene diana para la enzima y genera dos fragmentos, mientras que el alelo salvaje 326Ser

permanece sin digerir (Tabla 8, Figura 34).
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Digestién con Ital

M 100 pb

251pb

155 pb
* 96 pb
>
Q
2
@)

Ser/Cys
Ser/Ser

Figura 34: Genotipos del OGGL. Fragmentos de restriccion de la digestion del SNP
Ser326Cis visualizados en gel de agarosa al 3%.

3.3.2.5 Analisis de los genotipos de TG

Exploramos por medio de PCR 4 polimorfismos de 7G: 2 en el exén 10, uno no
conservativo Ser734Ala (rs180223) y el otro silencioso Pro778Pro (1s2069550), 1 en el
exon 12 Met1027Val (rs853326) y 1 en el exén 33 Argl980Trp (rs11535853), ambos no

conservativos.

Genotipado por PCR RFLP

El mismo programa de PCR se utiliz6 para la amplificacion de los fragmentos que
abarcan todos los SNPs. Sin embargo, como el patron de bandas que se obtiene de la
digestion de este producto es complejo de separar y analizar, se optdé por amplificar al
unisono los amplicones que contengan los SNPs Ser734A4la y Argl980Trp, y por
separado uno que abarque el Met1027Val (Figura 35). El polimorfismo Pro778Pro del
exon 10 se amplificé con una pareja de cebadores més internos que los usados para el
otro SNP de este exon. La secuencia de los cebadores, los productos de amplificacion,

las enzimas de digestion y patrones de bandas se presentan en la Tabla 9.
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Tabla 9. Secuencia de cebadores, enzimas y fragmentos de restriccion de SNPs de 7G.

duct .
5 SNP pro Enzimas
o Cambio Cebadores IZpCbI? restrice Fragmentos (pb)
Ser734A4la | F 5"GGTTTTATCTTGGTCTTTCC-3" 376 Blpl TT =376
T—G , , TG =376, 281,95
TG Nt 2200 R 5’"CAGCCTCATACAGACTTTGA-3 GG =281, 95
Pro778Pro |F 5'CACCTGCTCATTGTTCCTCCC -3° 264 Dde I TT =48, 14, 118, 36, 47
T—-C i , TC =48, 14, 118, 154,
Nt 2334 R 5'TCTTCACTAGCAGCTTGGCA -3 36, 47
CC =48, 14, 154, 47
Met1027Val | F 5" ACAGAGCAGGTGGTCATATT-3’ 422 BsaA 1 AA =422
A—>G , , AG=422,296, 126
Nt 3082 R 5"GTCCACAATCACTCTGATGC-3 GG =296, 126
Argl1980Trp |F S"CACTCATGCATATTGACCAA-3’ 324 Hpy 991 | CC=148,176
C—oT , , CT =324, 148, 176
Nt 5995 R 5’"CTGAGGATTTGTAAAAGCAT-3 TT = 324
3 min a 94°C
Cebadores 0,5 uM
dNTP 200 uM
o
30 s a94°C Buffer 1x
30xX130sa 50 Th MgCl, 1,75 mM
40s a72°C DNA polimerasa 5U
3 min a72°C DNA molde 1 pL (200ng)
H20 estéril hasta Vide 30 pL

Th: Temperatura de hibridacién

Figura 35: Programa y componentes de la PCR.

Para estudiar el SNP Ser734A4la y el Arg1980Trp, 10 uL el producto de la PCR
duaplex se digiri6 con 1U de Blp I y con 1U de Hpy 991 (New England Biolabs,
Hertfordshire, UK) en un volumen final de 30 pL. La digestion transcurrié a 37°C
durante toda la noche. La enzima Blp [ tiene una diana en el alelo variante 7344/a del
SNP Ser734Ala, y corta el amplificado en dos fragmentos, mientras que el alelo sin
cambio 734Ser no se digiere. Por el contrario, Hpy 991 tiene la diana en el alelo sin
cambio /980A4rg del SNP Argl980Trp, cortdndolo en dos fragmentos, y el que tiene el
cambio /980Trp permanece sin digerir. Los heterocigotos de ambos polimorfismos
presentan 3 bandas, con lo cual la digestion simultanea del producto de esta PCR duplex
puede generar hasta 9 patrones de banda distintos al hacer la electroforesis en el gel de

agarosa Metaphor al 3,5% (Figura 36).
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Figura 36: Genotipos del TG. Fragmentos de restriccion de los SNP Ser734Ala y
Argl980Trp separados en gel de agarosa Metaphor al 3,5%.

El segundo polimorfismo del exon 10, Pro778Pro, se estudid por digestion de 10
uL del producto de PCR con 2 U de la enzima Dde [ a 37°C durante toda la noche. La
enzima tiene 3 sitios de corte independientes del que se genera por el SNP por lo que el
fragmento amplificado siempre se cortard y podremos utilizar estas bandas como

control de digestion. Para el genotipado se analizan 2 bandas informativas de 154 y 118

pb (Tabla 12, Figura 37).

T/IC T/T CIC

Figura 37: Genotipos del TG. Fragmentos de restriccion del SNP Pro778Pro separados
en gel de agarosa al 3%.
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El SNP Met1027Val del exon 12 se analizd por digestion de 10 pL del producto
de PCR con 1 U de enzima BsaA I en un volumen final de 20 pL a 37°C durante toda la
noche. Los fragmentos se separaron por electroforesis en gel al 3,5% de agarosa
Metaphor. Las bandas se visualizaron bajo luz UV después de su tincion con bromuro
de etidio. El tamafo de las bandas se determin6 por comparacion con un marcador de

peso molecular de 50 pb (Figura 38).

Dinestidn con RsaA 1

| 1 Met/Met
2 Met/Val
3 Val/Vval

s s 422 pb
—_ 296 pb

126 pb

Figura 38: Genotipos del TG. Fragmentos de restriccion del SNP Met1027Val visualizados
en gel de agarosa Metaphor al 3,5 %.

3.3.2.6 Analisis de los genotipos de TSHR

Evaluamos 2 polimorfismos no conservativos localizados en la region
codificante de 7SHR: uno en su dominio extracelular Pro52Thr y otro en su cola

intracelular Asp727Glu (rs1991517) (Chistiakov, 2003).

Genotipado por PCR RFLP

El polimorfismo Pro52Thr del primer exon de este gen se estudid por medio de
PCR-RFLP. Como la secuencia que incluye al SNP no tiene diana de restriccion, se
cambiaron dos bases en el cebador reverso para crear una diana para la enzima 7thl11 [

(Kaczur et al., 2000)

La secuencia de los cebadores utilizados, asi como la longitud, en pares de bases,
del producto de amplificacion y digestion se presentan tabulados (Tabla 10). En la
Figura 39 se resumen las caracteristicas del programa de PCR y las condiciones de

reaccion.
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Tabla 10: Secuencia de los cebadores, enzimas y fragmentos de restriccion.

Genl SNP Cebadores Prgccj:tgto Enzima | Fragmentos
cambio restricc. (pb)
(pb)
. Pro52Thr |F S"TCCCGTGGAAAATGAGGCC-3’ 189 Tthill11|CC=189
T |[C—A , , CA =167,
5 | Nt253 R 5’GGTACTCACAGAGTCTGCGACCTG-3 22,189
AA=167,22

Las secuencias de los cebadores se han obtenido de Kaczur et al. (2000) Negrita: cambio de TA a GT

Proarama PCR TSHR Reactivos y concentraciones

4 min a 94°C Cebadores 0,2 uM
dNTP 200 uM

o Buffer 1x
30sa95°C MoCl, 2.0 mM

35x 60sa 56 Tn

( 0sa72°C

5 mina72°C
Th: Temperatura de hibridacion

DNA polimerasa 1U
DNA molde 1 pyL (200ng)
H20 estéril hasta Vide 50 uL

Figura 39: Programa y componentes de la PCR.

El producto de PCR (10 pL) se digiri6 durante 3 horas a 65°C con 10 U de la
enzima Tthl111 en buffer 1x y suplementado con 100 ng/uL de albumina sérica. Los
fragmentos se separaron en gel de agarosa Metaphor al 3%. El gel se tifid con bromuro

de etidio y se visualizo bajo luz UV.

1 Pro/Thr

2 Pro/Pro

189 pb
167 pb

Figura 40: Genotipos de TSHR. Fragmentos de restriccion del SNP Pro52Thr
separados por electroforesis en gel de agarosa Metaphor al 3 %.
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El alelo con el cambio es el que tiene la diana y por tanto se corta en dos
fragmentos, el alelo salvaje se reconoce por una Unica banda y los heterocigotos
presentan tres bandas (Tabla 10, Figura 40). Dada la baja frecuencia (aproximadamente
7%) del alelo 52Thr, se incluyé como control de digestion el plasmido pBR322 (1000
png/ml) (New England Biolabs, Hitchin, United Kingdom), cuyo DNA (4361 pb)
contiene una diana 7thl11 I (2217 pb). La digestiéon con dicha enzima provoca el
cambio de conformacién de circular a lineal y este cambio de conformacién implica
diferente movilidad electroforética (menor para la forma lineal), lo cual es visible en un

gel de agarosa 0,8%.

Genotipado por PCR a tiempo real

El polimorfismo 4sp727Glu se analizd por PCR alelo especifica en tiempo real
con cebadores TrueSNP y deteccion por SYBR Green en LigthCycler. Los cebadores

fueron disefiados y adquiridos a la compaiiia Proligo, Francia (Tabla 11).

Para la reaccion de PCR se utilizo el “kit” LigthCycler FastStart DNA Master "™
SYBR Green (Figura 41). Los capilares se cargaron con 9 pL de la mezcla 5x +

cebadores y 1,5 pL de DNA gendmico (10 ng). El programa de PCR se describe en la
Tabla 12.

Tabla 11: Secuencia de los cebadores.

SNP producto
Gen Cambio Cebadores PCR (ph)
TSHR ésfj 2G7 Glt |k 5" GGTTCAAAAGGTTACCCACGAC-3 147

Nt 2281 Fm 5"GGTTCAAAAGGTTACCCACGAG-3’
R 5" GTAGTGTTAACTTACAAAACCGTTTGC-3’

Cebadores 0,25 uM
Mezcla 5x 2 uL
DNA 1 L (10ng)

H20 estéril hasta Vide 10 pL

Figura 41: Componentes de la PCR.
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Tabla 12 Programa de PCR.

Programa Segmento | Temperatura |Tiempo| T transicion | Deteccion
NUm. ciclos (°C) (s) (°Cls) fluorescencia
Desnaturalizacion 1 95 600 20 Ninguna
1
Amplljllscamon (desnat.) 95 10 20 Ninguna
2(hibrid.) 63 10 20 Ninguna
3 (ext) 7 10 20 Unica
Curva de I 95 0 20 Ninguna
disociacion Nineuna
1 2 65 15 20 g
3 95 0 0.1 Continua
Enfriamiento 1 40 30 20 Ninguna

1

Para la optimizacion de las condiciones experimentales se procedid segun el

apartado 3.3.2.2. El analisis de curvas de disociacion de las reacciones para cada alelo

permitio el genotipado de cada muestra (Figura 42).
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Figura 42: Genotipos de TSHR. Curvas de disociacion correspondientes al genotipado del
Glu7274sp. A Muestra homocigota Glu/Glu o Asp/Asp, amplificacion en una sola reaccion
(pico Tm=82,2°C), B muestra heterocigota Asp/Glu, amplificacion en ambas reacciones (dos

picos con igual Tm).
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Se consideré homocigoto salvaje o variante si se apreciaba un pico a una Tm
aproximada de 82,2°C en una de las 2 reacciones (amplificacion para un solo alelo) o

heterocigoto si se detectaban sendos picos a igual Tm (amplificacion de los 2 alelos).

3.3.2.7 Anadlisis de los genotipos de PTPRJ

Genotipado por PCR a tiempo real

El polimorfismo Asp872Glu del exoén 13 de este gen no tiene dianas de restriccion
por lo que se estudid6 mediante PCR Alelo-Especifica en tiempo real con cebadores
TrueSNP y detecciéon por SYBR Green en LigthCycler. Los tres cebadores fueron

disefiados y suministrados por Proligo Sigma, Francia (Tabla 13).

Tabla 13: Secuencia de los cebadores.

SNP Cebadores Producto
Gen cambio PCR (pb)
PTPRJ | Asp872Glu 307

CHG Fw 5" AGATGTCCTGAAATACACGTATGA+C 3'
Nt 2965 Fm5' AGATGTCCTGAAATACACGTATGA+G 3'
R 5'GTGGGATAACAAAGAGCAAAAAGA 3

Los capilares se cargaron con 9 pL de la mezcla 5x de LigthCycler FastStart DNA
Master "™ SYBR Green + cebadores y 1,5 uL de DNA genémico (10 ng) (Figura 43). El

programa de PCR que se siguio fue el descrito en la Tabla 14.

Reactivos y concentraciones

Cebadores 0,25 pM (Sigma Proligo, USA)

Mezcla 5x 2L (Roche Diagnostics GmbH, Germany
DNA 1 pL (10ng)

H20 estéril hasta Vide 10 pL

Figura 43: Componentes de la PCR.
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Tabla 14: Programa de PCR.

Programa Segmento | Temperatura| Tiempo | T transicion Deteccion
NUm. ciclos (°C) (s) (°Cls) fluorescencia
Desnaturalizacion 1 95 600 20 Ninguna
1
Amplificacion 1(desnat.) 95 10 20 Ninguna
45 2(hibrid.) 62 10 20 Ninguna
3 (ext.) 7 10 20 Ninguna
81 5 20 Unica
Curvade 1 95 0 20 Ninguna
disociacion > Nineun
1 65 15 20 guna
3 95 0 01 Continua
Enfrialmiento 1 40 30 20 Ninguna

* Para excluir artefactos por dimeros de cebadores se adiciona una fase en cada ronda de amplificacion

a temperatura =85°C.
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Figura 42: Genotipos de PTPRJ. Curvas de disociacion correspondientes al
genotipado de Asp872GIu. A Muestra homocigota Glu/Glu o Asp/Asp, amplificacion en una
sola reaccion (pico Tm=84,5°C), B muestra heterocigota Glu/Asp, amplificacion en ambas
reacciones (dos picos con igual Tm).

Para la optimizacion de la PCR y la interpretacion de las curvas se procedid segin

el apartado 3.3.2.2.
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3.3.3 Secuenciacion

Se secuencio el 10 % de las muestras genotipadas para cada polimorfismo. Las
muestras fueron escogidas aleatoriamente. Los productos de PCR se purificaron usando
el kit NucleoSpin® (Macherey-Nagel, Germany) y se enviaron al servicio de
secuenciacion de la UAB, o de Macrogen (Macrogen Inc, Korea ).

Se comprobd que en todos los polimorfismos el error de genotipado no superaba
el 1%, porcentaje que esta dentro del margen de error descrito para las técnicas

empleadas.

3.4. Analisis estadistico

Se realizo la estadistica descriptiva (media + desviacion tipica y frecuencia) para
las variables continuas y categoricas consideradas como factores potenciales de
confusién en este estudio (edad, sexo, hdbitos). Para las variables continuas cuya
distribucion no se ajustd a la normalidad (test de bondad de ajuste de Kolmogorov-
Smirnov) se utilizaron pruebas no paramétricas (Mann-Whitney) y para aquellas
variables continuas con distribucion normal se utiliz6 el s-test. Para comparar las
variables categoricas se utilizaron tablas de contingencia (test exacto de Fisher). La
hipotesis de asociacion de estos factores con la variable respuesta o dependiente se
evalu6 mediante el test de independencia de y°. Los factores con una asociacion
significativa y un aumento del 20% en el coeficiente B se incluyeron en el modelo de
regresion multinomial. Para cuantificar la magnitud de la asociacion del polimorfismo
con el riesgo de padecer cancer de tiroides se calcularon, para cada genotipo con
respecto al de referencia, las odds ratio (OR) crudas y ajustadas (con un intervalo de
confianza del 95%). Este analisis se llevd cabo por regresion logistica multinomial. Se
tuvo en cuenta para el calculo de las OR los modelos de herencia (codominante,
dominante, recesivo, sobredominante y aditivo). La seleccion del modelo de herencia
mas adecuado se hizo por comparacion del ajuste del modelo codominante, que es el
mas general (2 parametros), con los demas modelos (1 parametro) por el test de la razoén
de verosimilitudes. Se escogid el modelo con menor valor del criterio de informacién de
Akaike (AIC = -2log[L] + #parametros), donde L es la verosimilitud del modelo. Este
criterio pondera el ajuste del modelo (-2logl) con la complejidad (niimero de
parametros). Se determinaron las frecuencias genotipicas y alélicas en ambas

poblaciones. El equilibrio de Hardy Weinberg se calculd usando las frecuencias
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genotipicas observadas y un test de x> con un grado de libertad (programa SNPStas

(http://bioinfo.iconcologia.net/snpstats/)). Las frecuencias alélicas se compararon por

analisis de y* cuando la distribucion de los alelos fue independiente en la poblacion

(equilibrio de Hardy-Weinberg en controles).

El posible sinergismo de alelos (interaccion gen-gen) asi, como el efecto
modulador de los hébitos sobre el riesgo (interaccion gen-ambiente) se analizaron por
regresion logistica (andlisis caso-caso). Para este ultimo analisis, las variables de

exposicion fueron evaluadas como variables dicotomicas.

Todos los analisis de los datos y los de regresion se ejecutaron con el paquete

estadistico SPSS para Windows (version 12; SPSS Inc, Chicago, IL, USA).

La frecuencia de los haplotipos se estim¢ mediante el algoritmo esperanza-
maximizacion. El desequilibrio de ligamiento se analizé por medio del estadistico D,
que es la desviacion entre la frecuencia haplotipica esperada (asumiendo no asociacion)
y la observada.

D=pi2-pip2
Siendo p; y p2 las probabilidades de los dos alelos y pi» la probabilidad observada para

la pareja.

Todos estos analisis se hicieron utilizando el programa HelixTree® (Golden Helix
INC, USA, htttp:/www.goldenhelix.com). El andlisis de asociacion de haplotipos con la
susceptibilidad al cancer tiroideo se realizd mediante regresion logistica multinomial
con ayuda del programa SNPStats. Para todas las pruebas estadisticas se escogid un

nivel de confianza de un 95%.
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4. RESULTADOS

4.1 Descriptiva de la poblacién

En la Tabla 15 se resumen las caracteristicas demograficas de la poblacion
estudiada y los resultados de los potenciales factores de confusion (consumo de alcohol

y de bebidas con cafeina y tabaquismo).

La poblacion con cancer de tiroides estudiada tiene una edad media de unos 44
afos, y la control de unos 42 anos, por lo que no difieren en este factor (p=0,17). Igual
conclusion se obtuvo cuando la subdividimos (de acuerdo a los cuartiles) en cuatro
grupos: menores de 34 afios, edad comprendida entre 34 y 41 afios, entre 41 y 51 y
mayores de 51 afios (Tabla 15).

Observamos que en ambas poblaciones mas del 50% de los individuos tiene una
edad superior a los 40 afios. El porcentaje de individuos que supera esta edad en los
pacientes con cancer es ligeramente mayor que en la poblacion control (56,2 vs. 51,7),
aunque esta diferencia no es significativa. Por consiguiente, para los analisis de
asociacion con el riesgo la poblacion se considerd como un Unico grupo en relacion a la
edad.

Cuando se comparan los grupos en relacion al género, se observa que en el
control las mujeres representan aproximadamente el 60 % de la muestra mientras que,
en el grupo de pacientes mas de un 70 % son mujeres. Esto corresponde a una relacion
2,5:1, proporcion que concuerda con lo descrito en la literatura sobre el predominio
femenino de esta localizacion tumoral (Laxman y Crawford, 2002; Preston-Martin et
al., 2003; Blanco et al., 2005). La diferencia en la proporcion de sexos entre pacientes y
controles es altamente significativa, por lo que, decidimos incluir la variable género en
el ajuste del modelo de regresion logistica para los estudios de asociacion del genotipo

con el riesgo.

Para analizar el consumo de alcohol, la poblacion se clasific en bebedora y no
bebedora. La distincion entre las categorias tuvo en cuenta que, en términos de riesgo,
los bebedores se pueden subclasificar, a su vez, en: moderados, habituales, excesivos y
alcoholicos. Los limites entre subclases, asi como el nivel de riesgo son un tanto
arbitrarios, puesto que las cantidades de alcohol consideradas como de riesgo son
dindmicas y dependen del sexo y de las caracteristicas individuales (etnia, peso,

capacidad metabolica, estado de salud, etc). Las referencias al respecto no son
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uniformes, pero la OMS considera que un bebedor de riesgo es un individuo cuyo
consumo semanal de alcohol est4 por encima de 280 g en el varon y del68 g en la mujer
y recomienda no superar en hombres sanos los 30 g de alcohol puro al dia y en mujeres
sanas los 20 g http://www.elmedicointeractivo.com/formacion_acre2005/temas/tema21-

22/ev6.htm.

Considerando lo anteriormente expuesto subclasificamos la poblacion en cuatro
grupos en funcién de los gramos de alcohol consumido a la semana: grupo 1 de no
bebedores (0 g), grupo 2 (entre 1 y 60 g), grupo 3 (mas de 60 y hasta 160 g) y grupo 4
(mas de 160 g).

Los gramos de alcohol ingeridos se calcularon segtin la formula de equivalencia:
Gramos de alcohol = mL de bebida ingerida x grados x 0,8/100

Hay un predominio de bebedores en el grupo control para todas las categorias (2,
3 y 4). En los dos primeros grupos se acumula el mayor porcentaje de bebedores y se
detectan diferencias significativas entre controles y pacientes de cancer. El ultimo grupo
incluye so6lo un 7% de la poblacion y no se hallan diferencias entre controles y

enfermos.

Por lo que respecta al habito de fumar, en el grupo control la proporcion de
fumadores es algo mayor que en el grupo con céancer (35,7 % frente a un 31,7 %),
aunque en este ultimo grupo los fumadores consumen una media de cigarrillos diarios

algo mas elevada, pero ninguna de estas diferencias son significativas.

El consumo de café y té también fue tenido en cuenta en vistas a que existen
evidencias, en estudios funcionales, de que la cafeina inhibe la reparacion del DNA
(Berwick y Vineis, 2000), con lo cual podria potenciar el riesgo. Sin embargo, la
relevancia de estas observaciones para el cancer en humanos no estd del todo
esclarecida, existiendo estudios que encuentran asociaciones de riesgo entre consumo de
bebidas con cafeina y cancer, en uno y otro sentido (Mack et al., 2002, 2003). En el
caso particular del céncer de tiroides, se ha hipotetizado que la cafeina incrementa el
AMPc intracelular, lo cual tiene efectos inhibitorios sobre el crecimiento celular y
tumoral en el tiroides. Los estudios epidemioldgicos sefialan indistintamente tanto la
disminucién del riesgo como la no asociacion entre la susceptibilidad y el consumo de
bebidas con cafeina (Mack et al., 2003). En nuestros grupos el consumo de café y té es

practicamente el mismo.
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El ultimo factor incluido en nuestro andlisis fueron los antecedentes familiares
de cancer. En el caso de la poblacion con cancer de tiroides, el porcentaje de familiares
directos con cancer es mas elevado que en la poblacion control. La diferencia es
significativa (p=0,019), asi que confirmamos que tener familiares directos con cancer se
puede considerar un factor de riesgo de padecer cancer de tiroides. Varios autores
aceptan que la historia familiar es el segundo riesgo mas conocido para desarrollar esta
enfermedad. Alrededor del 5% de los pacientes que desarrollan cancer papilar y el 20-
25% de los que desarrollan cancer medular tienen un familiar que lo ha padecido

(Patocs et al., 2003; Robledo et al., 2003).

La categorizacion de los casos segun la variante histologica del carcinoma se
realiz6 considerando 217 pacientes ya que, para 37 de ellos, no se pudo disponer de la
clasificacion del tumor en el historial clinico. La distribuciéon fue la siguiente: 159 de
tipo papilar (75%), 46 del folicular (22%), 4 (2%) de adenoma de Hurthle, 4
mucoepidermoide (2%) y 1 (0,5%) anaplasico (Figura 43). Hay que sefialar que esta
incidencia coincide con los valores publicados en estudios epidemioldgicos recientes

(Preston-Martin et al., 2003; Blanco et al., 2005).

O Papilar

m Folicular
O A Hurthle
O Medular

O Anaplésico

Figura 43: Distribucion de cancer de tiroides
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Tabla 15: Descriptiva demografica de la poblacion en estudio

86

Poblacion control Poblacion cancer tiroides p
(n =207) (n=251)
n % mediatE.T. n % mediazE.T.

Edad (afios) 41,60 £ 0,89 44,24 + 0,90 0,17
Grupo 1 < 34 afios 54 26,1 54 21,5 0,25
Grupo 2 >34 <41 45 21,7 55 21,9 0,96
Grupo 3 >41 <51 62 30,0 76 30,3 0,93
Grupo 4 > 51 46 22,2 66 26,3 0,31
>40 107 51,7 141 56,2 0,34
<40 100 483 110 43,8

Género <0,01

Mujeres 121 58,5 188 74,9

Hombres 86 41,5 63 25,1
Tabaquismo 0,25

No fumadores 100 48,3 142 56,6

Fumadores 74 35,7 78 31,7
(cigarrillos/dia) 17,20 £ 9,81 18,80 £ 1,69 0,15

Alcohol (g/semana)

0 91 44.0 164 66,7
>0<60 50 24,2 37 15,0 <0,01
>60<160 50 24,2 30 12,2 <0,01
>160 16 7,70 15 6,10 0,87
91,70 = 8,00 103,64 £ 12,6 0,03

Café (tazas/dia) 162 78,3 2,40 £ 0,09 175 71,4 2,22 0,09 0,1

Té (tazas/dia) 22 10,6 1,41 £0,79 15 6,10 1,80 £ 0,29 0,09

Antecedentes 122 58,9 180 71,7 <0,01

familiares de cancer

Se sefialan en negrita los valores que se corresponden a diferencias estadisticamente significativas (p< 0,05).
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4.2 Genotipos de genes del mecanismo BER

4.2.1 Polimorfismos de XRCC1

Polimorfismo 4rg399Gin

En la Tabla 16 se presentan las frecuencias genotipicas y alélicas, asi como los
efectos de los genotipos de Arg399GIin sobre el riesgo de cancer en las poblaciones en
estudio. El genotipo Arg/Arg tiene una frecuencia en la poblacion total de 0,44, el
Arg/Gin de 0,43 y el GIn/GlIn de 0,13, valores que concuerdan con los encontrados en
anteriores estudios (Hu et al., 2001; Stern et al., 2001; Duell ef al., 2002; Sanyal et al.,
2004). No hallamos diferencias entre las frecuencias genotipicas observadas y las
esperadas por el equilibrio de Hardy Weinberg, ni en controles ni en pacientes (p = 0,36

y p=0,59, respectivamente).

Tabla 16: Estadistica descriptiva y asociacion de riesgo de Arg399Gin con céancer de
tiroides.

XRCCI Arg399Gin G281524

Pobl. Gral. C P OR(95%IC) D
N. Frec. N. Frec. N. Frec.
Genotipos 458 207 251
Arg/Arg 204 (0,44) 91 (0,44) 113 (0,45) Ref. 1
Arg/Gln 196 (0,43) 88 (0,43) 108 (0,43) 0,98(0,66-1,46) 0,91
Gin/Gln 58 (0,13) 28 (0,13) 30 (0,12) 0,86(0,48-1,54) 0,79
Modelo de herencia
Arg/Arg+Arg/Gin 179 (0,87) 211 (0,88) Ref.
GIn/Gln 28 (0,13) 30(0,12) 0,87(0,50-1,51) 0,62
Arg (G) 604 (0,66) 270 (0,65) 334 (0,67)
Gln (4) 312 (0,34) 144 (035) 168 (0.33)  y*p=0.67
H-Wy p=0,30 p=0,36 p=0,57

C: controles. P: pacientes, OR: odds ratio, IC: intervalo de confianza, H-W y’: equilibrio de
Hardy-Weinberg.

Las frecuencias alélicas tanto para controles (4rg=0,65 y G/n=0,35) como para
los casos (4rg=0,67 y GIn=0,33) se encuentran en el rango descrito para la poblacion
caucasica (0,36 con IC 95% 0,33-0,39 para el alelo variante) (Lunn ef al., 1999; Abdel-
Rahman et al., 2000; Stern et al., 2001; David-Beabes y London, 2001; Goode et al.,
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2002; Laffon et al., 2004; Vodicka et al., 2004; Hung et al, 2005b). No detectamos

diferencias entre las frecuencias alélicas (p=0,67).

Cuando en el modelo de regresion se incluyeron las variables edad, habito de
fumar, consumo de té y café los valores de OR no variaron significativamente de las OR
crudas. El sexo y el consumo de alcohol, si tuvieron una asociacion significativa en el
modelo, con lo cual las ORs ajustaron para estos factores.

El modelo de herencia de mayor ajuste en el estudio de la asociacion del
polimorfismo Arg399Gin con el riesgo de desarrollar cancer tiroideo fue el recesivo, por
lo que, en la Tabla 16, se indican los valores de ORs para el modelo codominante y el
recesivo.

Los valores de ORs de 0,86, con IC 95% (0,48-1,54) y de 0,87(0,50-1,51)
hallados para individuos portadores del genotipo 399G/n en relacion con los que tienen
el genotipo homocigoto 3994rg y heterocigoto Arg/Gln, indican una ligera disminucion
del riesgo, pero las diferencias (p=0,79 y p=0,62) no fueron estadisticamente

significativas en ninguno de los dos casos.

Al subdividir la poblaciéon con céncer, segun el caracter histopatolégico del
tumor, en medular y folicular (por ser los mas frecuentes) y realizar el andlisis de
regresion logistica, tampoco hallamos diferencias significativas en la distribucion de los
genotipos entre el grupo control y los grupos de pacientes; no obstante, el genotipo
mutante parece incrementar con preferencia el desarrollo de la variante papilar (Tabla

17).

Tabla 17: Asociacion de Arg399Gin con cancer de tiroides estratificado por tipo de
cancer.

XRCC1A4rg399GIn Cancer Papilar Cancer Folicular
cC P OR(95%IC) p P OR(95%IC) p

207 159 46
Arg/ Arg 91 65 Ref 1 21 Ref. 1
Arg/Gln 88 74 1,19(0,76-1,87) 0,44 20 1,01(0,54-2,17) 0,95
GIn/Gln 28 20 1,03(0,53-2,02) 0,88 5 0,75(0,29-2,60) 0,61
Modelo de herencia
Arg/Arg+Arg/Gln -~ 179 139 Ref 41
GIn/Gln 28 20 1,38(0,78-2,41) 0,25 5 0,78(0,28-2,14) 0,62

C: controles, P: pacientes, OR: odds ratio, IC: intervalo de confianza.
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En consideracion de la prevalencia del sexo femenino en este tipo de
localizacion tumoral, estratificamos la poblacién por género para hacer el estudio de la

asociacion de los genotipos con el riesgo (Tabla 18).

Tabla 18: Estudio de asociacion de 4rg399Gin con cancer de tiroides estratificado por
género.

XRCCI Arg399Gin G28152A

Mujeres  OR(95%IC) p Hombres (OR(95%]IC) p
C P cC P

Genotipos

Arg/Arg 59 8l Ref. 3229 Ref. 1
Arg/Gln 47 83 1,27(0,77-2,10) 0,33 41 24 0,64(0,31-1,31) 0,23
Gin/Glin 15 20 0,94(0,44-2,000 0,87 13 9 0,76(0,28-2,05) 0,59

Se sefialan en negrita los valores que se corresponden a diferencias estadisticamente
significativos (p< 0,05), C: controles, P: pacientes, OR: odds ratio, IC: intervalo de confianza.

Al igual que en la poblacién total, no apreciamos diferencias significativas en la
distribucion de los genotipos en ninguno de los dos sexos, aunque la sustitucion se
asocié a un modesto efecto protector. También analizamos la interaccidon sexo-genotipo
de riesgo y detectamos que las mujeres con el alelo Arg tuvieron 1,81 (OR, 1,81(1,16-

2,86), p<0,05) veces mas riesgo que los hombres con igual genotipo.

Polimorfismo Arg280His

La Tabla 19 muestra la distribucion de los genotipos de Arg280His de XRCC1
en la poblacioén general y subdividida en poblacién con céncer de tiroides y poblacion

control.

En la poblacion total la frecuencia del genotipo Arg/Arg es de 0,84, la de
Arg/His de 0,15 y 0,01 la que le corresponde a los homocigotos con la variante His/His.
Estos valores concuerdan con los encontrados en anteriores estudios (Ratnasinghe et al.,
2001; Stern et al.,, 2001; Duell et al., 2002; Goode et al., 2002; Ladiges et al., 2003;
Misra et al., 2003; Hung et al., 2005b; Skjelbred et al., 2006). No encontramos ningin
individuo control con el genotipo homocigoto variante His/His. Las frecuencias
genotipicas observadas en controles y pacientes fueron congruentes con las esperadas en

el equilibrio de Hardy-Weinberg (p=1 y p=0,73, respectivamente).
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Tabla 19: Estadistica descriptiva y asociacion de riesgo de Arg280His con cancer de
tiroides.

XRCCI Arg280His G27466A

Pobl. Gral. C P OR(95%IC) D
N. Frec. N. Frec. N. Frec.
Genotipo 455 207 248
Arg/Arg 383 (0,84) 183 (0,88) 200 (0,80) Ref. 1
Arg/His 69 (0,15) 24 (0,12) 45 (0,18) 1,50(0,87-2,60) 0,06
His/His 3 (0,01) 0 (0) 3 (0,01) -
Modelo de herencia
Aditivo Ref.
1,66(0,99-2,78) 0,05
Arg (G) 835 (0,92) 390 (0,94) 445 (0,90)
His (A) 75 (0,08) 24(0,06) 51(0,10) X2P= 0,01
H-Wy° p=1 p=1 p=0,73

Se serialan en negrita los valores que se corresponden a diferencias estadisticamente
significativas (p< 0,05), C: controles, P: pacientes, OR: odds ratio, IC: intervalo de confianza,
N: Niimero, H-W y’: equilibrio de Hardy-Weinberg.

La frecuencia del alelo 280His en los controles fue de 0,06, valor que se
encuentra en el rango descrito para el alelo variante en la poblacion caucésica (0,05 con
IC 95% 0,00-0,1) (Lunn et al., 1999; David-Beabes y London, 2001; Stern et al., 2001;
Goode et al., 2002; Ladiges et al., 2003; Misra et al., 2003). Los pacientes presentaron
una frecuencia de 0,1 para este alelo, lo que hace que se detectaran diferencias entre las
frecuencias alélicas para ambos grupos (p=0,01) (Tabla 19).

El modelo de herencia que mas se ajustd fue el aditivo por lo que presentamos
los resultados de ORs para este modelo y el codominante. Encontramos que el genotipo
heterocigoto Arg/His se asocid con un incremento de riesgo para el cancer de tiroides
(OR, 1,66; IC 0,99-2,78). Los tnicos tres individuos portadores del genotipo variante
homocigoto His/His en este estudio se encuentran en el grupo con cancer. En los
controles no encontramos este genotipo, por lo que la respectiva OR no pudo ser
calculada.

Por el tamafio muestral de este estudio se pueden detectar OR de 2 a 4 para los
portadores del alelo raro His, asi que, si la verdadera OR es algo inferior, no sorprende
que nuestros resultados soélo tengan significacion estadistica marginal (Hattersley y

McCarthy, 2005)
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Tabla 20: Asociacion de Arg280His con cancer de tiroides, estratificado por tipo de
cancer.

XRCC1A4rg280His Cancer Papilar Cancer Folicular
C P OR(95%IC) p P  OR(95%IC) p
207 159 46
Arg/ Arg 183 125 Ref. 1 41 Ref. 1
Arg/His 24 31 1,76(0,97-3,19) 0,06 5 0,82(0,28-2,34) 0,71
His/His 0 3 0
Modelo de herencia
Aditivo Ref. Ref.
1,86(1,04-3,35) 0,04 0,95(0,35-2,55) 0,93

Se serialan en negrita los valores que se corresponden a diferencias estadisticamente
significativas (p< 0,05), C: controles. P: pacientes, OR: odds ratio, IC: intervalo de confianza.

Al analizar mediante regresion logistica las variantes de cancer mas frecuentes,
encontramos diferencias estadisticamente significativas en la distribucion de genotipos
y una OR de 1,86 con IC de 1,04-3,35 en el caso de los pacientes con genotipo
heterocigoto y cancer papilar. El genotipo homocigoto mutante s6lo se presentd en
pacientes que desarrollaron céncer papilar. No es de extraflar esta observacion si
consideramos el franco predominio que tiene esta variante histologica de carcinoma
tiroideo (Blanco et al., 2005). Con lo cual, podemos decir que los portadores del alelo

con la sustitucion son mas susceptibles a padecer cancer de tiroides papilar.

Tabla 21: Estudio de asociacion de Arg280His con cancer de tiroides, estratificado por
género.

XRCC1 Arg280His G27466A
Mujeres OR(95%IC) p Hombres OR95%IC) p
cC P cC P
Genotipos
Arg/Arg 104 141 Ref. 79 55 Ref.
Arg/His 17 37 1,57(0,83-2,97) 0,16 7 7 1,34(0,44-4,08) 0,60
His/His 0 3 - 0 0 -

C: controles. P: pacientes, OR: odds ratio, IC: intervalo de confianza.

Como se observa en la Tabla 21, ningun genotipo se asocié al riesgo ni en
mujeres ni hombres. No obstante ser las ORs para el genotipo heterocigoto Arg/His muy

similares en ambos sexos el valor de p fue inferior en mujeres; también es de significar
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que los unicos tres individuos que presentaron el genotipo homocigoto variante His/His
fueron mujeres. Las mujeres con el genotipo de riesgo tuvieron 2,04 veces mas
susceptibilidad al cancer (2,04(0,60-6,66) que los hombres con igual genotipo, aunque

la diferencia no fue significativa (p=0,17).

Polimorfismo Arg194Trp

La distribucion de los genotipos y las frecuencias de SNP del codon 194, en la
poblacion total y separada en controles y casos, se resumen en la Tabla 22, donde
apreciamos unas frecuencias del genotipo Arg/Arg de 0,92 y 0,96, y del genotipo
Arg/Trp de 0,08 y 0,04, para controles y casos, respectivamente. Estas frecuencias se
hallan dentro del intervalo referido en estudios para la poblacion caucésica (Lunn et al.,
1999; Sturgis et al, 1999; Abdel-Rahman y El-Zein, 2000; David-Beabes y London,
2001; Ratnasinghe et al., Stern et al., 2001; 2001; Goode et al., 2002; Ladiges et al.,
2003; Smith et al., 2003; Laffon et al., 2004; Hung et al., 2005 a,b). Las frecuencias

genotipicas estan en equilibrio de Hardy-Weinberg en todos los grupos.

Tabla 22: Estadistica descriptiva y asociacion de riesgo de Argl94Trp con cancer de
tiroides.

XRCC1 Argl194Trp C26304T
Pobl. Gral C P OR(95%IC) D
N. Frec. N. Frec. N. Frec.
Genotipos 455 207 248
Arg/Arg 429 (0,94) 190 (0,92) 234 (0,96) Ref. 1
Arg/Trp 26 (0,06) 17 (0,08) 9 (0,04) 0,44(0,19-1,02) 0,05
Trp/Trp 0 (0) 0 (0) 0 (0) -
Arg (C) 884 (0,97) 397 (0,96) 487 (0,98)
Trp (T) 26 (0,03) 17 (0,04) 9 (0,02) v> p=0,03
H-Wy p=1 p=1 p=1

Se sefialan en negrita los valores que se corresponden a diferencias estadisticamente
significativos (p< 0,05), C: controles. P: pacientes, OR: odds ratio, IC: intervalo de confianza,
N: Niimero, H-W y*: equilibrio de Hardy-Weinberg.

El alelo variante /94Trp presento frecuencias de 0,04 para los controles y 0,02
para los pacientes, estando ambos valores incluidos dentro del rango descrito para

individuos caucasicos (IC 95%, 0,04-0,08) (Butkiewicz et al., 2001; Goode et al., 2002;

104



Regultadog

Hung et al., 2005a). Dichas frecuencias difieren significativamente (p=0,03). No
encontramos individuos portadores del genotipo homocigoto variante Trp/Trp en
ninguno de los grupos; sin embargo, la proporcion de individuos homocigotos Arg/Arg
es mayor en pacientes que en controles (96,3 vs 91,8 %) con OR de 2,3(0,98-5,37) y

p=0,05, lo que sugiere un efecto protector para los genotipos con la sustitucion.

Con las condiciones de este estudio, se pueden detectar OR de 2 a 4 para los
portadores del alelo raro 7rp, asi que, si la verdadera OR es algo inferior, no sorprende
que nuestros resultados s6lo tengan significacion estadistica marginal (Hattersley y
McCarthy, 2005). No pudimos tampoco distinguir cuando el fenotipo es dominante o
recesivo, ya que nuestras estimaciones de OR para homocigocidad pierden precision

debido a la baja frecuencia de este alelo.

Tabla 23: Asociacion de Argl94Trp con cancer de tiroides, estratificado por tipo de
cancer.

XRCC1 Arg194Trp Cancer Papilar Cancer Folicular
cC P OR(95%IC) p P OR(95%IC) p
207 156 46
Arg/ Arg 190 149 Ref. 1 45 Ref. 1
Arg/Trp 17 7 059025-1,41) 024 1 023(0,03-1,83) 0,17
Trp/Trp 0 0 0

C: controles. P: pacientes, OR: odds ratio, IC: intervalo de confianza.

El analisis de regresion aplicado a la poblacion con céncer papilar y folicular
indica que el genotipo homocigoto sin el cambio estd mas representado en los pacientes,
independientemente del tipo de cancer, pero las diferencias en la distribucion de
genotipos entre controles y pacientes afectados por una u otra variante no son
significativas (Tabla 23).

La distribuciéon de genotipos no varid entre pacientes y controles de uno u otro
sexo; aunque, en las mujeres el genotipo Arg/Trp tiene una OR con valor de p mas bajo
que el de los hombres (0,09 vs 0,58). Asimismo, las mujeres con el genotipo de riesgo,
con OR de 1,85(1,20-2,86), fueron significativamente mas susceptibles a desarrollar el

cancer que los hombres portadores de este genotipo (p<0,05).
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Tabla 24: Estudio de asociacion de Argl94Trp con cancer de tiroides estratificado por
género.

XRCCI Arg194Trp
Mugjeres OR(95%IC) p Hombres  OR(95%IC) p
C P cC P
Genotipos
Arg/Arg 110 175 Ref, 80 59 Ref.
Arg/Trp 11 6 036(0,12-1,01) 009 6 3  067(0,16-2,81) 0,58
Trp/Trp 0 0 -- 0 0 --

C: controles. P: pacientes, OR: odds ratio, IC: intervalo de confianza.

4.2.1.1 Analisis de haplotipos de XRCC1

El analisis de haplotipos que se muestra en la Tabla 25 revela que de las 8
combinaciones (2", n=3; n=nimero de polimorfismos) de alelos posibles solo se
observan 6. De hecho, 2 haplotipos acumulan una frecuencia del 87%. Los haplotipos
raros se agrupan en una categoria y el punto de corte para definirlos depende del tamafo
de la muestra. En nuestro caso, con 458 individuos, limitamos el analisis a los
haplotipos con frecuencia superior al 1%. Considerando el haplotipo mas frecuente
(3994rg-280A4rg-194A4rg), como el de referencia, observamos que tanto el haplotipo 5
(399GIn-280His-1944Arg) como el 3 (3994rg-280His-1944Arg) estaban mas
representados en los pacientes que en los controles, con valores de ORs de 2,98 (0,97-
9,17) y 1,75 (0,97-3,15), respectivamente, y diferencias cercanas a la significacion
(p=0,06). Sin embargo, si estos haplotipos se comparan con el haplotipo 6, que combina
los alelos de menor riesgo de cada polimorfismo 399GIn-280A4rg-194Trp, se obtienen
valores ORs de 10,5(1,49-73,67) y 6,0(1,10-32,75) con p asociadas de 0,02 y 0,04,
respectivamente. Este haplotipo 6 respecto al mas frecuente tuvo el menor valor de OR
0,28(0,05-1,41).

El haplotipo 3994rg-2804rg-194Trp con una frecuencia aproximada del 2%
también muestra una relacion inversa, no significativa (p=0,20), con el riesgo de cancer
(OR 0,51 con IC 0,18-1,42;) y s6lo difiere del haplotipo mas frecuente por la presencia

del alelo variante del codon 194.
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Tabla 25: Frecuencias haplotipicas de XRCC! y asociacion con el cancer de tiroides.

XRCC1
Haplo. Arg399Gin Arg280His Argl94Trp Erec. OR(95%IC) p
G 28112A  G27466A  C26304T
1 Arg Arg Arg 0,57 Ref. --
2 Gln Arg Arg 0,31 1,04(0,78-1,40) 0,76
3 Arg His Arg 0,07 1,75(0,97-3,15) 0,06
4 Arg Arg Trp 0,02 0,51(0,18-1,42) 0,20
5 Gln His Arg 0,01 2,98 (0,97-9,17) 0,06
6 Gln Arg Trp 0,01 0,28(0,05-1,41) 0,13

Se serialan en negrita los valores que se corresponden a diferencias estadisticamente
significativas (p< 0,05) OR: odds ratio, IC: intervalo de confianza.

4.2.2 Polimorfismo de OGG1

En la Tabla 26 se resume la estadistica descriptiva y el estudio de asociacion
para el SNP Ser326Cys de OGGI. La distribucion de genotipos
(Ser/Ser:Ser/Cys:Cys/Cys) en nuestra poblacion control (0,62:0,32:0,05) no difiri6 de la
encontrada en algunos estudios previos caso-control en poblaciones caucésicas
(0,56:0,40:0,04) (Hardie et al., 2000; Wikman et al., 2000; Vogel et al., 2003, 2004;
Park et al., 2004; Hung et al., 2005 a,b). El genotipo Ser/Ser fue el mas prevalente, a
diferencia de lo que sucede con las poblaciones asidticas, donde el genotipo mas
frecuente es Cys/Cys (Le Marchand et al., 2002; Sunaga et al., 2002; Takezaki et al.,
2002; Kim et al., 2003; Niwa et al., 2005).

Las frecuencias genotipicas de este polimorfismo en la poblaciéon control se
ajustaron a las del equilibrio Hardy-Weinberg (p=0,55), no siendo asi en la poblacion
general y en la de cancer (p=0,008 y p=0,001). Las frecuencia del alelo variante 326Cys
en los controles fue de 0,21, valor incluido en el rango citado para este alelo en
poblaciones caucasicas (0,21-0,45) (Wikman et al., 2000; Goode et al, 2002; Le
Marchand et al., 2002; Vogel et al., 2003, 2004; Mateuca et al., 2005), mientras que la
frecuencia para los pacientes fue de 0,19. Entre las frecuencias alélicas de ambas

poblaciones no se detectaron diferencias significativas (p=0,34).

Los genotipos de este polimorfismo no se asociaron al riesgo de padecer cancer
de tiroides, ni al analizar el modelo de herencia codominante ni en el sobredominante El

tipo de relacion para este tltimo modelo fue inverso y, con una OR de 0,87(0,47-1,09).
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Tabla 26: Estadistica descriptiva y asociacion de riesgo de Ser326Cys con cancer de
tiroides.

0GG1 Ser326Cys C1245G

Pobl. Gral. C P OR(95%IC) D
N. Frec. N. Frec. N. Frec.
Genotipos 455 207 248
Ser/Ser 300 (0,66) 129 (0,62) 171 (0,68) Ref. 1
Ser/Cys 27 (0,28) 67 (0,32) 60 (0,25) 0,72(0,47-1,10) 0,11
Cys/Cys 28 (0,06) 11 (0,05) 17 (0,07) 1,05(0,46-2,36) 0,69
Modelo de herencia
Ser/Ser+ Cys/Cys 140 188 Ref.
Ser/Cys 67 60 0,87(0,47-1,09) 0,12
Ser (C) 727 (0,80) 325 (0,79) 402 (0,81)
Cys (G) 183 (0,20) 89 (0,21) 94 (0,19) v p= 0,34
H-Wy p=0,008 p=0,55 p=0,001

Se serialan en negrita los valores que se corresponden a diferencias estadisticamente
significativas (p< 0,05), C: controles. P: pacientes, OR: odds ratio, IC: intervalo de confianza,
N: niimero, H-W y’: equilibrio de Hardy-Weinberg.

El andlisis de regresion, estratificado por tipo de tumor, muestra que la
distribucion de genotipos se diferencia significativamente solo en los heterocigotos del

grupo con cancer folicular (Tabla 27).

Tabla 27: Asociacion de Ser326Cys con cancer de tiroides, estratificado por tipo de
cancer.

0GG1 Ser326Cys Cancer Papilar Cancer Folicular
cC P OR(95%IC) p P OR(95%IC) p
207 156 46
Ser/Ser 129 102 Ref. 1 36 Ref. 1
Ser/Cys 67 42 0,82(0,51-1,31) 0,11 8 0,43(0,18-1,0) 0,05
Cys/Cys 11 12 1,39(0,58-3,32) 0,69 2 0,66(0,13-3,27) 0,61

Se serialan en negrita los valores que se corresponden a diferencias estadisticamente
significativas (p< 0,05), C: controles. P: pacientes, OR: odds ratio, IC: intervalo de confianza.

Cuando la poblacion se estratificd en cuanto al género (Tabla 28), no se
detectaron diferencias en la distribucion de genotipos entre hombres y mujeres. Ningin
genotipo, ni en uno ni otro sexo, se asocid significativamente con el riesgo. Ser mujer
portadora del genotipo Ser/Cys mostrdé una OR de 1,28 (0,61-2,70) con una p=0,93, lo

que significa que no hay una susceptibilidad significativa de un sexo respecto a otro.
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Tabla 28: Estudio de asociacion de Ser326Cys con cancer de tiroides, estratificado por
género.

0GG1 Ser326Cys
Mujeres  OR(95%CI) p Hombres  QOR(95%CI) p
C P C P
Genotipos
Ser/Ser 78 127 Ref. 51 39 Ref.

Ser/Cys 38 40 0,62(0,36-1,06) 0,08 29 20 0,89(0,44-1,82) 0,76
Cys/Cys 5 14 141(048-4,13) 052 6 3 0,58(0,13-2,52) 047

C: controles. P: pacientes, OR: odds ratio, IC: intervalo de confianza.

4.3 Genotipos de genes de reparacion por recombinacion
homologa

4.3.1 Polimorfismo de XRCC2

La estadistica descriptiva, asi como los resultados del equilibrio de H-W y del
estudio de asociacion de Argl88His, se indican en la Tabla 29.

La distribucion de genotipos en controles y casos estan en equilibrio de Hardy-
Weinberg (p=0,48 y 0,09). Las frecuencias genotipicas concuerdan con los encontrados
en otras evaluaciones de la asociacion de este polimorfismo con el cancer (Kuschel et
al., 2002; Han et al., 2004 a,b,c; Hankinson et al., 2004; Tranah et al., 2004).

Asimismo, las frecuencias alélicas para el alelo variante /88His en ambos
grupos se incluyen en el rango establecido para poblaciones caucasicas (0,8-0,16)
(Kuschel ef al., 2002; Han et al., 2004 a,b, y c; Tranah et al., 2004; Li et al., 2006) y no
difieren entre si (p=0,33). Apreciamos un incremento del riesgo, con significacion
estadistica, para los homocigotos sin el cambio Arg/Arg, tanto en el modelo de herencia
codominante (OR 8,74(1,02-74,83)) como recesiva, (8,81 (1,03-75,23)), con p asociadas
de 0,05 y 0,02, respectivamente. Esta asociacion no es detectable cuando se analiza la

poblacion con cancer en sus variantes papilar y folicular (Tabla 30).
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Tabla 29: Estadistica descriptiva y asociacion de riesgo de Argl88His con cancer de
tiroides.

XRCC2 Argl88His G31479A

Pobl. Gral. C P OR(95%IC) D
N. Frec. N. Frec. N. Frec.
Genotipo 455 207 248
Arg/Arg 362 (0,80) 163 (0,79) 199 (0,80) Ref.
Arg/His 86 (0,19) 38 (0,18) 48 (0,19) 1,04(0,64-1,70) 0,87
His/His 7 (0,02) 6 (0,03) 1 (0,00) 0,11(0,01-0,98) 0,05
Modelo de herencia
Arg/Arg+Arg/His 201 (0,97) 247 (0,99) Ref.
His/His 6 (0,03) 1 (0,01) 0,11(0.01-0.97) 0,02
Arg (G) 810 (0,89) 364 (0,88) 446 (0,90)
His (4) 100 (0,11) 50 (0,12) 50 (0,10) ¥*p=0,33
H-W y° p=0,47 p=0,48 p=0,09

Se serialan en negrita los valores que se corresponden a diferencias estadisticamente
significativas (p< 0,05), C: controles. P: pacientes, OR: odds ratio, IC: intervalo de confianza,
N: niimero, H-W y’: equilibrio de Hardy-Weinberg.

Tabla 30: Asociacion de Argl88His con cancer de tiroides estratificado, por tipo de
cancer.

XRCC2 Arg188His Cancer Papilar Cancer Folicular
C P OR(95%IC) p P OR(95%IC) p
207 157 45
Arg/Arg 163 128 Ref. 1 36 Ref. 1
Arg/His 38 28 0,98(0,56-1,70) 0,95 9 1,09(0,47-2,49) 0,84
His/His 6 1 0,17(0,02-1,53) 0,12 0

C: controles. P: pacientes, OR: odds ratio, IC: intervalo de confianza.

El andlisis estratificado por género puso de relieve que ningin genotipo se
asocio al riesgo con significacion estadistica, ni en hombres ni mujeres; sin embargo, las
mujeres portadores del alelo de riesgo Arg en una o dos copias tuvieron
significativamente mas riesgo que los hombres, con un valor de OR de 1,81(1,19-2,77),

y p<0,05) (Tabla 31).
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Tabla 31: Estudio de asociacion de Argl88His con céncer de tiroides, estratificado por
género.

XRCC2 Argl188His
Mujeres  OR(95%IC) p Hombres OR(95%IC) p
cC P C P
Genotipos
Arg/Arg 98 147 Ref. 65 49 Ref.

Arg/His 19 34 1,13(0,60-2,11) 0,70 19 12 0,86(0,38-1,95) 0,73
His/His 4 1 0,1400,01-124) 009 2 0 _

C: controles, P: pacientes, OR: odds ratio, IC: intervalo de confianza.

4.3.2 Polimorfismos de XRCC3
Polimorfismo Thr241Met

En la Tabla 32 se presentan las frecuencias alélicas, genotipicas y los analisis del
equilibrio de Hardy-Weinberg y de asociacién para el polimorfismo 7hr241Met de
XRCC3.

La distribucion de los genotipos en los controles es muy similar a la observada
en estudios de asociacion de este polimorfismo en poblaciones caucésicas (David
Beabes et al., 2001; Hu et al., 2001; Goode et al., 2002; Han et al., 2004 a,b,c; Sanyal et
al., 2004; Shen et al., 2004; Tranah et al., 2004; Skjelbred et al., 2006). En ambos
grupos la distribucién de los genotipos concordd con lo esperado segun el equilibrio H-
W, observandose valores de p de 0,75 y 0,89 para controles y casos, respectivamente.

Los controles tuvieron una frecuencia para el alelo variante 24/Met de 0,32, y
los casos de 0,38; entre las mismas no hubo diferencias estadisticas (p=0,07). Tanto sus
frecuencias alélicas, como la del genotipo homocigoto variante (0,11) coinciden con los
valores publicados para otros controles caucasicos (0,38 y 0,14, respectivamente
(David-Beabes et al., 2001; Matullo ef al., 2001 a,b; 2005 Duan et al., 2002; Stern et
al., 2002; Misra et al., 2003; Bertram et al., 2004). Aunque hubo un modesto
incremento de la OR para los genotipos heterocigotos Thr/Met (1,32(0,88-1,98)) y
homocigotos Met/Met (1,55(0,84-2,87)), ninguna de las asociaciones alcanzo

significacion estadistica.
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Tabla 32: Estadistica descriptiva y asociacion de riesgo de Thr241Met con cancer de
tiroides.

XRCC3 Thr241Met C18067T

Pobl. Gral. C P OR(95%IC) D
N. Frec. N. Frec. N. Frec.
Genotipo 455 207 248
Thr/Thr 190 (0,42) 96 (0,46) 94 (0,38) Ref.
Thr/Met 207 (0,45) 88 (0,43) 119 (0,48) 1,32(0,88-1,98) 0,25
Met/Met 58 (0,13) 23 (0,11) 35 (0,14) 1,55(0,84-2,87) 0,19
Modelo de herencia
Aditivo 1,27(0,95-1,68) 0,10
Thr (C) 587 (0,65) 280(0,68) 307 (0,62)
Met (T) 323 (0,35) 134(0,32) 189 (0.38)  *P=0,07
H-Wy' p=0,92 p=0,75 p=0,89

Se sefialan en negrita los valores que se corresponden a diferencias estadisticamente
significativas (p< 0,05), C: controles. P: pacientes, OR: odds ratio, IC: intervalo de confianza,
N: niimero, H-W y’: equilibrio de Hardy-Weinberg.

El tipo papilar es la variante de cancer diferenciado que se desarrollé con mas
frecuencia en portadores del genotipo variante, pero el caracter de esta incidencia no

alcanz¢ significacion estadistica (Tabla 33).

Tabla 33: Asociacion de Thr241Met con céancer de tiroides estratificado, por tipo de
cancer.

XRCC3 Céncer Papilar Céncer Folicular
Thr241Met
C P OR(®%IC) p P _ OR@%IC) p
207 156 45
Thr/Thr 9% 60 Ref 1 17 Ref. 1
Thr/Met 88 73 1,29(0,82-3,10) 0,95 25 1,47(0.73-2,94) 0,28
Met/Met 23 23 1,54(0,78-3,00) 0,12 4 0,88(0,26-2,94) 0,83

C: controles, P: pacientes, OR: odds ratio, IC: intervalo de confianza.

Finalmente, tampoco se detectaron diferencias en la distribucion de los
genotipos en ninguno de los sexos, aunque el genotipo con el alelo variante se presentd

con mas frecuencia en los pacientes de ambos sexos (Tabla 34).
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Tabla 34: Estudio de asociacion de Thr241Met con cancer de tiroides, estratificado por
género.

XRCC3 Thr241Met

Mujeres  QOR(95%IC) p Hombres  QOR(95%IC) p
c P cC P

Genotipos

Thr/Thr 52 67 Ref. 44 24 Ref.

Thr/Met 56 86 1,15(0,69-1,90) 0,58 32 31 1,72(0,85-3,49) 0,13
Met/Met 13 28 1,61(0,75-3,45) 0,22 10 7 1,33(0,44-3,98) 0,60

Se sefialan en negrita los valores que se corresponden a diferencias estadisticamente
significativos (p< 0,05), C: controles, P: pacientes, OR: odds ratio, IC: intervalo de confianza.

Asimismo, detectamos que las mujeres con el genotipo variante muestran 2,38
(OR, 2,38(0,73-7,69), veces mas riesgo que los hombres, pero sin que esta diferencia

alcance significacion estadistica (p=0,27)

Polimorfismo IVS5-14

En la Tabla 35 se presentan las frecuencias genotipicas y alélicas para el SNP
1VS5-14 de XRCC3 en las poblaciones en estudio. Los genotipos se distribuyen en la
poblacion total de la siguiente manera: 0,56 (4/4), 0,38 (4/G) y 0,06 (G/G), y estas
frecuencias estdn en concordancia con lo obtenido en estudios previos (Kuschel ef al.,
2002; Tranah et al., 2004; Auranen et al., 2005; De Ruyc et al., 2005). Las frecuencias
genotipicas en la poblacion total y control son coherentes con el equilibrio de Hardy-
Weinberg (p= 0,71 y p=0,22, respectivamente); sin embargo, en los pacientes se aprecio
una representacion del genotipo variante por debajo de lo esperado segun el equilibrio

H-W, lo que contribuye a que se detecten valores de p=0,05.

La frecuencia del alelo mutante es 0,27 y 0,23 para controles y pacientes,
respectivamente; el valor del grupo control concuerda con los citados para la poblacion
caucasica (~0,30) (Kuschel et al., 2002; Tranah et al., 2004; Auranen et al., 2005; Li et
al., 2006). No detectamos diferencias significativas entre las frecuencias alélicas de

ambos grupos (p=0,27).
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Tabla 35: Estadistica descriptiva y asociacion de riesgo de /VS5-14 con cancer de

tiroides.
XRCC3 IVS5-14 A17893G
Pobl. Gral. C P OR(95%IC) p
N. Frec. N.  Frec. N. Frec.
Genotipo 455 207 248
AA 255 (0,56) 115 (0,55) 140 (0,56) Ref.
AG 174 (0,38) 74 (0,36) 100 (0,40) 1,20(0,80-1,79) 0,34
GG 26 (0,06) 18 (0,09) 8 (0,03) 0,46(0,19-1,13) 0,08
Modelo de herencia
A/A-A/G 189 (0,91) 240 (0,96) Ref.
G/G 18 (0,09) 8 (0,03) 0,42(0,18-0,95) 0,05
A 684 (0,75) 304 (0,73) 380 (0,62)
G (variante) 226 (0,25) 110(0,27) 116 (0,23) 4 p=0,27
H-Wy° p=0,71 p=0,22 p=0,05

Se serialan en negrita los valores que se corresponden a diferencias estadisticamente
significativas (p< 0,05), C: controles. P: pacientes, OR: odds ratio, IC: intervalo de confianza,
N: niimero, H-W y’: equilibrio de Hardy-Weinberg.

El valor de OR 0,42(0,18-0,95) en el modelo recesivo sugiere un efecto protector

de genotipo variante. Este efecto es significativo para los pacientes con tumor papilar

(OR 0,33(0,10-1,04)), pero no en los del tipo folicular (Tabla 36).

Tabla 36: Asociacion de IVS5-14 con cancer de tiroides, estratificado por tipo de cancer.

Céancer Papilar Cancer Folicular

XRCC3 1IVSS5-14

C P OR@®%IC) p P OR@%IC) p
207 156 46
AA 115 83 Ref 1 25 Ref. 1
AG 7469 1,39(0,89-2,16) 0,14 19 127(0,64-2,53) 0,48
GG 18 4 033(0,10-1,04) 0,05 2 0,53(0,11-2,55) 0,43

Se sefialan en negrita los valores que se corresponden a diferencias estadisticamente
significativas (p< 0,05), C: controles. P: pacientes, OR: odds ratio, IC: intervalo de confianza.

Al estratificar la poblacion por género no detectamos genotipos con diferencias
estadisticas entre pacientes y controles en ninguno de los sexos; aunque, al igual que en
el estudio global, el genotipo homocigoto con el cambio GG fue menos frecuente en los
pacientes. Observamos que ser portador del genotipo A4 y ser mujer incrementd el
riesgo 1,75 veces (OR, 1,75(1,15-2,70), esta interaccion fue significativa (p<0,05)
(Tabla 37).
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Tabla 37: Estudio de asociacion de /VS5-14 con cancer de tiroides, estratificado por
género.

IVS5-14
Mujeres  OR(95%IC) p Hombres  OR(95%IC) p
cC P cC P

Genotipos

AA 73 106 Ref. 49 31 Ref.

AG 39 69 1,29(0,78-2,14) 0,31 35 29 1,12(0,56-2,20) 0,75

GG 9 6 0,51(0,17-1,54) 024 9 2 0,33(0,06-1,69) 0,19

C: controles. P: pacientes, OR: odds ratio, IC: intervalo de confianza.

4.3.2.1 Anélisis de haplotipos de XRCC3

En la Tabla 38 se sefialan los 4 haplotipos posibles para los polimorfismos de
XRCC3. Dos haplotipos acumulan una frecuencia del 76%. Si tomamos el haplotipo 1
como referencia, por su mayor frecuencia, observamos que el haplotipo 3 (GC) se
asoci6 con una reducciéon no significativa del riesgo para el céncer de tiroides
(OR=0,81, 95% IC 0,57-1,16). Este haplotipo contiene el alelo G de IV'S5, que en el

analisis de genotipos, ya ha sido asociado con una reduccion del riesgo.

Tabla 38: Frecuencias haplotipicas de XYRCC3 y asociacion con el cancer de tiroides.

XRCC3
Haplo. IVS5-14  Thr24IMet  pyqc. OR(95%IC) D
A17893G C18067T
1 A C 0,44 Ref.
2 A T 0,32 1,19(0,87-1,62) 0,26
3 G C 0,24 0,81(0,57-1,16) 0,26
4 G T 0,05 1,38(0,72-2,66) 0,32

OR: odds ratio, IC: intervalo de confianza.

Los haplotipos AT y el GT se presentan con mas frecuencia en los pacientes que
en los controles, con valores de ORs de 1,19(0,87-1,62) y 1,38(0,72-2,66), pero sin que
la diferencia alcance significacion estadistica. Sin embargo, cuando comparamos el
haplotipo AT, que incluye los alelos de riesgo de ambos polimorfismos con la
combinacion GC que constituye el haplotipo de menor riesgo, encontramos incrementos

en el valor de OR (3,79(1,35-10,67) que alcanzan valores de significacion (p=0,01).
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El analisis de ligamiento demostro que IVS5 y Thr241Met estan en desequilibrio
de ligamiento (D'=0,92).

4.4 Genotipos de genes relacionados con la sintesis hormonal
del tiroides

4.4.1 Polimorfismos de TG

Polimorfismo Ser734Ala

En la Tabla 39 se presenta la estadistica descriptiva y los resultados del estudio
de asociacion correspondiente al polimorfismo Ser734A4la de TG. El genotipo Ala/Ala
tiene una frecuencia en la poblacion total de 0,20, el Ser/Ala de 0,49 y el Ser/Ser de
0,31. En el grupo control la distribucion es 0,16, 0,49, y 0,35 para estos tres genotipos,
lo que concuerda con lo encontrado en otros estudios con poblaciones caucdasicas (Ban
et al., 2003; Collins et al., 2004; Tomer y Greenberg, 2004a,b; HapMap-CEU). No
hallamos diferencias entre las frecuencias genotipicas observadas y las esperadas en el

equilibrio de Hardy-Weinberg (p=0,88 y p=0,79), ni en controles ni en pacientes.

Tabla 39: Estadistica descriptiva y asociacion de riesgo de Ser734A4la con céancer de
tiroides.

TG Ser734Ala T2200G

Pobl. Gral. C P OR(95%IC) p

N. Frec. N. Frec. N. Frec.
Genotipo 442 203 239
Ser/Ser 136 (0,31) 72 (0,35) 64 (0,27) Ref.
Ser/Ala 216 (0,49) 99 (0,49) 117 (0,49) 1,35(0,86-2,10) 0,19
Ala/Ala 90 (0,20) 32 (0,16) 58 (0,24) 2,34(1,32-4,13) 0,01
Modelo de herencia
Aditivo 1,51(1,14-1,99) 0,01
Ser 488 (0,55) 243 (0,60) 245 (0,51)
Ala 396 (0,45) 163 (0,40) 233 (0,49) v*p=0,01
H-Wy’ p=0,85 p=0,88 p=0,79

Se sefialan en negrita los valores que se corresponden a diferencias estadisticamente
significativas (p< 0,05), C: controles. P: pacientes, OR: odds ratio, IC: intervalo de confianza,
N: niimero, H-W y’: equilibrio de Hardy-Weinberg.

La frecuencias alélicas en los controles (4/a=0,40 y Ser=0,60) estan dentro del

rango descrito para la poblacién caucésica europea (4/a 0,40-0,54) (Hishinuma et al.,
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1999; Ban et al., 2003; Collins et al, 2004; HapMap-CEU). La frecuencia del alelo
variante en los pacientes fue mayor (0,49) que en los controles, lo que hace que se
detecten diferencias entre las frecuencias alélicas de ambos grupos (p=0,01).

La distribucion de los genotipos entre pacientes y controles se diferencia
significativamente (p=0,01) y, tanto en el modelo codominante como en el aditivo, los
mayores valores de ORs se detectaron para el genotipo homocigoto con el cambio
Ala/Ala. Este efecto fue independiente del caracter histologico del carcinoma, ya que
este genotipo incremento la susceptibilidad tanto en la variante folicular con OR de 3,56
(1,35-9,39) y p=0,01, como en la papilar con OR de 2,14(1,14-4,03); y p=0,02) (Tabla
40).

Tabla 40: Asociacion de Ser734Ala con cancer de tiroides, estratificado por tipo de
cancer.

TG Ser734Ala Céancer Papilar Cancer Folicular
cC P OR(95%IC) p P OR(95%IC) p
203 156 46
Ser/Ser 72 41 Ref 1 25 Ref. 1
Ser/Ala 99 72 1,29(0,78-2,13) 0,31 19 1,93(0,83-4,51) 0,13
Ala/Ala 32 36 2,14(1,14-4,03) 0,02 2 3,56(1,35-9,39) 0,01

Se serialan en negrita los valores que se corresponden a diferencias estadisticamente
significativas (p< 0,05), C: controles. P: pacientes, OR: odds ratio, IC: intervalo de confianza.

Al igual que en el estudio global, la distribucién de genotipos en ambos sexos
revela que la sustitucion incrementa los valores de ORs. Pero solo las mujeres exhiben
un incremento con significacion estadistica, OR de 2,65(1,15-6,09) y p asociada de

0,02.

Tabla 41: Estudio, estratificado por género, de la asociacion de Ser734A4la con cancer de
tiroides.

Ser734Ala
Mujeres  OR(95%IC) p Hombres  OR(95%IC) p
cC P cC P
Genotipos
Ser/Ser 43 46 Ref. 29 17 Ref.

Ser/dla 56 89 1,41(0,69-2,90) 034 43 24 1,37(0,64-2,94) 0,41
Ala/dla 18 41 2,65(1,15-6,09) 002 14 17 2,18(0,49-3,21) 0,62

Se sefialan en negrita los valores que se corresponden a diferencias estadisticamente
significativas (p< 0,05), C: controles. P: pacientes, OR: odds ratio, IC: intervalo de confianza.

117



Regultados-

La interaccion del genotipo de riesgo y el sexo tuvo significacion estadistica
con valor p inferior a 0,05, y de OR de 2,06 (1,23-3,45), indicador de que las mujeres
con este genotipo estan mas representadas que los hombres entre los pacientes (Tabla
41).

Polimorfismo Pro778Pro

En la Tabla 42 se muestra la estadistica descriptiva y los resultados del equilibrio

Hardy-Weinberg y del estudio de asociacion del polimofismo Pro778Pro de TG.

La distribucion de genotipos en controles y casos estd en equilibrio de Hardy-
Weinberg (p=0,12 y 0,69, respectivamente). Las frecuencias genotipicas de la poblacion

total coinciden con los encontrados en evaluaciones de este polimorfismo (Ban et al.,

2003; Collins et al., 2004).

Tabla 42: Estadistica descriptiva y asociacion de riesgo de Pro778Pro con cancer de
tiroides.

TG Pro778Pro T2334C

Pobl. Gral. C P OR(95%IC) D

N. Frec. N. Frec. No Frec.
Genotipo 437 205 232
1T 116 (0,27) 64 (0,31) 52 (0,22) Ref.
CT 235 (0,54) 111 (0,54) 120 (0,52) 1,46(0,90-2,28) 0,17
cc 86 (0,20) 30 (0,15) 60 (0,26) 2,76(1,74-5,89) <0,01
Modelo de herencia
Aditivo 1,64(1,23-2,20) <0,01
T 463 (0,53) 239 (0,58) 224 (0,48)
C 411 (0,47) 171 (0,42) 240 (0,52) X2p<0,01
H-Wy’ p=0,21 p=0,12 p=0,69

Se serialan en negrita los valores que se corresponden a diferencias estadisticamente
significativas (p< 0,05), C: controles. P: pacientes, OR: odds ratio, IC: intervalo de confianza,
N: niimero, H-W y’: equilibrio de Hardy-Weinberg.

La frecuencia del alelo variante C es de 0,42 en el grupo control y se
corresponde con la referida para poblaciones caucasicas (0,45) (Hishinuma et al., 1999;
Collins et al, 2004; Tomer y Greenberg, 2004 a,b; HapMap-CEU), y es
significativamente diferente (p<0,01) de la observada en los pacientes (C=0,52).
Apreciamos un incremento del riesgo para los homocigotos con el cambio C/C (OR

2,76 1,23-2,20), tanto en el modelo de herencia codominante como aditivo,
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OR=1,64(1,23-2,20). Este efecto es detectable cuando se analiza la poblacién con
cancer en sus variantes papilar y folicular, pero se alcanza mayor significacion para la

primera de las variantes con valores de p<0,01 y OR=3,10(1,59-6,02) (Tabla 43).

Tabla 43: Asociacion de Pro778Pro con cancer de tiroides, estratificado por tipo de
cancer.

TG Pro778Pro Céancer Papilar Céancer Folicular
cC P OR(95%CI) p P OR(95%CI) p
203 144 42
T 64 29 Ref 1 9 Ref. 1
CT 111 75 1,59(0,93-2,74) 0,08 20 1,43(0,61-3,36) 0,42
cC 30 40 3,10(1,59-6,02) <0,01 13 3,17(1,20-8,36) 0,02

Se serialan en negrita los valores que se corresponden a diferencias estadisticamente
significativas (p< 0,05), C: controles. P: pacientes, OR: odds ratio, IC: intervalo de confianza.

Tabla 44: Estudio, estratificado por género, de la asociacion de Pro778Pro con cancer
de tiroides.

Pro778Pro
Mujeres  OR(95%IC) p Hombres  OR(95%IC) p
C P C P
Genotipos
T 41 36 Ref. 23 14 Ref.
Cr 60 93 1,82(1,04-2,80) 0,05 51 24 0,83(0,69-3,44) 0,28
cC 20 43 2,65(1,31-5,31) 0,04 10 17 2,88(0,38-3,18) 0,05

Se sefialan en negrita los valores que se corresponden a diferencias estadisticamente
significativas (p< 0,05), C: controles. P: pacientes, OR: odds ratio, IC: intervalo de confianza.

En la Tabla 44, se presentan los resultados del andlisis estratificado por géneros.
Se observa que la distribucion de genotipos varié mds entre pacientes y controles de
ambos sexos. El alelo variante C en homo y en heterocigosis rindié valores de ORs de
1,82(1,04-2,80) y 2,65(1,31-5,31) para uno y otro genotipo en mujeres, con diferencias
significativas (p<0,05). Los hombres s6lo tuvieron incremento de riesgo asociado al
genotipo homocigoto variante 2,88(0,38-3,18), p=0,05. La interaccion del genotipo con
el sexo resultd en una OR de 2,40 (1,29-3,56) con p menor de 0,05, lo que permite
interpretar que las mujeres con genotipo C/C tienen mas riesgo que los hombres con

igual genotipo.
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Polimorfismo Met1027Val

En la Tabla 45 se resume la distribucion de los genotipos correspondientes al
SNP del codén 1027 de 7G. En la poblacion general y control ésta se ajusta a lo
publicado en la literatura para poblaciones caucdasicas (Ban et al., 2003; Collins et al.,
2004); sin embargo, en los controles la frecuencia del genotipo homocigoto con el
cambio es ligeramente inferior a la descrita por Collins y colaboradores para
poblaciones inglesas (0,18 vs. 0,22) (Collins et al., 2004). Las frecuencias genotipicas

estan en equilibrio de Hardy-Weinberg en todos los grupos.

Tabla 45: Estadistica descriptiva y asociacion de riesgo de Met1027Val con céncer de
tiroides.

TG Met1027Val A3082G

Pobl. Gral. C P OR(95%IC) D

N. Frec. N. Frec. N. Frec.
Genotipo 447 204 243
Met/Met 131 (0,29) 69 (0,34) 62 (0,26) Ref.
Met/Val 223 (0,50) 99 (0,48) 124 (0,51) 1,51(0,96-2,37) 0,07
Val/Val 93 (0,21) 36 (0,18) 57 (0,23) 1,98(1,13-3,48) 0,01
Modelo de herencia
Aditivo 1,42(1,07-1,87) 0,01
Met 485 (0,54)  237(0,58) 248 (0,51)
Val (variante) 409 (0,46) 171(0,42) 238 (0,49) ¥ p=0,03
H-W y’ p=1 p=1 p=0.8

Se sefialan en negrita los valores que se corresponden a diferencias estadisticamente
significativas (p< 0,05), C: controles. P: pacientes, OR: odds ratio, IC: intervalo de
confianza, N: niimero, H-W y’: equilibrio de Hardy-Weinberg.

Para el alelo variante Val la frecuencia es de 0,42 en los controles y de 0,49 en
los pacientes, valores que concuerdan con los publicados para los europeos, aunque son
mas bajos que la frecuencia de los caucasicos que residen en Estados Unidos
(Hishinuma et al., 1999; Ban et al., 2003; Tomer y Greenberg, 2004 a,b). Hay que tener
en cuenta que las frecuencias de los polimorfismos pueden variar no solo entre etnias,
sino también entre regiones geograficas (Hishinuma et al, 1999; Marth et al., 2004;
HapMap-CEU). Las frecuencias alélicas entre pacientes y controles se diferencian con
significacion estadistica (p=0,03). La proporcion de individuos homocigotos con el

cambio Val/Val es mayor en pacientes que en controles (0,23 vs. 0,18) con una OR de
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1,98(1,13-3,48) y p=0,01, lo que sugiere un incremento del riesgo para el genotipo con
el alelo variante.

El anélisis de regresion logistica aplicado a la poblacion con cancer papilar y
folicular indica que, aunque el genotipo homocigoto con el cambio se mantiene mas
representado en individuos aquejados de ambos tipos de cancer, la susceptibilidad so6lo
es significativa para el cancer papilar con OR=1,86(0,99-3,47) y p asociada de 0,05
(Tabla 46).

Tabla 46: Asociacion de Met1027Val con cancer de tiroides, estratificado por tipo de
cancer.

TG Metl027Val Céancer Papilar Cancer Folicular
cC P OR(95%IC) p P OR(95%IC) p
203 152 45
Met/Met 69 39 Ref 1 10 Ref. 1
Met/Val 99 77 1,47(0,89-2,43) 0,14 24 1,87(0,83-4,21) 0,13
Val/Val 36 36 1,86(0,99-347) 0,05 11 2,27(0,87-5,94) 0,10

Se serialan en negrita los valores que se corresponden a diferencias estadisticamente
significativas (p< 0,05), C: controles. P: pacientes, OR: odds ratio, IC: intervalo de confianza.

Los resultados del andlisis de regresion, estratificado por sexos, para este
polimorfismo se resumen en la Tabla 47. La distribucion de genotipos varid entre
pacientes y controles de ambos sexos, pero sélo en las mujeres los genotipos
heterocigoto y homocigoto tuvieron ORs de 1,83(1,07-3,15) y 2,43(1,05-5,58) con
incrementos significativos de riesgo (p=0,05 y 0,04, respectivamente). Se observo que
ser del sexo femenino y portar el genotipo Val/Val incrementa significativamente el

riesgo 2,07 veces (OR=2,07(1,25-3,40) en relacion a los hombres con igual genotipo.

Tabla 47: Estudio, estratificado por género, de la asociacion de Met1027Val con cancer
de tiroides.

Met1027Val
Mujeres  OR(95%IC) p Hombres  OR(95%IC) p
cC P cC P
Genotipos
Met/Met 45 44 Ref. 24 16 Ref.

Met/Val 53 93 1,83(1,07-3,15) 0,05 46 29 0,99(0,60-2,83) 0,49
Val/Val 21 40 2,43(1,05-5,58) 0,04 15 16 1,83(0,69-4,81) 0,22
Se seiialan en negrita los valores que se corresponden a diferencias estadisticamente

significativas (p< 0,05), C: controles. P: pacientes, OR: odds ratio, IC: intervalo de
confianza.
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Polimorfismo Arg1980Trp

Los resultados tabulados del ultimo polimorfismo estudiado del gen TG
(Arg1980Trp) revelan que las frecuencias de los genotipos homocigotos normal,
heterocigoto y variante (0,27:0,55:0,19) se ajustan a lo publicado para los caucasicos
(0,29:0,47:0,22) (Ban et al., 2003; Collins et al., 2004; Tomer y Greenberg, 2004a,b) y
es muy diferente a las frecuencias encontradas en los asiaticos (0,05:0,35:0,61) (Ban et
al., 2004). Sin embargo, en los controles (0,36:0,46:0,18) la frecuencia de homocigotos
sin cambio es mayor a costa de una menor proporcion de heterocigotos. En este
polimorfismo, las frecuencias genotipicas se encuentran en equilibrio Hardy-Weinberg
en la poblacion control (p=0,56), pero no es asi en la poblacion total, ni en los pacientes
(0,18:0,62:0,19) como consecuencia de que, en estos Ultimos, se observa mayor niumero

de heterocigotos que lo esperado (p<0,01).

La frecuencia alélica de 0,46 para el alelo variante 77p en la poblacion total es
similar a las obtenidas en otros estudios epidemiologicos (Ban et al., 2003; Collins et
al., 2004; HapMap-CEU); sin embargo, esta frecuencia fue ligeramente mas baja en los
controles (0,41) lo cual era de suponer por el comentado descenso en el numero de
heterocigotos. Por el contrario, esta frecuencia fue mas alta en los pacientes lo que hace

que existan diferencias significativas (p<0,01) entre los grupos.

Tabla 48: Estadistica descriptiva y asociacion de riesgo de Arg/980Trp con cancer de
tiroides.

TG Argl980Trp
Paobl. Gral. C P OR(95%IC) p
N. Frec. N. Frec N. Frec.
Genotipo 442 204 238
Arg/Arg 118 (0,27) 74 (0,36) 44 (0,18) Ref.
Arg/Trp 242 (0,55) 94 (0.46) 148 (0,62) 2,44 (1,53-3,88) <0,01
Trp/Trp 82 (0,19) 36 (0,18) 46 (0,19) 2,10(1,16-3,80) 0,01
Modelo de herencia
Arg/Arg 74 (36,3) 44 (8,90) Ref.
Arg/Trp+ Trp/Trp 130 (63,7) 189 (81,1) 2,35(1,50-3,66) <0,01
Arg 478 (0,54) 242(0,59) 236 (0,50)
Trp (Variante) 406 (0,46) 166 (0,41) 240 (0,50) v’ p<0,01
H-Wy’ p<0,01 p=0,56 p<0,01

Se serialan en negrita los valores que se corresponden a diferencias estadisticamente
significativas (p< 0,05), C: controles. P: pacientes, OR: odds ratio, IC: intervalo de confianza,
N: niimero, H-W y: equilibrio de Hardy-Weinberg.
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En la distribucién de los genotipos también apreciamos diferencias de caracter
significativo. Los genotipos con el cambio, ya sea en heterocigosis o en homocigosis,
estuvo significativamente mas representado en los pacientes con cancer de tiroides con
OR de 2,44 (1,53-3,88) y 2,10 (1,16-3,80). El modelo de herencia que se ajusté mejor
fue el dominante con OR de 2,35 (1,50-3,66) y valores de p altamente significativos.

Seglin se aprecia en la Tabla 49, el cambio de base incrementd la susceptibilidad
a desarrollar cualquiera de los dos tipos de cancer diferenciados; pero, en el caso del
cancer folicular, el efecto sélo se detectd en los homocigotos mutantes. Sin embargo, el
riesgo para el cancer papilar fue significativo en cualquiera de los genotipos que al

menos tuvieran un alelo con el cambio.

Tabla 49: Asociacion de Argl980Trp con cancer de tiroides, estratificado por tipo de
cancer.

TG Arg1980Trp Cancer Papilar Cancer Folicular
C P OR(95%IC) p P OR(95%IC) P
203 148 44
Arg/Arg 74 28 Ref 1 11 Ref. 1
Arg/Trp 94 95 2,57(1,52-4,36) <0,01 21 1,34(0,59-3,02) 0,47
Trp/Trp 36 25 220(1,10-439) 0,02 12 235(0,92-6,00) 0,05

Se serialan en negrita los valores que se corresponden a diferencias estadisticamente
significativas (p< 0,05), C: controles. P: pacientes, OR: odds ratio, IC: intervalo de confianza.

Tabla 50: Estudio estratificado por género, de la asociacion de Arg/980Trp con cancer
de tiroides.

Argl980Trp
Mujeres  OR(95%IC)  p Hombres — OR(95%]C) p
cC P cC P
Genotipos
Arg/Arg 42 31 Ref. 32 13 Ref.

Arg/Trp 55 113 2,67(1,51-4,74) <0,01 39 32 1,99(0,89-4,44) 0,09
Trp/Trp 21 32 2,10(1,01-436) 004 15 12 2,05(0,75-5,60) 0,15

Se serialan en negrita los valores que se corresponden a diferencias estadisticamente
significativas (p< 0,05), C: controles. P: pacientes, OR: odds ratio, IC: intervalo de confianza.

El estudio estratificado por género muestra que la distribuciéon de genotipos
vari6 entre controles y pacientes en ambos sexos. S6lo en las mujeres, los valores de OR

de 2,67(1,51-4,74) y 2,10(1,01-4,36), en heterocigotos y homocigotos con el cambio, se
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asociaron a p significativas (<0,01 y de 0,04, respectivamente). La asociacion del sexo
con el riesgo fue significativa; asi, una OR de 2,00(1,21-3,32) y p inferior a 0,05 explica

el predominio de mujeres con el genotipo de riesgo entre los pacientes (Tabla 50).

4.4.1.1 Andlisis de haplotipos de TG

En la Tabla 51 se muestra que de las 16 combinaciones (2", n=4; n=nimero de
polimorfismos) de alelos posibles sélo se observan 11. Los cuatro primeros haplotipos
acumulan una frecuencia del 86%. Los haplotipos raros (con frecuencia inferior al 1%.)
se agruparon en una categoria. Al comparar respecto al haplotipo 1, que es el mas
frecuente, observamos que existen diferencias con significacion estadistica para los
haplotipos 2, 3, 4 y 9. Dichas combinaciones estdn mas representadas en los pacientes
que en los controles. El haplotipo 4 con valor de OR de 3,03 (1,82-5,02) es el que tiene

la p asociada de menor valor (0,0001), y es el que incluye los 4 alelos variantes.

Tabla 51: Frecuencias haplotipicas de 7G y asociacion con el cancer de tiroides.

TG
Ser734Ala  Pro778Pro Met1027Val Argl980Tr,
Hapl. (T/G) (T/C) (A/G) g(C/T) P Frec. OR(®%%IC)  p
1 T T A C 0,24 Ref. --
2 T T A T 023 2,10(1,21-3,63) 0,008
3 G C G C 0,22 2,27(1,31-3,96) 0,004
4 G C G T 0,17 3,03(1,82-5,02) 0,000
5 T C A C 0,03  2,29(0,83-6,27) 0,11
6 T C G C 0,02 0,82(0,27-2,54) 0,74
7 T T G T 0,02 2,15(0,98-4,732 0,09
8 G T A T 0,02 1,89(0,86-4,128 0,12
9 T C A T 0,01 8,38(1,28-54,6) 0,03
10 G T G T 0,01 5,99(0,58-61,7) 0,13
11 G C A C 0,01 2,20(0,50-8,30) 0,25
raros 0,02 2,44(0,61-9,69) 0,21

Se sefialan en negrita los valores que se corresponden a diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05), OR: odds ratio, IC: intervalo de confianza.

El haplotipo 3 con una OR=2,27(1,31-3,96) y un valor de p de 0,004 se
diferencia significativamente del de referencia por presentar los alelos variantes de los
SNPs de los exones 10 y 12. Le sigue en valor de OR vy significacion el haplotipo 2
(2,10(1,21-3,63); p=0,008), el cual sélo varia respecto al 1 por la presencia del alelo
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variante del exon 33. Por ultimo, el haplotipo 9, que también esta mas representado en
los pacientes con significacion estadistica, se distingue por presentar tanto el alelo
variante de Argl/980Trp del exén 33, como el del Pro778Pro del exon 10. Los alelos
mutados de los otros polimorfismos cuando se combinaron con el del ex6n 33 también
incrementaron las ORs (haplotipos 7 y 8).

El anélisis de ligamiento di6 por resultado que los dos polimorfismos del exon
10 estdn en desequilibrio con un valor de D'=0,82 y que estos a su vez estan ligados
con el SNP del exdén 12. Asi, Pro778Pro lo estd con un valor de D'=0,81 y Ser734Ala

con una D'=0,86.

4.4.2. Polimorfismos de TSHR

Polimorfismo Pro52Thr

En la Tabla 52 se presentan las frecuencias genotipicas y alélicas para el SNP
Pro52Thr de TSHR en las poblaciones estudiadas. Los genotipos se distribuyen en la
poblacion total de la siguiente manera: 0,92 (Pro/Pro), 0,06 (Pro/Thr)y 0,02 (Thr/Thr),
y estos valores estan en concordancia con lo observado en otros estudios (Kaczur et al.,
2000; Chou et al., 2002; Peeters et al., 2003; Matakidou et al., 2004). Sin embargo,
detectamos menos heterocigotos que los encontrados por Chistiakov ef al. en la
poblacion moscovita (Chistiakov et al, 2000). En los controles, las frecuencias
genotipicas se ajustaron a lo esperado en el equilibrio de Hardy-Weinberg (p=0,26), no
siendo asi en la poblacion total y en la poblacion con cancer, donde se observan valores
de p inferiores a 0,01, en ambos casos. Este desequilibrio en los pacientes se debid a una

representacion superior a lo esperado del genotipo con el alelo variante.

La frecuencia del alelo mutante 74r es de 0,04 y 0,05 para controles y pacientes,
respectivamente, y estos valores coinciden con los hallados en otros estudios sobre este
SNP (Simanainen, et al., 1999; Kaczur et al., 2000; Chou et al., 2002; Peeters et al.,
2003; Matakidou et al., 2004), sin que se detecten diferencias significativas entre las

frecuencias alélicas (p= 0,34).

Se aprecian incrementos en el valor de las ORs para el genotipo homocigoto
para el cambio, tanto en el modelo codominante 4,10(0,48-34,59) como en el recesivo
4,14(0,49-35,10), pero sin alcanzar significacion estadistica. Igual efecto sin

significacion se observo para los individuos con cancer papilar; en cambio, no se
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detect6 ningun individuo con este genotipo en los aquejados de cancer folicular (Tabla

53).

Tabla 52: Estadistica descriptiva y asociacién de riesgo de Pro52Thr con cancer de
tiroides.

TSHR Pro52Thr C253A
Pobl. Gral. C P OR(95%IC) D
N. Frec. N. Frec. N. Frec.
Genotipo 442 204 238
Pro/Pro 408 (0,92) 189 (0,93) 219 (0,92) Ref.
Pro/Thr 27 (0,06) 14 (0,07) 13 (0,05) 0,81(0,36-1,82) 0,61
Thr/Thr 7 (0,02) 1 (0,000 6 (0,03) 4,10(0,48-34,59) 0,20
Modelo de herencia
Pro/Pro+ Pro/Thr 203 (0,99) 232 (0,96) Ref.
Thr/Thr 1 (0,000 6 (0,03) 4,14(0,49-35,10) 0,13
Pro 843 (0,95) 392 (0,96) 451 (0,95)
Thr (Variante) 44 (0,05) 16 (0,04) 25 (0,05) X2p= 0,34
H-Wy p<0,01 p=0,26 p<0,01

Se serialan en negrita los valores que se corresponden a diferencias estadisticamente
significativas (p< 0,05), C: controles. P: pacientes, OR: odds ratio, IC: intervalo de confianza,
N: niimero, H-W y’: equilibrio de Hardy-Weinberg.

Tabla 53: Estudio de la asociacién de Pro52Thr con céncer de tiroides, estratificado por
tipo de cancer.

TSHR Pro52Thr Cancer Papilar Cancer Folicular
C P OR(95%IC) p P OR(95%IC) p
204 149 43
Pro/Pro 189 139 Ref. 1 38 Ref. 1
Pro/Thr 14 7 068(026-1,77) 044 5 1,31(0,48-3,61) 0,60
Thr/Thr 1 3 3,45(0,34-34,79) 0,29 0 -- --

C: controles. P: pacientes, OR: odds ratio, IC: intervalo de confianza.

En el estudio estratificado por sexos no se calcular la OR, para el genotipo
homocigoto para el cambio, por no disponer de ningin paciente hombre, ni ninguna
mujer control, con este genotipo. Asi, todas las mujeres portadoras del genotipo
Thr/Thr pertenecen al grupo con cancer. A su vez, no apreciamos diferencias en los

valores de OR en el genotipo heterocigoto en ninguno de los sexos (Tabla 54).
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Tabla 54: Estudio, estratificado por género, de la asociacion de Pro52Thr con cancer de
tiroides.

Pro52Thr
Mujeres  OR(95%IC) p Hombres  OR(95%IC) p
C P C P
Genotipos
Pro/Pro 109 158 Ref. 80 56 Ref.
Pro/Thr 9 10 0,75(0,14-3,82) 0,73 5 3 0,86(0,19-3,78) 0,85
Thr/Thr 0 6 -- -- 1 0 --

C: controles. P: pacientes, OR: odds ratio, IC: intervalo de confianza.

Polimorfismo Asp727Glu

Los resultados de frecuencias alélicas, genotipos y estudio de asociacion se
presentan para el polimorfismo Asp727Glu en la Tabla 55. Apreciamos distribuciones
genotipicas muy similares a las descritas para poblaciones europeas (Chistiakov et al.,
2002; Matakidou et al., 2004; HapMapCEU ss2903573), y concordantes con lo
esperado en el equilibrio de Hardy-Weinberg.

Tabla 55: Estadistica descriptiva y asociacion de riesgo de Asp727Glu con cancer de
tiroides.

Asp727Glu C2281G
Pobl. Gral C P OR(95%IC) D
N. Frec. N. Frec. N. Frec.
Genotipo 447 204 238
Asp/Asp 385 (0,86) 171 (0,84) 214 (0,88) Ref.
Asp/Glu 57 (0,13) 30 (0,15) 27 (0,11) 0,76(0,41-1,35) 0,25
Glu/Glu 5 (0,01) 2 (0,01) 3 (0,01) 1,42(0,22-8,88) 0,72
Modelo de herencia
sobredominante 173 (0,85) 217 (0,89) Ref.
30 (0,15) 27 (0,11) 0,76(0,43-1,35) 0,34
Asp 827 (0,93) 372 (0,92) 455 (0,93)  ¥*p=0,36
Glu (variante) 67 (0,07) 34 (0,08) 33 (0,07)
H-Wy’ p=0,09 p=0,63 p=0,08

C: controles. P: pacientes, OR: odds ratio, IC: intervalo de confianza, N: numero, H-W )(2:
equilibrio de Hardy-Weinberg.

La frecuencia del alelo variante Glu fue de 0,08 y 0,07 en controles y pacientes,
respectivamente, y se aviene a lo encontrado para caucdasicos (Chistiakov et al., 2002;

Peeters et al., 2003, Matakidou et al., 2004, HapMap CEU ss2903573). Las frecuencias
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alélicas no se diferenciaron significativamente, entre pacientes y controles (p=0,36). No
hallamos diferencias en la distribucion de genotipos entre los controles y los pacientes
con cancer, ni en el modelo codominante ni en el sobredominante. Esta falta de
significacion estadistica se observa, incluso, entre los controles y los pacientes
portadores de una u otra variante (papilar y folicular) de cancer no medular diferenciado

(Tabla 56).

Tabla 56: Estudio de la asociacion de Asp727Glu con cancer de tiroides estratificado
por tipo de céncer.

TSHR Asp727Glu Cancer Papilar Cancer Folicular
C P OR(9%%IC) P  OR(95%IC) D
203 149 43
Asp/Asp 171 131 Ref. 1 39 Ref. 1
Asp/Glu 30 20 0,84(0,45-1,56) 0,58 3 0,40(0,11-1,41) 0,15
Glu/Glu 2 2 141(0,19-10,53) 0,74 1 1,60(0,12-20,73) 0,72

C: controles. P: pacientes, OR: odds ratio, IC: intervalo de confianza.

Finalmente, en el estudio estratificado por género no apreciamos diferencias en
la distribucidén de genotipos entre controles y pacientes en uno y otro sexo. Aunque se
detect6d que ser mujer portadora del genotipo Glu/Glu tiene 1,44 mas riesgo que para los
hombres con este genotipo (OR=1,44(0,53-5,00). La interaccion entre sexo y riesgo no

es significativa (p=0,77).

Tabla 57: Estudio, estratificado por género, de la asociacion de Asp727Glu con cancer
de tiroides.

Asp727Glu
Mujeres  OR(95%IC) p Hombres  OR(95%IC) p
cC P cC P
Genotipos
Asp/Asp 99 155 Ref. 72 54 Ref.

Asp/Glu 18 22 0,83(0,42-1,65) 0,60 12 5 0,59(0,19-1,80) 0,36
Glu/Glu 1 2 1,10(0,09-12,33) 0,94 1 1 1,61(0,09-27,12) 0,74

C: controles. P: pacientes, OR: odds ratio, IC: intervalo de confianza.
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4.4.2.1 Andlisis de haplotipos de TSHR
Al hacer el andlisis de los haplotipos, so6lo detectamos 3 de los 4 posibles,

abarcando el primero de ellos el 88% de los casos, segtn se aprecia en la Tabla 58.

Tabla 58: Frecuencias haplotipicas de 7SHR y asociacién con el cancer de tiroides.

TSHR
Hap. Pro52Thr  Asp727Glu Frec,  OR(95%IC) p
(CIA) (CIG)
1 C C 0,88 1,00
2 C G 0,07 0,86(0,52-1,43) 0,56
3 A C 0,04 1,19(0,65-2,17) 0,58
raros 0,00 1,29(1,26-1,31) <0,01

Se serialan en negrita los valores que se corresponden a diferencias estadisticamente
significativas (p< 0,05), C: controles. P: pacientes, OR: odds ratio, IC: intervalo de confianza.

Los haplotipos 2 y 3 presentan valores de ORs de 0,86(0,52 -1,43) y de
1,19(0,65 -2,17), que no se diferencian significativamente (p=0,56 y 0,58) respecto al
haplotipo de referencia. La asociacion inversa del segundo haplotipo y la positiva del
tercero es coherente con lo observado en el estudio de asociacion de los genotipos
individuales, donde el genotipo variante G/u/Glu tuvo valores de OR por debajo de la
unidad y el genotipo variante Thr/Thr mayores que la unidad. No detectamos el
haplotipo que contiene los dos alelos variantes. Ambos polimorfismos no estan ligados
puesto que el analisis de ligamiento detecté una D" con valor de 0,28.

De manera global, los resultados obtenidos con el gen 7SHR indican que los

polimorfismos estudiados no estdn implicados en la carcinogénesis del tiroides.

4.5 Genotipos de genes relacionados con el ciclo celular

4.5.1. Polimorfismo de PTPRJ
En la Tabla 59 se resumen las frecuencias genotipicas, alélicas y los resultados
del analisis de asociacion, y del equilibrio de Hardy-Weinberg, para el polimorfismo

Asp872Glu del gen PTPRJ.

La distribucion de genotipos 0,27 (4Asp/Asp), 0,57 (Asp/Glu) y 0,15 (Glu/Glu),
observada en la poblacion total esta en concordancia con lo obtenido en otros estudios

con poblaciones caucasicas europeas 0,21 (4Asp/Asp), 0,66 (Asp/Glu) y 0,13 (Glu/Glu),
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(AFD_EUR_PANEL ss24698066). Sin embargo, la poblacion general no esta en
equilibrio de Hardy-Weiberg (p=8x10™*) como consecuencia de que el genotipo variante
en los pacientes tiene un valor por debajo de lo esperado segtn el equilibrio. La
frecuencia del alelo variante Glu fue de 0,45 y 0,43 para controles y pacientes y se
corresponde con la citada para europeos (~0,45) (Iuliano et al., 2004), aunque esta por
encima de la referida para poblaciones britanicas (0,28) (Lesueur et al., 2005). No se
han encontrado diferencias significativas entre las frecuencias alélicas de controles y de

pacientes (p=0,49).

Tabla 59: Estadistica descriptiva y estudio de asociacién de PTPRJ con el cancer de
tiroides.

PTPRJ Asp872Glu C2965G

Pobl. Gral. C P OR(95%IC) p
N. Frec. N. Frec. N. Frec.
Genotipo 447 204 238
Asp/Asp 124 (0,27) 56 (0,27) 68 (0,28) Ref.
Asp/Glu 258 (0,57) 114 (0,55) 144 (0,59) 1,03 (0,66-1,60) 0,25
Glu/Glu 69 (0,15 36 (0,17) 33 (0,13) 0,72 (0,39-1,33) 0,72
Modelo de herencia
Asp/Asp+ Asp/Glu 170 (0,83) 207 (0,86) Ref.
Glu/Glu 36 (0,18) 33 (0,14) 0,71(0,42-1,20) 0,20
Asp 506 (0,56) 226 (0,55) 280 (0,57)
Glu (variante) 396 (0,44) 186 (0,45) 210 (0,43) v p=0,49
H-W ¥’ p=8x10" p=0,12 p=0,002

C: controles. P: pacientes, OR: odds ratio, IC: intervalo de confianza, N: numero, H-W )(2:
equilibrio de Hardy-Weinberg.

El genotipo homocigoto Asp/Asp fue mdas frecuente en pacientes que en
controles. La disminucion del valor de OR, 0,72 (0,39-1,33) y 0,71 (0,42-1,20) asociado
al cambio de Asp por Glu no alcanz6 significacion estadistica, ni en el modelo

codominante ni el recesivo, con valores de 0,72 y 0,20, respectivamente.

El genotipo homocigoto variante estuvo menos representado en los pacientes
afectados tanto por cancer papilar (OR, 0,64(0,31-1,30) como folicular (OR, 0,57(0,20-
1,63); de hecho, la presencia de un tnico alelo G/u disminuyd el riesgo para cualquiera
de estos carcinomas, aunque estos efectos no alcanzaron significacion estadistica (Tabla

60).
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Tabla 60: Estudio de la asociacion de Asp872Glu con céancer de tiroides, estratificado
por tipo de céancer.

PTPRj Asp872Glu Cancer Papilar Cancer Folicular
C P OR(9%IC) p P OR(95%IC) P
203 153 46
Asp/Asp 56 43 Ref 1 16 Ref. 1
Asp/Glu 114 91 0,90(0,54-1,47) 0,68 24 0,62(0,30-1,30) 0,21
Glu/Glu 36_19 0,64(0,31-1,30) 022 6  0,57(0,20-1,63) 0,29

C: controles. P: pacientes, OR: odds ratio, IC: intervalo de confianza.

Tabla 61: Estudio, estratificado por género, de la asociacion de Asp872Glu con cancer
de tiroides.

Asp872Glu
Mujeres  OR(95%]C) p  Hombres  OR(95%IC) p
C P C P
Genotipos
Asp/Asp 29 50 Ref. 27 16 Ref.

Asp/Glu 66 107 1,00,57-1,75) 0,99 34 48 1,12(0,52-2,43) 0,76
G/Glu 26 23 052(024-1,07) 005 10 10 1,62(0,55-4,77) 0,38

Se sefialan en negrita los valores que se corresponden a diferencias estadisticamente
significativas (p< 0,05), C: controles. P: pacientes, OR: odds ratio, IC: intervalo de
confianza.

En la Tabla 61 se aprecia que la sustitucion por el alelo Glu tiene un efecto
protector significativo en las mujeres, con OR 0,52(0,24-1,07), mientras que en los
hombres no se observo el efecto protector de la sustitucion con un valor de OR
(1,62(0,55-4,77), p=0,38). El anélisis de la interaccion genotipo sexo muestra que las
mujeres portadoras de genotipos con el alelo de riesgo Asp en homo o heterocigosis
tienen 2,08 veces mas riesgo que los hombres con similar condicidon genotipica,

OR=2,08(1,31-3,33), y esta diferencia alcanz¢ significacion estadistica (p<0,05).

4.6 Interacciones entre polimorfismos de distintos genes

Si interesante es conocer como los polimorfismos por si solos afectan a la
susceptibilidad al céncer, no lo es menos estudiar el efecto de la combinacion de
polimorfismos de varios genes sobre el riesgo. Por ello, a sabiendas de que contar con

458 individuos pudiese limitar el poder estadistico del andlisis, nos parecid interesante
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evaluar la interaccion entre polimorfismos de los genes de reparacion estudiados:
XRCCI, XRCC2, XRCC3 y OGGI entre si, asi como de estos con genes de
metabolizacion de fase II: Glutation S transferasa (GST) y N acetil transferasa (NAT-2).

4.6.1 Interaccion entre genes de reparacion

Nuestros primeros andlisis de interaccion se realizaron entre genes que codifican
para enzimas coparticipes en la misma via reparadora. Asi, evaluamos las interacciones
de los genotipos de riesgo de XRCC! y de OGGI como miembros del mecanismo de
reparacion de roturas de simple cadena.

En la Tabla 62 se aprecia que la combinacion 3994rg/326Cys incremento el
valor de OR, 1,88(0,42-8,40) respecto a los de los polimorfismos por separado (1,12 y
1,17, respectivamente) pero sin ser significativa la asociacion con el riesgo (p=0,40). La
combinacion 280His/326Cys mostrd una relacion inversa, OR de 0,81(0,15-4,25) con el
riesgo, sin significacion estadistica (p=0,81) Por el contrario, la combinacion

194A4rg/326Cys incrementd la OR, 2,60(0,77-8,76), con un valor de p de 0,07.

Tabla 62: Interaccion entre polimorfismos de OGGI y XRCCI.

OGG]I Ser326Cys XRCCI C P OR(95%IC) p
Arg399Gin

Ser/Ser GIn/Gln 18 22 Ref.

Cys/Cys Arg/Arg 3 8 1,88(0,42-8,40) 0,40
Arg280His

Ser/Ser Arg/Arg 119 137 Ref.

Cys/Cys Arg/His 3 3 0,81(0,15-4,25) 0,81
Argl94Trp

Ser/Ser Arg/Trp 14 11 Ref.

Cys/Cys Arg/Arg 7 16 2,60(0,77-8,76) 0,07

C: controles. P: pacientes, OR: odds ratio, IC: intervalo de confianza.

En la Tabla 63 se muestran los resultados de la interaccién entre genes de
reparacion del mecanismo BER y del de RH. Aunque, algunas combinaciones no
pudieron ser evaluadas por no contar con suficientes individuos, apreciamos que la
combinacion del genotipo 280His/His de XRCC1 'y A/AIVS5-14 de XRCC3 se presentod
con mas frecuencia entre los pacientes, con valor de OR=3,46 (1,17-0,18) y p=0,02;
igualmente, la combinacion que implica el genotipo 1944rg/Trp y 241Met/Met de
XRCC3 con OR=5,69 (1,39-3,27), se asoci6 con el riesgo, con valor de p de 0,02.
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Tabla 63: Interaccion de polimorfismos de XRCC/ con los de XRCC2 y XRCC3.

XRCC2 XRCCI1 C P OR(95%IC) p

Argl88His Arg399Gin

His/His GIn/Gln 2 0 Ref.

Arg/Arg Arg/Arg 71 85 -
Arg280His

His/His Arg/Arg 5 1 Ref.

Arg/Arg Arg/His 18 32 1,31(0,20-8,61) 0,77
Argl94Trp

His/His Arg/Trp 2 0 Ref.

Arg/Arg Arg/Arg 151 190 --

XRCC3 XRCC1

Thr241Met Arg399Gin

Thr/Thr Gin/Gln 10 15 Ref.

Met/Met Arg/Arg 9 15 1,06(0,32-3,45) 0,93
Arg280His

Thr/Thr Arg/Arg 88 76 Ref.

Met/Met Arg/His 6 7 1,09(0,34-3,48) 0,88
Argl194Trp

Thr/Thr Arg/Trp 11 3 Ref.

Met/Met Arg/Arg 22 34  5,69(1,39-3,27) 0,02

1VS5-14 XRCC1
Arg399Gin

G/G GIn/Gln 1 1 Ref.

A/A Arg/Arg 53 67  0,97(0,05-7,05) 0,98
Arg280His

G/G Arg/Arg 18 7 Ref.

A/A Arg/His 17 32 3,46(1,17-0,18) 0,02
Argl94Trp

G/G Arg/Trp 3 0 Ref.

A/A Arg/Arg 104 133 --

Se serialan en negrita los valores que se corresponden a diferencias estadisticamente
significativas (p< 0,05), C: controles. P: pacientes, OR: odds ratio, IC: intervalo de confianza.

Finalmente evaluamos las interacciones de los polimorfismos de los genes del
mecanimo de reparacion RH y de estos con el de OGGI. No fue posible calcular las
ORs para las interacciones de los polimorfismos de XRCC3 y XRCC2 por no disponer
de pacientes con el genotipo doble variante para Argl88His y Thr241Met. Asimismo,
debido a la baja frecuencia del alelo variante en ambos polimorfismos, no se detectaron
portadores con el genotipo homocigoto variante de ArgI88His y IVS5-14, ni en

controles ni en pacientes.
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Tabla 64: Interaccion entre polimorfismos de XRCC2 y XRCC3 y de estos con OGG].

XRCC2 XRCC3 C P OR(95%IC) p

Argl88His Thr241Met

His/His Thr/Thr 5 0 Ref.

Arg/Arg Met/Met 14 27 -
1VS5-14

His/His G/G 0 0 Ref.

Arg/Arg A/A 88 110 --

0GG1 XRCC3

Ser326Cys Thr241Met

Ser/Ser Thr/Thr 59 61 Ref.

Cys/Cys Met/Met 2 1 0,51(0,04-6,03) 0,59
1VS5-14

Ser/Ser G/G 14 7 Ref.

Cys/Cys A/A 8 11 1,99(0,53-7,46) 0,31
XRCC2

Ser/Ser His/His 4 1 Ref.

Cys/Cys Arg/Arg 8 13 5,86(0,53-4,19) 0,15

C: controles. P: pacientes, OR: odds ratio, IC: intervalo de confianza.

Las interacciones de OGGI con los polimorfismos de XRCC2 y XRCC3 no
incrementaron las ORs y, si bien se obtuvo un valor superior en el caso de la
combinacion [1884rg/326Cys (OR, 5,86(0,53-4,19), la diferencia no llega a ser

estadisticamente significativa (Tabla 64).

4.6.2 Interacciones entres genes de reparacion y genes de metabolismo

Las interacciones de los polimorfismos de los genes de reparacion y de los genes
GSTs se evaluaron a partir de nuestros resultados del genotipado de XRCCI, XRCC(C?2,
XRCC3 y OGG1 vy, de los resultados del genotipado de las GSTs hechos previamente a
una muestra importante de nuestra poblacidon por Hernandez y colaboradores
(Hernandez et al., 2003). Algunas de las asociaciones se muestran en la Tabla 65.

Los valores de ORs para las combinaciones de polimorfismos GST con los
polimorfismos del codon 399 y 194 de XRCCI tuvieron sentido inverso y no
significativo. En el resto de las combinaciones se apreciaron incrementos no
significativos de ORs aunque, para las combinaciones GSTMInulo/Arg280His y
GSTMInulo/IVS5-14, los incrementos se asociaron a valores de p cercanos a la

significacion estadistica (0,06 y 0,07).
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Tabla 65: Interaccion entre polimorfismos de genes de reparacion y polimorfismos de

GSTs.

GST Genes de reparacion C P OR(95%IC) p
GSTM1nulo XRCC1 Arg399Gin 37 34 0,75(0,19-2,93) 0,69
GSTTInulo Arg/Arg 52 57 0,76(0,24-2,42) 0,65
T1:M1 nulos 58 63 0,29(0,05-1,57) 0,15
GSTPl1val/val 0 37 --

GSTMInulo XRCC1 Arg280His 11 21 2,37(1,05_5,24) 0,06
GSTTInulo Arg/His 4 6 1,62(0,45-9,93) 0,46
T1:M1 nulos 2 5 2,62(0,5-13,79) 0,25
GSTPl1val/val 1 4 3,65(0,39-33,4) 0,25
GSTM1nulo XRCC1 Arg194Trp 54 65 0,95(0,53-1,73) 0,88
GSTTInulo Arg/Arg 27 35  0,72(0,22-2,39) 0,59
T1:M1 nulos 15 21 0,97(0,27-3,18) 0,91
GSTPIval/val 15 16 0,17(0,01-1,65 0,13
GSTMInulo XRCC2 0 0 --
GSTTInulo Arg/Arg 21 28  4,22(0,35-50,2) 0,25
T1:M1 nulos 11 16  5,19(0,46-59,0) 0,18
GSTPl1val/val 16 17  4,07(0,36-45,1) 0,25
GSTM1nulo XRCC3 Thr241Met 9 10 1,33(0,48-3,70) 0,58
GSTTInulo Met/Met 4 9 2,20(0,64-7,60) 0,20
T1:M1 nulos 2 4  243(0,37-12,11) 0,39
GSTPIval/val 3 1 0,39(0,04-3,92) 0,42
GSTMInulo 1Vss5-14 43 50  17,0(0,82-59,69) 0,07
GSTTInulo A/A 16 22 2,75(0,78-9,6) 0,11
T1:M1 nulos 9 12 2,93(0,75-11,4) 0,12
GSTPl1val/val 9 10 3,66(0,59-22,7) 0,16
GSTM Inulo 0OGG1 Ser326Cys 7 8 1,14(0,39-3,36) 0,80
GSTTInulo Cys/Cys 1 2 1,76(0,16-19,7) 0,65
T1:M1 nulos 1 2 1,76(0,15-19,8) 0,64
GSTP1val/val 2 5 --

C: controles. P: pacientes, OR: odds ratio, IC: intervalo de confianza.

Para el andlisis de las interacciones de los genes de reparacion con los
polimorfismos de NAT2 utilizamos los resultados del genotipado de NAT2*5, NAT2*6 y
NAT2*7 de 173 individuos de nuestra poblacion hechos por Herndndez y colaboradores

(comunicacion personal).

Los resultados de las combinaciones se presentan en la Tabla 66. La interaccion
del genotipo de riesgo de NAT2*5 con todas las enzimas de reparacion incrementd los
valores de ORs (en las combinaciones donde pudo ser calculada); pero s6lo alcanzo

significacion estadistica en las combinaciones con los polimorfismos del codon 399 y
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280 de XRCCI, OR=10,1 (1,11-90,78) y OR=3,1(0,92-10,349, respectivamente, con

valores de p asociados de 0,04 y 0,06.

Tabla 66: Interaccidon entre polimorfismos de genes de reparaciony de las NAT2.

NAT2 Genes de reparacion C P OR(95%IC) p
NAT2*5+/+ XRCCI1 Arg399Gin 15 18 10,1(1,11-90,78) 0,04
NAT2%6 -/- Arg/Arg 77 1,57(0,39-6,27) 0,52
NAT2*6+/- -/- 29 29 1,70(0,60-4,76) 0,31
NAT2*7 -/- 1 0 - --
NAT2*7+/- -/- 4 1 0,43(0,04-4,35) 0,47
NAT2*5+/+ XRCC1 Arg280His 5 10  3,10(0,92-10,34) 0,06
NAT2*6 -/- Arg/His 1 5  5,32(0,58-48,18) 0,14
NAT2*6+/- -/- 4 15 4,31(1,33-13,97) 0,01
NAT2*7 -/- 1 0 - --
NAT2*7+/- -/- 2 0 - -
NAT2*5+/+ XRCCI Arg194Trp 1 1 1,26(0,07-22,02) 0,87
NAT2*6 -/-  Arg/Arg 14 19 2,49(0,52-11,81) 0,20
NAT2%64/- /- 57 65  2,62(0,64-10,68) 0,18
NAT2%7 -/- 0 - -
NAT2*7+/- -/- 5 10 2,56(0,56-11,55) 0,22
NAT2*5+/+ XRCC2 29 41 - --
NAT2*6 -/- Arg/Arg 13 17 - --
NAT2*6+/- -/- 49 60 -- --
NAT2*7 -/- 1 0 - --
NAT2*7+/- -/- 3 10 6,37(0,52-76,87) 0,15
NAT2*5+/+ XRCC3 Thr241Met 4 7  3,14(0,71-13,849 0,13
NAT2*6 -/- Met/Met 1 1 1,27(0,07-21,27) 0,87
NAT2*6+/- -/- 7 12 2,20(0,75-6,45) 0,15
NAT2*7 -/- 0 0 - --
NAT2*7+/- -/- 0 2 - --
NAT2*5+/+ 1VS5-14 20 32 -- -
NAT2*6 -/- A/A 7 13 12,2(1,25-119,9) 0,03
NAT2*6+/- -/- 35 43  8,53(1,01-71,98) 0,05
NAT2*7 -/- 0 0

NAT2*7+/- -/- 0 0 - --
NAT2*5+/+ 0GG]1 Ser326Cys 2 5 2,19(0,36-13,2) 0,40
NAT2*6 -/- Cys/Cys 1 2 1,91(0,16-22,75) 0,60
NAT2*6+/- -/- 5 8 1,61(0,47-5,44) 0,44
NAT2*7 -/- 0 0 - -
NAT2*7+/- -/- 0 3 - --

Se serialan en negrita los valores que se corresponden a diferencias estadisticamente
significativas (p< 0,05), C: controles. P: pacientes, OR: odds ratio, IC: intervalo de confianza.
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Al estudiar el efecto sobre el riesgo de la interaccion de los genotipos de genes
de reparacion con el fenotipo acetilador lento (asociacion de distintos genotipos de
NAT?2) observamos que la que implica el polimorfismo del codén 280 de XRCC/ rindid
un valor de OR de 2,50(0,94-6,627) con una p=0,06 y que el polimorfismo /VS5-14 de
XRCC3 con el fenotipo lento también incremento la OR, 4,49(0,50-39,95), pero no
significativamente (p=0,17).

Las combinaciones que aumentaron la ORs significativamente fueron la de
NAT2*6 con el SNP del codon 280 de XRCCI (ORs 4,31(1,33-13,97) y la de NAT2*6
con [VS5-14 de XRCC3 (12,2(1,25-119,9) con p asociadas de 0,01 y 0,03,
respectivamente.

Otras interacciones entre genes que pudiesemos haber estudiado son las que
implican a los genes relacionados con la fisiologia y secrecion hormonal del tiroides; sin
embargo, no fue posible estudiar la interaccion de los polimorfismos de 7SHR con los
del gen TG por no disponer de suficientes individuos, en ninguno de los casos hallamos

dobles mutantes en los controles.

4.7 Interaccioén del genotipo con la edad

Los resultados de la asociacion entre el genotipo y edad se presentan en la Tabla
67. En funcion de los datos epidemiologicos de esta localizacion tumoral y de las
caracteristicas de nuestra poblacion, el estudio de asociacion se hizo considerando el
corte de edad a los 40 afios.

Apreciamos un modesto predominio de los genotipos de riesgo de Arg399Glu,
1VS5-14, Ser734Ala, Met1027Val, Argl980Trp, Asp872Glu en individuos menores de
40 anos que desarrollaron el cancer; por el contrario, los genotipos de riesgo de
Ser326Cys, Thr241Met, Pro52Thr, Asp727Glu fueron ligeramente mas frecuentes en
pacientes mayores de 40 afios. Los genotipos de los polimorfismos Arg280H:is,
Argl194Trp Pro778Pro estuvieron igualmente distribuidos en ambos grupos de edad de
aparicion del tumor (OR~1). Para el polimorfismo Argl/88His de XRCC2 no pudimos
hacer el calculo de OR por no contar con pacientes con el genotipo His/His. En ningin
caso se alcanzaron valores siginificativos. El valor de p mas cercano a la significacion

(p=0,09) correspondi6 al SNP del exén 33 de 7G (Argl980Trp).
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Se hicieron ademas los analisis con 4 grupos de edad obtenidos, de acuerdo a los
cuartiles, sin que se apreciaran diferencias significativas para ninguno de ellos. Sin
embargo, se observo una tendencia a que los genotipos de riesgo se acumularan en el
segundo y tercer grupo, que incluye los individuos con edades de 35 a 41 y de 42 a 51

afos, respectivamente (anexo 3).

Tabla 67: Asociacion de genotipos con la edad de aparicion del tumor.

Seerr‘%ts'gg Ldad OR(95%IC) p

Arg/Arg399 47 43 0,78(0,35-1,75) 0,55
Arg/His280 14 16 1,03(0,55-2,01) 0,90
Arg/Arg194 94 94 0,98(0,26-3,76) 0,99
Cys/Cys326 6 7 1,17(0,43-3,22) 0,76
Arg/Argl188 81 79 -- --

Met/Met241 115 1,32(0,60-2,90) 0,49
A/A-IVS5 59 53 0,85(0,19-3,69) 0,82
Ala/Ala 734 34 28 0,68(0,33-1,39) 0,29
CCPro 30 24 0,99(0,47-2,08) 0,98
Val/Val1027 30 29 0,65(0,32-1,34) 0,24
Trp/Trp 1980 22 15 0,48(0,21-1,11) 0,09
Thr/Thr52 1 4 1,71(0,30-9,54) 0,54
Glu/Glu727 12 1,75(0,15-19,60) 0,65
Asp/Asp872 30 26 0,89(0,41-1,92) 0,77

C: controles. P: pacientes, OR: odds ratio, IC: intervalo de confianza.

4.8 Interaccioén del genotipo con factores ambientales
Los resultados de las interacciones entre genes y factores ambientales, en

particular, gen-consumo alcohol y gen-habito de fumar, se presentan en las Tablas 68-

73.
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En el caso del polimorfismo Arg399Gin, apreciamos que los portadores del
genotipo de riesgo Arg/Arg que beben tuvieron significativamente menos riesgo de
desarrollar el cancer que los que no bebian OR=0,41(0,21-0,78), y p<0,05; por el
contrario, los fumadores con este genotipo no se diferenciaron en cuanto a
susceptibilidad al cancer de los no fumadores, OR=1,40(0,70-2,50), (p>0,05). Para el
polimorfismo Arg280His, se observa que hubo menos bebedores con el genotipo de
riesgo Arg/His OR=0,40(0,11-1,40) entre los pacientes; sin embargo, el riesgo es
practicamente igual para los fumadores y no fumadores portadores del genotipo
OR=1,07(0,55-2,08). En definitiva, ninguna de las interacciones del polimorfismo con
los habitos fueron significativas (p>0,05). Los bebedores con el genotipo Arg/Arg del
codon 194 tuvieron 0,48 veces menor frecuencia entre los individuos con cancer con
valor significativo (p<0,05). El habito de fumar no modul6 significativamente el riesgo

asociado a este genotipo OR=0,79(0,20-3,04) y p>0,05.

Tabla 68: Interacciones de XRCC! con diversos habitos de consumo. Analisis
estratificado por habitos.

Genotipos Bebedores No bebedores
de riesgo OR(95%IC) OR(95%IC)
Arg/Arg399 0,72(0,23-2,23) 1,34(0,66-2,73)
Arg/His280 1,29(0,40-4,16) 1,58(0,84-2,96)
Arg/Arg194 0,83(0,21-3,28) 3,79(1,28-11,10)
Fumadores No fumadores
OR(95%IC) OR(95%IC)
Arg/Arg399 0,97(0,38-2,43) 1,20(0,54-2,66)
Arg/His280 1,73(0,73-4,06) 1,47(0,72-2,99)
Arg/Arg194 1,53(0,40-5,81) 2,89(0,94-9,15)

Se sefialan en negrita las OR , IC con diferencias estadisticamente significativas entre controles
y pacientes (p< 0,05).

Al estratificar la poblacion por hébitos, se observa que ninglin genotipo se asocia
al riesgo entre los bebedores; sin embargo, entre los no bebedores el genotipo de riesgo
de Argl194Trp, tuvo incrementos en el valor de OR con significacion estadistica, OR
3,79(1,28-11,1); p=0,02. En términos generales, los mayores valores de ORs se

observan en individuos portadores del genotipo de riesgo que no consumen alcohol. En
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la poblacion fumadora no se aprecian valores de ORs que denoten diferencias
significativas entre controles y pacientes. En la poblacion no fumadora no se detectan
diferencias en el riesgo para los SNPs del codon 280 y 399 de XRCCI. Unicamente el
genotipo de riesgo de Argl94Trp, alcanzé un valor de OR de 2,89(0,94-9,15) con

significacion estadistica (p=0,04)

El analisis de la interaccion del polimorfismo Ser326Cys de OGGI con los
habitos de ingerir alcohol y de fumar mostré que no habia ninglin individuo bebedor
con genotipo Cys/Cys entre los pacientes con cancer, con lo cual no fue posible calcular
la respectiva OR; por otro lado, los individuos fumadores portadores de este genotipo
tuvieron menos riesgo que los no fumadores, OR=0,61(0,20-1,83), pero sin
significacion estadistica (p>0,05). El estudio de las poblaciones por separado mostro
valores mayores de OR entre los individuos no fumadores 1,46(0,52-4,08) en relacion a
los fumadores 0,91(0,24-3,43), pero sin que las diferencias alcanzaran la significacion

estadistica (Tabla 69).

Tabla 69: Interaccion de OGG! y diversos héabitos de consumo. Andlisis estratificado
por habitos.

Genotipo Bebedores No bebedores
de riesgo OR(95%IC) OR(95%IC)
Cys/Cys 1,23(0,51-2,93)
Fumadores No fumadores
OR(95%IC) OR(95%IC)
Cys/Cys 0,91(0,24-3,43) 1,46(0,52-4,08)

OR: odds ratio, IC: intervalo de confianza

La interaccion del genotipo de riesgo de XRCC2 con el habito de consumir
alcohol resulté en una OR de 0,45 (0,28-0,73) y valor de p menor de 0,05, lo que indica
que los individuos con este genotipo que consumen alcohol tuvieron menos riesgo que
los no bebedores con igual genotipo. La interaccion con el habito de fumar de este
genotipo de XRCC?2 no fue significativa aunque se aprecié un valor menor de OR en los
portadores del genotipo que fumaban (OR, 0,91(0,58-1,43). Ningtn individuo bebedor
portaba el genotipo His/His por lo cual no se pudo calcular la OR de este genotipo en la
poblacion bebedora. Por el contrario, ningun individuo no fumador portaba este

genotipo, no pudiendo tampoco ser calculada la OR para los no fumadores (Tabla 70).
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En la Tabla 70 se aprecia que en los pacientes hubo mas bebedores con el
genotipo de riesgo Met/Met del codon 241 de XRCC3 (OR 1,63 IC 0,68-3,88), pero sin
significacion estadistica, (p>0,05); al subdivir la poblacion segin este habito,
apreciamos que el incremento del riesgo es significativo sélo en la poblacion bebedora
(OR, 3,73(1,20-11,6); p=0,02). Se obtuvo una OR de 1,22(0,40-3,70) con p>0,05, en el
analisis caso-caso para la interaccion del genotipo con el tabaco, lo que indica que el
tabaco no modul6d significativamente el riesgo. Las ORs del genotipo homocigoto
variante fueron similar para los fumadores, OR, 1,61(0,63-4,12), y los no fumadores

OR, 1,57(0,70-3,51).

Tabla 70: Interacciones de XRCC2 y XRCC3 con diversos héabitos de consumo. Analisis
estratificado por habitos.

Genotipos Bebedores No bebedores
de riesgo OR(95%IC) OR(95%IC)
Arg/Arg188 -- 8,64(0,98-75,8)
Met/Met241 3,73(1,20-11,6) 1,03(0,50-2,12)
A/A-IVS5 9,80(1,20-79,7) 1,02(0,31-3,37)
Fumadores No fumadores
OR(95%IC) OR(95%IC)

Arg/Argl88 5 38(0,56-50,8) -
Met/Met241 1,61(0,63-4,12) 1,57(0,70-3,51)

A/A-IVSS 2,27(0,56-9,09) 2,13(0,64-7,39)

Se sefialan en negrita las OR, IC con diferencias estadisticamente significativas entre controles
v pacientes (p< 0,05).

Ser portador del genotipo homocigoto 44 del polimorfismo VS5 y, ademas, ser
bebedor se asocia con un incremento significativo del riesgo, OR de 14,23 (1,36-
149,15) y p<0,05. Sin embargo, el valor de OR=1,20(0,21-6,96) con p>0,05, obtenido al
estudiar la interaccion de este genotipo con el habito de fumar revela que no hay
diferencias en el riesgo entre fumadores y no fumadores. Al analizar los resultados
estratificados se aprecia que, efectivamente, el genotipo A4 en los bebedores tiene un
valor de OR 9,80(1,20-79,7) que significa un incremento significativo del riesgo,
mientras que los no bebedores tienen un valor de OR de 1,02(0,31-3,37), sin que la

diferencia entre pacientes y controles sea de significacion.
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En relacion, al estudio estratificado segun el habito de fumar, se aprecia que el
genotipo no se asocid a riesgo ni en los fumadores ni en los individuos sin el habito

(OR; 2,27(0,56-9,09) y 2,13(0,64-7,39), respectivamente.

En la Tabla 71 se presentan los resultados del andlisis de los efectos
moduladores del habito de ingerir alcohol y de fumar sobre el riesgo de determinados

genotipos del 7G para desarrollar cancer de tiroides.

Tabla 71: Interacciones de polimorfismos 7G con diversos habitos. Analisis
estratificado por habitos.

Genotipos Bebedores No bebedores

de riesgo

OR(95%IC)

OR(95%IC)

Ala/Ala 734
CCPro

Val/Vall027

Trp/Trp1980

3,08(1,09-8,66)
4,59(1,44-14.5)
4,25(1,41-12,7)

1,06(0,37-3,04)

2,02(1,02-4,01)
2,71(1,33-5,52)
1,88(0,95-3,73)

2,94(1,40-6,19)

Fumadores
OR(95%IC)

No fumadores
OR(95%IC)

Ala/Ala 734
CCPro

Val/Vall027

Trp/Trp 1980

1,21(0,50-2,92)
3,41(1,27-9,12)

1,74(0,71-4,27)

2,28(0,96-5,38)

3,11(1,49-6,47)
2,83(1,32-6,06)

2,66(1,26-5,63)

1,73(0,77-3,90)

Se serialan en negrita las OR: odds ratio, IC: intervalo de confianza con diferencias
estadisticamente significativas entre controles y pacientes (p< 0,05).

Se observa que los genotipos de riesgo de los polimorfismos Ala/Ala 734, CCPro
y Val/Vall027 de TG no tuvieron interaccion significativa con el héabito de consumir
alcohol aunque, en todos los casos, se obtuvieron valores de OR por debajo de la unidad
[OR, 0,72(0,9-1,81), 0,49(0,29-0,80) y 0,53(0,32-0,88), respectivamente], que indican
el menor riesgo que se asocia a los individuos bebedores portadores del genotipo. En
cambio, esta asociacion si que alcanzd significacion estadistica para los individuos

bebedores con el genotipo Trp/Trp1980; donde el riesgo para estos individuos fue 0,27
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veces menor que para los no bebedores del mismo genotipo (OR 0,27(0,10-0,73) y
p<0,05).

La interaccion entre el genotipo y el habito de fumar no tuvo un efecto
significativo sobre el riesgo en ninguno de los SNPs de 7G. Las OR fueron superiores a
1 para CC778, Val/Vall027, Trp/Trp1980 (1,36(0,50-3,71), 1,04(0,38-1,66), 1,57(0,68-
3,66). Los fumadores con el genotipo Ala/Ala734 del exon 10 tuvieron menor valor de

OR de 0,67(0,32-1,38), pero sin riesgo significacion estadistica.

Tabla 72: Interacciones de polimorfismos de TSHR con diversos habitos. Analisis
estratificado por habitos.

Genotipos Bebedores No bebedores
de riesgo OR(95%IC) OR(95%IC)
Thr/Thr52 - 4,33(0,51-36,4)
Glu/Glu727 1,21(0,07-20,0) 1,41(0,12-15,7)
Fumadores No fumadores
OR(95%IC) OR(95%IC)
Thr/Thr52 1,97(0,17-22,2) --
Glu/Glu727 . 1,26(0,15-10,07)

OR: odds ratio, IC: intervalo de confianza

El efecto de la interaccion del polimorfismo Pro52Thr de TSHR con el habito de
consumir alcohol y tabaco no pudo ser evaluado por no contar con individuos bebedores
o controles fumadores con el genotipo Thr/Thr. El efecto del tabaco tampoco se
determind por no contar con ningin no fumador con este genotipo en los controles. El
segundo polimorfismo si que pudo ser estudiado y reveld que los bebedores con el
genotipo variante del codon 727 de TSHR se asociaron a valores de OR de 1,77(0,15-
19,9) p=0,64), sin significacion estadistica. En relacion a la modulacion por el efecto de
fumar apreciamos que los fumadores con el genotipo de riesgo de Asp727Glu fueron
menos frecuentes en los pacientes con valores de OR de 0,75(0,06-8,50), pero sin que la

asociacion fuese significativa (p=0,82).
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Tabla 73: Interacciones de polimorfismos PTPRJ con diversos habitos. Analisis
estratificado por habitos.

Genotipos Bebedores No bebedores
de riesgo OR(95%IC) OR(95%IC)
Asp/Asp872 1,54(0,44-5,36) 1,33(0,65-2,71)
Fumadores No fumadores
OR(95%IC) OR(95%IC)
Asp/Asp872 0,95(0,37-2,40) 1,74(0,78-3,87)

OR: odds ratio, IC: intervalo de confianza

Finalmente, el polimorfismo de Asp872Glu de PTPRJ no mostrd asociaciones
significativas ni con el habito de ingerir alcohol ni con el de fumar, sus respectivas OR

fueron 1,37(0,44-4,24) y 0,72(0,33-1,54) con valores de p mayores de 0,05 (Tabla 73).
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5. DISCUSION

La carcinogénesis es un proceso multigénico, multifasico y multicausal, con un
importante componente ambiental, que implica genes de alta y baja penetrancia (Suh y
Vijg, 2005). Sin embargo, la baja frecuencia de mutaciones en genes de elevada
penetrancia en la poblacion ha propiciado un mayor interés por la identificacion de
variantes en genes mas frecuentes de baja penetrancia. Estas variantes, de forma
individual o en combinacion, pueden alterar la susceptibilidad a diversas patologias,
incluida el cancer (Imyanitov et al., 2004; Iniesta et al., 2005). Teniendo en cuenta que
los SNPs representan aproximadamente el 80% de las variantes de secuencia en
humanos y, que pueden afectar genes que participan en el control del ciclo celular, el
metabolismo y la reparacion del DNA, entre otras funciones (Hemminki y Shields,
2002), es obvia la importancia de evaluarlos como marcadores de susceptibilidad
(Vodicka et al., 2004; MacAuley y Ladiges, 2005).

Son varios los estudios que han investigado la asociacion de los polimorfismos
con el riesgo de padecer cancer (Sanyal et al., 2004), siendo los mas exhaustivos los que
analizan los carcinomas de mayor incidencia como son el de pulmén, mama, colorrectal
y de vejiga (Duell et al., 2002; Hung et al., 2005b).

El cancer de tiroides, sin embargo, permanece practicamente inexplorado en
cuanto a la posible influencia de los polimorfismos sobre su susceptibilidad. En
realidad, todavia no estd totalmente esclarecido el mecanismo molecular que subyace
en su carcinogénesis, ni se cuenta con un criterio uniforme y consistente en cuanto a la
naturaleza de los factores de riesgo, por ello la realizaciéon de este trabajo cobra
particular importancia.

El proceso mediante el cual una célula normal se maligniza implica la
adquisicion secuencial de mutaciones en el DNA, ya sean inducidas de forma enddgena
0 por exposicion a xenobidticos. En respuesta a la diversidad de lesiones que se generan
se estructuran diversos mecanismos para su reparacion (Hoeijmakers, 2001a,b). En
ciertos casos sus actuaciones se solapan, en otros gozan de cierta exclusividad; no
obstante, el denominador comun es que pueden conducir a inestabilidad genomica y
carcinogénesis. Estos mecanismos involucran mas de 130 genes, muchos de ellos con
polimorfismos que producen sutiles alteraciones en las enzimas de reparacion y, con
ello, en la susceptibilidad al desarrollo tumoral (Hu et al., 2002; Ladiges et al., 2004;
Norppa, 2004; Relton et al., 2004; Sanyal et al., 2004).
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Es un hecho demostrado la correlaciéon que existe entre la exposicion a la
radiacion ionizante y el aumento de riesgo a desarrollar cdncer, como lo es también que
la radiacion es el unico factor de riesgo reconocido en la carcinogénesis de la glandula
tiroides. Esta exposicion produce lesiones oxidativas en el DNA a través de ataques
electrofilicos por parte de las ROS generadas. La capacidad del organismo para reparar
los dafios producidos por las ROS depende, en gran medida, de la fidelidad de sus

mecanismos de reparacion BER y RH.

Genes de reparacion del mecanismo BER

Hoy en dia es indiscutible el papel de los SNPs en genes que codifican para el
mecanismo BER sobre la susceptibilidad a la carcinogénesis. La ausencia o disminucion
de la funcion enzimatica de la maquinaria reparativa BER, ha sido correlacionada con
un elevado riesgo de padecer diversos canceres, como los son el de pulmon, vejiga,
prostata, rifion, mama, laringe, estdmago, colon y piel, entre otros (Goode et al., 2002,
Hung et al., 2005b).

XRCC1y OGGL1 son los genes de este mecanismo que mas han sido examinados
en estudios epidemiologicos.

La proteina XRCCI1, sin actividad enzimadtica conocida, se plantea que actia
como un pivote o chaperona, favoreciendo las interacciones con otras enzimas que
participan en la reparacion de roturas de simple cadena. Los polimorfismos de este gen
con resultados epidemioldgicos mas congruentes son Argl94Trp (rs1799782),
Arg280His (rs25489) y Arg399GlIn (rs25487) (Goode et al., 2002; Hung et al., 2005b).
Todos ellos se encuentran en regiones codificantes (exon 6, 9 y 10, respectivamente) y
representan cambios no conservativos.

El polimorfismo Arg399Glu se ha asociado con varios tipos de cancer, con
resultados de diversa indole, ya sea incrementando o reduciendo la susceptibilidad. Las
diferencias en sus efectos pueden ser consecuencia de las variaciones en la expresion de
XRCCI en los diferentes tejidos, de efectos especificos de exposicion de los alelos, o de
la competencia o solapamiento con otras rutas bioquimicas. Incluso, para un mismo tipo
de cancer, no siempre las conclusiones han sido coincidentes, lo que puede ser debido a
la heterogeneidad de la exposicion, a las diferencias étnicas de las poblaciones

estudiadas, o a problemas de disefio de los experimentos. Asi, por ejemplo, el tamafio de
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las poblaciones en estudio o los factores potenciales de confusion (edad, sexo, habitos
de consumo) pueden contribuir a las divergencias encontradas entre estudios (Goode et
al., 2002; Ladiges et al., 2003; Hung et al., 2005b; Skjelbred et al., 2006).

Haciendo un breve repaso de los estudios de asociacion de Arg399Glu con el
riesgo de cancer hallamos que, para el carcinoma de mama, algunos autores encuentran
una asociacion positiva para el alelo variante (Duell et al., 2001, Ladiges et al., 2003);
sin embargo, otros no lo asocian al riesgo (Shu et al., 2003; Smith et al., 2003;
Figueiredo et al., 2004). Otros autores sefalan que es la combinacion con el alelo
variante del SNP del codon 280 la causa del incremento en el riesgo (Moullan et al.,
2003).

Para el cancer de pulmoén, la asociacion del genotipo variante con el riesgo es
positiva en algunos estudios (Divine et al., 2001; Hoeijmakers, 2001b; Park et al.,
2002), pero en otros no se asocia el riesgo a ninguno de los genotipos (Butkiewicz et al.,
2001; David-Beabes y London, 2001; Ratnasinghe et al., 2001; Misra et al., 2003). El
alelo variante 399GIn no se ha considerado relevante para el riesgo de cancer de vejiga
sino que mas bien se le ha atribuido un efecto protector para este tumor (Matullo et al.,
2001; Stern et al., 2001 a,b; 2002; Shen et al., 2003; Sanyal et al., 2004), al igual que
sucede con el cancer de prostata (Tuimala et al., 2002; van Gils et al., 2002; Rybicki et
al., 2004). En relacion a la linfomagénesis parece que este polimorfismo juega un papel
limitado, ya que ningun genotipo se ha relacionado con un aumento del riesgo a
desarrollar linfomas o leucemias (Seedhouse et al., 2002; Matsuo et al., 2004).

Se ha sugerido que ¢l alelo 399GIn incrementa la susceptibilidad al cancer de
pancreas inducido por tabaco (Duell et al., 2002), e igualmente se le relaciona con el
carcinoma hepatocelular de un modo dependiente de la dosis alélica (Yu et al., 2003).
Con frecuencia, la sustitucion de arginina por glutamina se correlaciona con una
disminucion del riesgo de adenomas y carcinomas colorectales (Duarte et al., 2005a;
Hong et al., 2005; Skjelbred et al., 2006) aunque, a veces, el cambio ha sido capaz de
incrementar la susceptibilidad al tumor, sobre todo si esta asociado con el genotipo
variante del codon 194 (Abdel-Rahman et al., 2000). El alelo 399GIn se ha asociado
indistintamente a carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello y carcinomas de
células basales, ya sea como factor de riesgo (Sturgis et al., 1999; Olshan et al., 2002;
Tuimala et al., 2002), o de proteccion (Ladiges et al., 2003). A este genotipo, ademas,

se le ha otorgado una relacion inversa con el riesgo de cancer de piel (Goode et al.,
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2002; Nelson et al., 2002) y de esofago, sobre todo en los consumidores de alcohol (Lee
etal., 2001).

En el caso particular del cancer de tiroides los estudios son escasos y, hasta
donde conocemos, una publicacion senala que el genotipo GIn/GIn actiia como un factor
de riesgo para el desarrollo del cancer papilar (Zhu et al., 2004), mientras que en otra lo
asocian con una reduccion no significativa del riesgo (Mertens et al., 2004).

Las asociaciones derivadas de estos estudios apoyan el postulado de que cada
genotipo de Arg399GIn se relaciona con una actividad enzimatica determinada (Wang
et al., 2003). Conociendo que la delecion completa de XRCC1 es letal, inicamente los
polimorfismos pueden producir cambios sutiles en la actividad de la enzima (Ladiges et
al., 2003), siendo mas notable la influencia si el cambio de aminoacidos se produce en
un sitio conservado (Sturgis et al., 1999; Thacker y Zdzienicka, 2003). Sin embargo,
una de las caracteristicas mas intrigantes que tiene XRCC1 es la ausencia de actividad
enzimatica intrinseca, con lo cual quedaria reducida su funcidn a actuar como proteina
chaperona; no obstante, se ha observado que en la orquestacion del mecanismo
reparativo XRCC1 no se limita tan s6lo a propiciar la asociacion de proteinas para
actuar sobre el sitio dbasico, sino que también regula la funciéon de estas proteinas en el
mecanismo BER. Baste citar el ejemplo de interaccion con la polimerasa B; esta
proteina interactlla por su regién amino o carboxiterminal, con los residuos de
aminodcidos en la region N terminal de XRCC1 para formar un complejo ternario con el
DNA. Especificamente, XRCC1 se enlaza con el lado céncavo de la curva del DNA
mellado, mientras que la polimerasa 3 lo hace por el convexo, lo que implica que el
DNA danado quede estrechamente rodeado por las proteinas reparadoras,
garantizdndose la precision y efectividad en el reconocimiento y reparacion, al no dejar
espacio a la actuacion de otras enzimas. Por consiguiente, es logico que las distorsiones
en este dominio de interaccion de XRCC1, como consecuencia de SNPs, pueden afectar
la fidelidad de la polimerasa B y del mecanismo BER (Lunn et al., 1999; Bhattacharyya
y Banerjee, 2001; Lee et al., 2001). De hecho, es reconocido que el mecanismo BER se
hace erratico en tejidos con altos niveles de dafo, posiblemente por fallos en la lectura y
pobre discriminacion de los nucléotidos a introducir, por parte de la polimerasa f.

Otros dominios de XRCC1 también pueden verse afectados por variaciones en la
secuencia del DNA; asi, por ejemplo, las mutaciones dentro del dominio BCRTII (de
interaccion con la DNA ligasa III) impiden la reparacion de simple cadena en la fase G1

del ciclo celular (Lee et al.,, 2001, Ladiges et al., 2003). En conclusion, los
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polimorfismos de XRCC1 pueden jugar un papel importante en la carcinogénesis
asociada a toxinas ambientales, aunque aln se requiere un conocimiento mas profundo
sobre sus mecanismos de accion (Lunn et al., 1999; Bhattacharyya y Banerjee, 2001;

Lee etal., 2001).

La localizacion de Arg399GIn en el dominio carboxiterminal de BRCT I (Duell
et al., 2000; 2002; Lee et al., 2001; Wang et al., 2003) pudiera explicar la reduccion en
la capacidad reparadora que se ha asociado con este SNP (Abdel-Rahman y El-Zein,
2000). Este dominio de enlace con PARP parece ser importante en la deteccion del dafio
en el DNA, asi como en el enlace al extremo de éste, en la multimerizacion y en la
estabilidad genética. Su participacion es importante en la reparacion de roturas de
simple cadena tanto en GO, como en S/G1. De modo, que este polimorfismo de XRCC1
pudiera influir en la funcion de PARP, lo que se traduciria en una reduccion de la
fidelidad de la via de reparacién y en un elevado nimero de roturas de simple cadena

(Shen et al., 2000; Divine et al., 2001).

En concordancia con esta hipdtesis, varios estudios sobre funcionalidad indican
que hay asociacion del alelo variante 399GIn con una mayor frecuencia de mutacion en
el gen de la glicoforina, con altos niveles de aductos, con mayor tasa de intercambio
entre cromatidas hermanas (SCE), con incrementos en la sensibilidad a la radiacion
ionizante (como medida de un retraso prolongado del ciclo celular), y un mayor nimero
de roturas en el DNA. Todo esto sugiere una menor eficacia de la reparacion (Lunn et
al., 1999; Abdel-Rahman y El-Zein et al., 2000; Duell et al., 2000; Hu et al., 2001; Lei
et al., 2002; Laffon et al., 2004; Norppa et al., 2004; Vodicka et al., 2004).

Los estudios en humanos, que relacionan la presencia de polimorfismos en genes
de reparacion con la velocidad de reparacion, han revelado que los homocigotos
Arg/Arg del polimorfismo del codon 399 de XRCC1 tienen una velocidad de reparacion
del dafio (inducido por irradiacion) dos veces mayor que los homocigotos para el
cambio. Las velocidades de reparacion mas bajas se traducen en altos niveles de roturas
de simple cadena y de aberraciones cromosomicas (Vodicka et al., 2004). Este hallazgo
sustentaria el por qué varios estudios epidemioldgicos de asociacion con el cancer citan
al genotipo 399GIn como el de riesgo.

Sin embargo, hay que sefialar que otros estudios de correlacion del genotipo con
biomarcadores de dafio al DNA en tejidos y en células humanas, apuntan que el

genotipo mutante no tiene influencia en la incidencia de SCE y de AC (Sturgis et al.,
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1999; Shen et al., 2000; Matullo et al., 2001b; Norppa 2004; Sanyal et al., 2004), y no
se detectan diferencias en la capacidad de reparar roturas de simple cadena entre este
alelo y el salvaje. Asi, hay bastantes estudios de asociacion que llegan a la conclusion
de que el genotipo salvaje Arg/Arg es el que se asocia al riesgo (Seedhouse et al., 2002;
Andreassen et al., 2003; Ladiges et al., 2003; Shu et al., 2003; Smith et al., 2003;
Figueiredo et al., 2004; Duarte et al., 2005b; Hong et al., 2005; Skjelbred et al., 2006).

Nuestros resultados, sin llegar a ser significativos, son mds concordantes con
este ultimo hallazgo. Taylor y colaboradores sefialan que los resultados epidemiologicos
son controvertidos en relacion a cual de los alelos es el detrimental porque, si bien el
dominio BRCT I es importante para la eficiente reparacion de roturas de simple cadena,
los polimorfismos en este dominio no afectan particularmente su funcionalidad (Taylor
et al., 2002). Por otra parte, estos analisis presentan la dificultad adicional de la
colocalizacion en el brazo largo del cromosoma 19 (19q13.2-13.3) de otros genes de
reparacion, tales como ERCC1, ERCC2 y DNA ligasa 1. En tal sentido los SNPs en
estos genes pueden contribuir al efecto del polimorfismo de XRCC1. Esta interpretacion
podria tornarse mas compleja cuando las interacciones implican a otros polimorfismos
en un contexto gendomico mas amplio (Relton et al., 2002).

De ser cierta nuestra observacion de que el alelo variante disminuye el riesgo,
podriamos sugerir tres hipotesis para interpretar el hallazgo. En primer lugar, que el
cambio confiera una ventaja en la funcidén reparadora de XRCCI. Sin embargo, lo mas
esperado es que el alelo asociado a la mayor eficacia sea el méas frecuente, conjeturando
entonces que esta menor frecuencia en relacion a la del alelo “menos protector”, es la
consecuencia de una reciente adquisicion o que no representa una ventaja selectiva para
la capacidad reproductiva. La segunda hipotesis consideraria que el cambio si afecta a la
eficiencia pero todavia propicia una reduccion del riesgo. En esta situacion, las células
con altos niveles de dafio y menor capacidad de reparacion permitirian los procesos
apoptdticos y con ello la ventaja de que no haya expansion clonal de mutaciones
derivadas de errores en la reparacion. Otra hipotesis es que otro gen polimorfico y
funcional pudiera estar en desequilibro de ligamiento con XRCC1 (Stern et al., 2001).

Nuestros resultados no concuerdan con el unico referente que encontramos para
el carcinoma diferenciado de tiroides, en que el genotipo mutante Glu/Glu, en
poblaciones chinas, produjo 4,65-veces mas riesgo de desarrollar cancer que el genotipo
Arg/Arg (OR=4,65, IC 95%: 1,24-17,45) (Zhu et al., 2004). Las discordancias pueden

derivarse de las propias relacionadas con la etnia, o del entorno ambiental. Ya hemos
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comentado como en diversos escenarios de dafio en el DNA, el efecto de los alelos
puede variar. Asi, en situaciones de mucho dafio, el mecanismo BER se puede saturar y
las diferencias entre el alelo funcional y el menos funcional se reducen, con lo cual el
alelo Arg se torna funcionalmente deletéreo (Andreassen et al., 2003).

Si bien el polimorfismo del codon 399 de XRCC1 ha sido bastante estudiado, no
son tan numerosos los estudios que han evaluado el papel del polimorfismo Arg280His
de XRCC1. En uno de los estudios de asociacion con el cancer de pulmon, se halld que
el alelo mutado His tiene relevancia, tanto en heterocigosis como en homocigosis, sobre
el riesgo. Los individuos con la variante alélica tuvieron un 80% mas de riesgo que los
homocigotos para el genotipo salvaje. Los valores de ORs se incrementaron tanto en el
analisis de genotipos como en el de haplotipos en casi tres veces para el alelo His
(Ratnasinghe et al., 2001). Sin embargo, en otro estudio para este tipo de cancer, los
incrementos de ORs no alcanzaron significacion estadistica (Misra et al., 2003).

Los estudios de asociacién con el cancer de vejiga y de eso6fago, han sugerido
que el alelo variante incrementa el riesgo, a pesar de que el reducido tamafio de la
poblacion limito el poder de analisis (Butkiewicz et al., 2001; Lee et al., 2001; Stern et
al., 2001; Goode et al., 2002). En el cancer de prostata el alelo variante se asocio con un
ligero incremento en el riesgo (van Glis et al., 2002). En relacion al carcinoma de mama
los resultados son discordantes, algunos no asocian el cambio con el riesgo (Chacko et
al., 2005), pero otros autores observan que el genotipo variante incrementa el riesgo de
padecer cancer de mama, tanto en pacientes sensibles como no a la radiacion ionizante
(Moullan et al., 2003). El meta-analisis de los estudios de asociacion entre genes de
reparacion BER y riesgo de cancer ha evidenciado la falta de asociacion entre el alelo
His y el cancer de pulmon, los carcinomas de vias aéreas y digestivas altas y los
canceres relacionados con el tabaco (Hung et al., 2005a). Contrariamente, este alelo se
ha considerado factor de riesgo para leucoplaquias, cancer en fumadores (Majumder et
al., 2005), y adenomas (Skjelbred et al., 2006). Ademas, se ha encontrado que los
portadores del genotipo Arg/His+His/His tienen un mayor riesgo de envenenamiento

cronico por benceno que los individuos con genotipo Arg/Arg (Zhang et al., 2005).

El significado funcional de Arg280His no esta del todo dilucidado, aunque se
conoce que el codon 280 se localiza en un sitio de enlace al antigeno nuclear de
proliferacion celular, en la region bisagra, entre el dominio de interaccion con la Polf y

con PARP (Hung et al., 2005a). En estudios funcionales se ha demostrado que este
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polimorfismo influye en el nivel de dafio inducido por bleomicina, y que los portadores
de la variante alélica en homo-o heterocigosis presentan una frecuencia de aberraciones
cromosOmicas, especialmente roturas cromosomicas, mayor que los homocigotos
salvajes (Tuimala et al., 2002; 2004). Asimismo, Mateuca y colaboradores describen
que los portadores del alelo 280His tiene mayor dafno genético, después de la exposicion
al cobalto y al polvo de metales pesados, y sefialan se debe a que la proteina variante
tiene una capacidad reducida para localizar el dafio, y menor eficiencia en la reparacion

(Mateuca et al., 2005; Skjelbred et al., 2006).

El incremento en la susceptibilidad al céncer de tiroides detectada en los
heterocigotos, en nuestro estudio, apoya los argumentos y resultados precedentes en
relacion a la repercusion que el alelo His tiene sobre la funcion reparadora de XRCCl vy,
en ultima instancia, en la carcinogénesis.

El codon 194, al igual que el 280, esta localizado en una region hidrofobica de la
bisagra entre el dominio de interaccion con la polf y con PARP, particularmente
proximo al dominio N terminal de XRCC1 (Marintchev et al., 1999a,b; Lee et al., 2001;
Laffon et al., 2004). Algunos autores plantean que un cambio aminoacidico en esta
region probablemente no causa variaciones en la funcion de reparacion (Lunn et al.,
1999; Abdel-Rahman y El-Zein, 2000; Shen et al., 2000; van Gils et al., 2002; Wang et
al., 2003; Laffon et al., 2004); sin embargo, al polimorfismo Arg194Trp del exén 6 de
XRCC1 se le ha correlacionado con diversos tipos de cancer. En la mayoria de las
publicaciones se indica que el alelo Trp reduce el riesgo (Sturgis et al., 1999; Shen et
al., 2000; Winsey et al., 2000; David-Beabes y London, 2001; David-Beabes et al.,
2001, Duell et al., 2001; Lee et al., 2001; Ratnasinghe et al., 2001; Stern et al., 2001,
2002; Goode et al., 2002; Ohlsan et al., 2002). El estudio mas exhaustivo de asociacion
alélica con el riesgo de cancer de mama revel6 una relacion inversa y significativa para
el alelo mutante de Arg194Trp (Patel et al., 2005). Efectos protectores similares se han
descrito para carcinomas gastricos, de pulmon, vejiga, esofago y piel (Goode et al.,
2002).

Estudios funcionales sobre la capacidad reparadora no han relacionado este
polimorfismo con variaciones en los niveles de aductos, ni en la frecuencia de
mutaciones en el gen de la glicoforina A (Tuimala et al., 2002; Norppa 2004). En
relacion a la sensibilidad a la radiacion ionizante y a los compuestos radiomiméticos,

los resultados son variables ya que mientras unos no encuentran relacion (Tuimala et
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al., 2002), otros describen que el alelo variante del codon 194 de XRCC1 muestra un
efecto protector significativo frente a la radiacion ionizante (De Ruyc et al., 2005).
Aunque este polimorfismo tampoco ha mostrado influencia sobre la frecuencia de SCE
(Duell et al., 2000; Tuimala et al., 2004); el genotipo heterocigoto exhibidé una menor
frecuencia de aberraciones cromosémicas (Tuimala et al., 2002, 2004; Wang et al.,
2003).

Nuestros resultados coinciden con publicaciones precedentes de que, en
poblaciones caucésicas, el genotipo variante Arg194Trp tiene efecto protector sobre los
procesos oncogénicos en varios organos. Por el contrario, Zhu y colaboradores no han
encontrado asociacion entre este alelo y el riesgo a desarrollar carcinoma papilar
tiroideo en  poblaciones chinas (Zhu et al., 2004). Esta disparidad puede ser
consecuencia de las diferencias étnicas, o del caracter y los niveles de exposicion.

Contando con el genotipado de mas de un polimorfismo del gen XRCCL,
decidimos estimar las frecuencias haplotipicas y analizar la asociacion de los haplotipos
de XRCC1 con el riesgo de cancer de tiroides. El andlisis combinado de genotipos y
haplotipos suele ser mas informativo que cualquiera de los dos por separado, aunque
hay cierta discusion sobre cual analisis es preferible en cada situacion (Clayton et al.,
2004, Iniesta et al., 2005). El estudio de los haplotipos aumenta el poder de deteccion de
la asociacion con la enfermedad, en la medida que es mayor la heterocigosidad y es mas
estrecho el desequilibrio de las mutaciones que causan la enfermedad (Goode et al.,
2002). Ademas, estos estudios de multiples loci ofrecen la ventaja de no tener que
asumir que los polimorfismos genotipados son funcionales, sino que, aumentan las
posibilidades de que una variante funcional no genotipada pueda estar en desequilibro
de ligamiento con los polimorfismos genotipados (Goode et al., 2002).

El valor mas bajo de OR se observo en el haplotipo 399GIn-280Arg-194Trp, que
combina los alelos de menor riesgo de cada genotipo. El hecho de que el haplotipo
399Arg-280Arg-194Trp, que solo difiere del mas frecuente por el alelo variante 194Trp,
también tenga relacion inversa con el riesgo de cancer, corrobora que la sustitucion en
el codon 194 de XRCCI1 es concordante con una reduccion de la susceptibilidad. Por el
contrario, tanto el haplotipo 399GIn-280His-194Arg como el 399Arg-280His-194Arg
estan mas representados en los pacientes, aunque en una asociacion con significacion
marginal, cuando se compara con el haplotipo mas frecuente. Sin embargo, si estos
haplotipos se comparan con el haplotipo que combina los alelos de menor riesgo de

cada polimorfismo 399GIn-280Arg-194Trp, el riesgo asociado a ellos se incrementa
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significativamente en 10,5 y 6,0 veces, respectivamente. Ambos haplotipos reflejan los
resultados observados en los andlisis de genotipos del codon 280 y 194 por separado. La
observacion de que, en cualquiera de los haplotipos donde estan los alelos 280His y
194Arg, la relacion con el riesgo es positiva confirma la interpretacion del efecto que
tienen los polimorfismos Argl94Trp y Arg280His sobre la susceptibilidad al cancer de
tiroides. Para asegurar que los incrementos de riesgo asociados a uno u otro genotipo no
son espureos, es decir reflejo del desequilibrio de ligamiento con el polimorfismo
ciertamente funcional, hicimos un andlisis de genotipo para cada uno de los
polimorfismos ajustado para el otro. El polimorfismo Argl94Trp mantuvo los
estimadores (OR= 2,26; IC= 0,98-5,20) y la significacion estadistica p=0,05 (Arg/Arg
vs Arg/Trp), y también el polimorfismo Arg280His conserva su valor de OR (1,67,
1C:0,97-2,86) con valores de p cercanos a la significacion estadistica (p=0,06), con lo
cual parece que son coherentes las asociaciones hechas a partir de los genotipos y
ambos polimorfismos confieren susceptibilidad al cancer, aunque el del codonl194
parece contribuir en mayor medida. El hecho de que el segundo haplotipo en frecuencia
399GIn-280Arg-194Arg solo difiera del primero por el alelo variante del polimorfismo
Arg399GIn sugiere que este SNP no esta ligado con los del codon 280 y 194, ya que un
indicador de que hay alta correlacion entre SNPs es que sus formas variantes aparecen
simultdneamente en un haplotipo frecuente. Estas deducciones son corroboradas por el
analisis de ligamiento que da por resultado valores de D'=0,46 para la combinacién
399-280 y D'=0,15 para la combinacion 399-194; ambos valores indican equilibrio, y
con ello segregacion independiente, mientras para la combinacion 280-194 si que
detecta ligamiento con una D’=0,97. Los valores de D" concuerdan con lo descrito
acerca de la estructura de XRCCl vy las distancias fisicas entre loci; asi por ejemplo, los
loci 194 y 280 estan situados muy proximos en la region bisagra que separa los dos
dominios globulares de XRCCI1. A su vez, se deduce que 399 estd mas distante de 194
que de 280, ya que 399 estd en la region central del dominio BRCTI y 194 en la region
bisagra mas cercana al dominio NTD, mientras que 280 estd mas proximo al dominio
BRCTI en la region de sefializacion nuclear NLS.

A pesar, de la importancia de los analisis de haplotipos, los datos publicados al
respecto son casi nulos. En mas de 30 estudios epidemiologicos que evaluan la
asociacion entre polimorfismos en genes de reparacion y cancer hallamos contadas citas
al respecto, una indica desequilibrio de ligamiento para el haplotipo 399GIn-194Trp en

el cancer de mama (Smith et al., 2003) y otra resalta el incremento del riesgo de
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envenenamiento por benceno para individuos con los alelos 399Arg-280His-194Arg de
XRCC1 sugiriendo que los polimorfismos del codon 194 y 280 de XRCC1 contribuyen
a dicho riesgo en la poblacion china (Zhang et al., 2005). Este estudio mostro
incrementos de 2,96 veces (OR, 2,96; 95% IC, 1,60-5,49; p=0,001) en el riesgo de
envenenamiento para sujetos con esa combinacion de alelos de XRCC1, incluso cuando
se compard con aquellos que portan los alelos 399Arg-280Arg-194Arg, lo que confirma
la asociacion del alelo 280 His con un mayor riesgo (Zhang et al., 2005)

De forma similar, el analisis de haplotipos también ha confirmado que el alelo
His del codon 280 incrementa el riesgo al cancer de pulmén y el Trp de 194 lo
disminuye. La combinacion que implica al alelo variante 280His confirid tres veces mas
riesgo que el haplotipo donde los alelos de XRCC1 eran de tipo salvaje (Ratnasinghe et
al., 2001).

En cambio, otros estudios hallan que los polimorfismos  Arg280His y
Arg399GIn de XRCCL1 estan en desequilibrio de ligamiento, de manera que el alelo
variante del codon 280 cosegrega con el salvaje del codon 399. Asi, los autores
describen que cuando estos polimorfismos estdn combinados sus efectos aparecen
independientemente. Los portadores de la variante del codon 399 tuvieron un efecto
protector no significativo y, por el contrario los individuos heterocigotos del codon 280
incrementaron significativamente su susceptibilidad al cancer de colon (Skjelbred et al.,
2006).

Debemos puntualizar que, por el hecho de que los polimorfismos Arg280His y
Argl94Trp muestren resultados de asociacion con el riesgo, no podemos concluir de
forma absoluta de que estos alelos sean realmente los causantes de modificar el riesgo
de la enfermedad. Para ello, seria necesario contar con informacion de estudios
funcionales que demostrasen un efecto bioldgico diferente entre los alelos (Ladiges,
2006); asi, a la asociacion observada podrian contribuir otro u otros polimorfismos, no
estudiados, que estuviese altamente correlacionados.

Si la integridad de XRCC1 es importante es para el buen funcionamiento de
BER, no lo es menos la actuaciéon de OGG1. La proteina OGG1 es una glicosilasa con
actividad AP liasa intrinseca que cataliza la remocion de los aductos de 8-OHdG como
parte del mecanismo BER. La actuacion de la enzima depende del ataque nucleofilico
de su lisina sobre el enlace N-glicosidico del DNA (Marsin et al., 2003).

El gen OGG1 esta somaticamente mutado en algunos canceres y es altamente

polimorfico en las poblaciones humanas. De las mas de 20 variantes que se conocen, en
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la secuencia de esta glicosilasa, la mas estudiada es la que implica la sustituciéon en el
codon 326 de serina por cisteina, Ser326Cys (Hung et al., 2005b)

Tedricamente, la susceptibilidad al céncer puede variar en dependencia del
genotipo de Ser326Cys de OGGL. Este supuesto se basa en las evidencias de que el alto
contenido de 8-oxo-guanina en el DNA se ha asociado con un incremento de riesgo al
cancer y que los alelos del polimorfismo Ser326Cys influyen de manera diferente sobre
la actividad enzimatica (Kohno et al., 1998). Ademas, los estudios epidemioldgicos que
detectan asociacion de cancer con el alelo 326Cys avalan esta hipotesis (Kim et al.,
2003).

De hecho, la asociacion de este polimorfismo con el riesgo para diversos
tumores refleja resultados bastantes coherentes, independientemente de las diferencias
étnicas. El meta-andlisis de los mas de 30 estudios realizados para esta variante de
OGGL1 refiere incrementos significativos en los valores de ORs asociadas al genotipo
Cys/Cys en el cancer de pulmon, de vias aerodigestivas altas y de prostata (Goode et al.,
2002; Xu et al., 2002; Hung et al., 2005b). Sin embargo, otros autores sugieren un papel
menor para este polimorfismo en la tumorigénesis de pulmén en poblaciones caucasicas
(Hardie et al., 2000; Wikman et al., 2000).

Valores de OR por debajo de la unidad revelan una relacion inversa del genotipo
variante con el riesgo para el cancer de estomago (Hung et al., 2005b); y, estudios
recientes con poblaciones nordicas sobre susceptibilidad al cancer de mama no
encuentran asociacion entre genotipo y cancer (Vogel et al., 2003, 2004). También se
sugiere que este polimorfismo no incrementa el riesgo de cancer de colon (Kim et al.,
2003), ni la susceptibilidad a mesoteliomas malignos inducida por el amianto (Dianzani
et al., 2006). Finalmente, y a pesar de su relevancia en la reparacion del DNA, no se ha
encontrado tampoco asociacion significativa con tumores laringeos (Monteiro et al.,
2005) ni cervicales, en la poblacion japonesa (Niwa et al., 2005).

En modelos experimentales se ha descrito que la inactivacion del gene Oggl en
levaduras y en ratones incrementa la frecuencia de mutacion espontanea (Shinmura y
Yokota, 2001). A su vez, estudios funcionales para este polimorfismo en el ensayo de
complementacion en Escherichia coli deficiente en la reparacion de 8-OHdG, sugieren
que el alelo Ser tiene capacidad reducida para reparar el aducto 8-oxoguanina o baja
afinidad por el sustrato (Kohno et al., 1998). Por el contrario, hay estudios con lineas
celulares humanas en los que la sustitucion del alelo no se asocia con variacion en la

actividad funcional enzimatica de OGG1 (Wikman et al., 2000; Janssen et al., 2001,

156



Digcugion

Goode et al., 2002), ni se ha encontrado correlacion entre el genotipo variante Cys/Cys
y los niveles de 80xoG en el DNA (Hardie et al., 2000). Las discordancias de estos
estudios funcionales in vivo o in vitro ha sido recientemente revisada y, aunque en
términos generales se asocia el cambio a una reduccion enzimatica, los resultados no
son concluyentes para poder afirmar que el polimorfismo en OGG1 afecte de manera
importante a la funcion reparadora y a la carcinogénesis (Park et al., 2001; Hung et al.,
2005b; Weiss et al., 2005; Arai et al., 2006).

En nuestro estudio ningun genotipo incremento6 las ORs de manera significativa,
con lo cual podemos decir que el polimorfismo Ser326Cys de OGG1 no afectd la
susceptibilidad al cancer de tiroides en la poblacion espafiola muestreada, indicando su
irrelevancia en la carcinogénesis del tiroides, al menos en las condiciones a las que se

encontrd expuesta nuestra poblacion.

Genes de reparacion de roturas dobles por recombinacion
homadloga

Las roturas de doble cadena son el dafio mas pernicioso que sufre el DNA, y son
frecuentemente inducidas por xenobiodticos quimicos o por radiacidon ionizante. Estas
lesiones se traducen en roturas cromosomicas y reordenamientos que pueden conducir a
la apoptosis o a la tumorigénesis. De hecho, se reconoce a la radiacion ionizante como
un factor importante de riesgo en la malignizacion de las células tiroideas, con lo cual
las roturas de doble cadena son de las lesiones del DNA que mas cominmente subyacen
en la carcinogénesis del tiroides. La reparacion, por recombinacion homologa, es uno de
los mecanismos con que cuentan las células para eliminar las roturas de doble cadena
(Kuschel et al., 2002), de lo que se infiere lo atinado de evaluar el efecto que sobre la
susceptibilidad al cancer de tiroides tienen las variaciones en los genes implicados en
este mecanismo. Dentro de los mas de 20 genes que involucra esta via de reparacion se
encuentran XRCC2 y XRCC3. Estos genes, pardlogos de RAD51 facilitan la formacion
del foci RADS1 y la estabilizacion del multimero de RADS1, con el sitio dafiado del
DNA (Liu et al., 1998; Masson et al., 2001, Sonoda et al., 2001; Han et al., 2004; Li et
al., 2006).

Los polimorfismos de estos genes son buenos candidatos como marcadores de
susceptibilidad en diferentes tumores. Sin embargo, hasta el presente, no hay estudios

de la posible asociacion de polimorfismos en genes de reparacion por recombinacion
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homologa y el cancer de tiroides; de hecho, tampoco son numerosas las evaluaciones de
asociacion de polimorfismos de XRCC2 con el desarrollo de otros procesos tumorales.

Nuestro hallazgo de que el genotipo Arg/Arg de XRCC2 incrementa el riesgo
contrasta con lo obtenido para el cancer pancreatico, donde el alelo variante His/His es
el que reduce de manera significativa la supervivencia a este carcinoma (Li et al., 2006).
También, para el cancer de mama, Rafii y colaboradores citan que hay una asociacion
significativa entre el alelo variante, dependiente del nlimero de copias, y el riesgo (Rafii
et al., 2002). Pero, hay que sefialar que para este cancer los resultados no son
congruentes, ya que algunos autores refieren una asociacion marginalmente significativa
con el alelo variante (Kuschel et al., 2002), y otros estudios llegan a la conclusion que
no hay asociacion entre este polimorfismo XRCC2 y el riesgo de cancer de mama (Han
et al., 2004c; Millikan et al., 2005; Garcia-Closas et al., 2006). El genotipo homocigoto
variante se considera de riesgo para el cancer faringeo (Benhamou et al., 2004) y, en
cambio, para el carcinoma de células basales, el melanoma y el cancer de ovario se
asocia con una reduccion del riesgo (Han et al., 2004 a; Auranen et al., 2005; Webb et
al., 2005). Finalmente, la susceptibilidad al adenoma colorectal no parece verse afectada
por este polimorfismo (Tranah et al., 2004)

El polimorfismo Argl88His de XRCC2 es un cambio no conservativo en una
region codificante, pero que no pertenece a ningin dominio funcional conocido de
XRCC2 (Liu et al., 1998 Kuschel et al., 2002). Por ello, su papel en el funcionamiento
de XRCC2 es desconocido, aunque es interesante mencionar que parece tener una
funcion conservada puesto que las comparaciones de las proteinas XRCC2 humana, de
raton y de hdmster muestran que la arginina en la posicion 188 es invariante.
Recientemente se han descrito regiones que participan en la interaccion con otras
proteinas de la familia RADS1, pero el polimorfismo en analisis tampoco se solapa con
estas regiones.

Hay un solo estudio publicado que aborda las consecuencias funcionales de los
alelos del codon 188 de XRCC2, donde se indica que tanto las células con una delecion
del aminoacido, como con una sustitucion de la arginina cargada positivamente por la
alanina neutra fueron mas sensibles a los efectos de la mitomicina C que las células con
el alelo salvaje; sin embargo, la sustitucion por histidina no representd variaciones
sustanciales en la supervivencia, ni frente a las mayores dosis de exposicion al
mutageno. Esto indica que el cambio que implica este polimorfismo tiene efectos sutiles

sobre la habilidad para reparar los dafios inducidos en el DNA (Rafii et al., 2002).
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A modo de resumen, aceptamos que el SNP Argl88His de XRCC2 muestra
evidencias de asociacién con el cancer de tiroides. Si consideramos, ademas, los
precedentes epidemioldgicos y las pruebas funcionales podemos hacer varias
observaciones: estamos en presencia de una fuerte interaccion gen-ambiente que es
especifica de cada tumor; la capacidad reparadora mayor del alelo mas frecuente Arg se
limita a un contexto de bajos niveles de dafio al DNA; quedando abolida esa aparente
ventaja funcional cuando los dafios son extensos (Han et al., 2004b).

En nuestro estudio apreciamos que la sustitucion del aminoacido en el codéon
241, correspondiente a Thr241Met de XRCC3 no provoca variaciones significativas en
los valores de ORs.

El papel de este polimorfismo de XRCC3, en relacion a la susceptibilidad a
canceres de diversos oOrganos, ha sido ampliamente estudiado en epidemiologia
molecular. Se ha descrito que incrementa la susceptibilidad a desarrollar cancer de
mama (Kuschel et al., 2002; Garcia-Closas et al., 2006) o, por el contrario, que no tiene
relacion con este riesgo (Jacobsen et al., 2003). No aumenta el riesgo para el cancer de
pulmén (Butkiewicz et al., 2001; David-Beabes et al., 2001; Misra et al., 2003;
Zienolddiny et al., 2006), estomago (Shen et al., 2004), carcinoma colorectal (Tranah et
al., 2004; Skjelbred et al., 2006) y piel (Jacobsen et al., 2003); mientras que su relacion
con el riesgo de céncer de ovario es inversa y dependiente de la dosis alélica (Auranen
etal., 2005)

Los resultados para el melanoma son confusos, unos refieren asociacion con el
riesgo (Winsey et al., 2000) y otros no (Duan et al., 2002; Bertram et al., 2004).
Algunas investigaciones no hallan evidencias de asociacion con el riesgo de cancer de
vejiga (Matullo et al., 2001a; Stern et al., 2001, 2002; Sanyal et al., 2004) pero otras si
(Matullo et al., 2005). Finalmente, el genotipo Thr/Thr se ha asociado con un
incremento de la susceptibilidad a la leucemia (Seedhouse et al., 2004), la fibrosis
subcutanea y la ataxia telangiectasia (Andreassen et al., 2003).

Son escasas las evidencias de que este polimorfismo altere la funcion de la
proteina. A favor de su posible efecto funcional estad la propia naturaleza de la
sustitucion, se trata de un cambio no conservativo de un hidroxilaminoacido de un
residuo hidrofilico neutral por uno hidrofébico con un grupo sulfihidrilo y esto deberia
variar el entorno electronico de la proteina, traducible en un cambio de su funcion. En

contra de su relevancia en la funcionalidad proteica esta que el cambio no se localiza en
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un dominio de enlace al ATP, que es el unico dominio funcional descrito hasta el
momento (Winsey et al., 2000; Matullo et al., 2001; Kuschel et al., 2002).

Los efectos funcionales de este polimorfismo permanecen practicamente
desconocidos. Se dispone de alguna informacién acerca de la asociacion de la variante
Met con niveles elevados de aductos en linfocitos, lo que sugiere el posible papel de
XRCC3 en la reparacion de aductos (Matullo et al., 2001b). También se ha comentado
una asociacion altamente significativa entre esta variante y la induccion de
micronucleos cinetocoro positivos en fumadores (Stern et al., 2002). Sin embargo, otros
autores no observan que esta variante tenga especial influencia sobre la sensibilidad al
dafio inducido por mitomicina, lo cual es coherente con la no asociacion entre el alelo
Met y el retraso en la fase G2 inducido por la radiacion ionizante (Han et al., 2004b). El
polimorfismo del codon 241 de XRCC3 tampoco se ha descrito que afecte a los niveles
de AC y SCE (Norppa, 2004; Tuimala et al., 2004).

Los ligeros incrementos de ORs para el genotipo variante parecen indicar que
este cambio de aminoacidos por si solo no tiene repercusion en la actuacion de la
proteina y es irrelevante en el riesgo para desarrollar cancer de tiroides. Sin embargo, en
un articulo acerca de la asociacion del polimorfismo con el riesgo de cancer de tiroides,
se cita que el genotipo homocigoto variante Met/Met estd mas presente en pacientes
blancos no hispanicos con enfermedades benignas y cancer diferenciado de tiroides, que
en su correspondiente poblacion control (Sturgis et al., 2005). Esta discordante ausencia
del efecto del polimorfismo en nuestro estudio, puede ser consecuencia de que las
interacciones gen-ambiente en nuestra poblacion no incrementen la susceptibilidad o
que, un posible ligamiento con la mutacién funcional difiera entre las etnias o que,
realmente no sea XRCC3 un gen importante en la carcinogénesis de tiroides.

Los resultados obtenidos para el polimorfismo 1VS5-14 de XRCC3 indican que el
genotipo homocigoto variante es menos frecuente entre los pacientes con cancer de
tiroides, en relacion a los controles, y que este efecto protector recesivo es mas relevante
en los pacientes con cancer papilar.

Los estudios epidemiologicos para contrastar nuestros resultados son escasos.
Este polimorfismo ha sido, hasta fechas recientes, poco estudiado al parecer porque se
ubica en una region no codificante (Liu et al., 1998; Kuschel et al., 2002). El interés por
su estudio se ha incrementado en los Ultimos tiempos, a la luz de su considerable

frecuencia en la poblacion y sobre todo por la razéon de que cualquier variante
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potencialmente funcional, ain no siendo directamente ensayada, es probable que esté en
desequilibrio de ligamiento con este SNP.

Asi, por ejemplo, Kuschel y colaboradores refieren que el alelo 17893G tiene un
efecto protector, aparentemente dominante: tanto los heterocigotos como los
homocigotos para este alelo tienen una reduccion significativa en el riesgo a desarrollar
cancer de mama (Kuschel et al., 2002). Sin embargo, también encontramos resultados
de ausencia de asociacion de este alelo con el riesgo de mama (Han et al., 2004b).

En dos estudios casos-control que evaluan la asociacion entre genes de
reparacion de roturas de doble cadena y cancer colorectal, no se observé asociacion para
ninguno de los genotipos de IVS5-14, aunque si una tendencia a que los pacientes
acumularan el genotipo homocigoto sin el cambio (Tranah et al., 2004). En el cancer de
ovario y también en el de rifidon, la variante alélica se asocidé a un efecto protector
(Auranen et al., 2005; Matullo et al., 2005)

De Ruyck y colaboradores senalan, por el contrario, que los portadores de este
alelo tienen mayor riesgo de desarrollar reacciones tardias a la radioterapia (De Ruyck
et al., 2005). En concordancia con este resultado, recientemente se ha publicado una
relacion directa con el riesgo para el alelo mutante de este polimorfismo; asi; los
homocigotos para el cambio tuvieron mas mortalidad entre los pacientes aquejados de
cancer de pancreas. Los autores de este trabajo sugieren que este alelo puede afectar la
eficiencia en la reparacion de roturas de doble cadena inducidas por la radiacion (Li et
al., 2006).

Del andlisis de las combinaciones de los polimorfismos 1VS5-14 (A17893QG)
Thr241Met (C18067T) de XRCC3 obtuvimos que los haplotipos AT y GT se asociaron
con incrementos no significativos de riesgo; en tanto que el haplotipo GC fue asociado
con una reduccion del riesgo para el cancer de tiroides, aunque no significativa. Este
haplotipo contiene el alelo G-1VS5, que en el andlisis de genotipos ya ha sido asociado
con la reduccion del riesgo, lo cual confirma la observacion del efecto protector del
alelo. Sin embargo, la combinacion AT, que implica los alelos de riesgo de ambos
SNPs, respecto al haplotipo de menor riesgo GC, reveld incrementos significativos en el
valor de OR. Con lo que asumimos que esta combinacion de alelos se asocia a un riesgo
mayor para el cancer de tiroides.

Estos polimorfismos en combinaciéon con un tercer SNP en la region 5'-UTR
(A4541G) (5"UTR:1VS5:Thr241Met) han sido objeto de estudio en relacion al cancer de

mama y se ha observado que los haplotipos AGC y GGC redujeron el riesgo de manera
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no significativa, lo que parece ser coherente puesto que estos haplotipos contienen el
98% del alelo G de VS5, que se ha asociado con una reduccion del riesgo. El haplotipo
AAT tuvo un efecto modesto sobre el riesgo, mientras que GAT tuvo un incremento
significativo en el riesgo (Kuschel et al., 2002). Jacobsen y colaboradores no encuentran
relacion entre el riesgo de mama y los polimorfismos/haplotipos de XRCC3 (Jacobsen et
al., 2003). Las diferencias encontradas en las asociaciones del polimorfismo
Thr241Met, y sus haplotipos, con el riesgo de cancer de mama pueden ser reflejo de que
el fenotipo susceptible depende de la interaccion con el ambiente y que esas condiciones
varian entre las poblaciones en estudio o también que el ligamiento a la mutacién
funcional responsable del efecto sea disimil entre grupos étnicos (Jacobsen et al., 2003).
De igual forma, se ha publicado otro articulo que no halla ninguna diferencia en los
haplotipos de XRCC3 entre controles y pacientes con cdncer de mama o de endometrio
(Han et al., 2004 b,c).

Para carcinomas de células basales y escamosas se ha observado que el
haplotipo con el alelo variante Met estaba significativamente menos representado en los
pacientes que en los controles (Han et al., 2004a). El estudio haplotipico de XRCC3:
4541A>G, IVS5-14, Thr241Met en relacion al cancer de vejiga, reveld un elevado
riesgo para portadores del alelo Met, fueran fumadores o no, en tanto que un ligero
efecto inverso se asocio con el alelo G de 1VS5-14 en los fumadores. El haplotipo AAT
incrementd el riesgo en fumadores y el haplotipo AAC redujo la susceptibilidad al
cancer de vejiga en todos los individuos (Matullo et al., 2005). En otro estudio que
evalud el efecto sobre el riesgo de cancer de pulmoén, de igual combinacién de
polimorfismos de XRCCS3, se observo que el haplotipo AAC tuvo mayor influencia
sobre la susceptibilidad al cancer de pulmén que GAC lo que sugiere que el riesgo se
asocia al alelo del primer SNP y que la combinacion de alelos de 1VS5-14 y Thr241Met
es menos relevante (Jacobsen et al., 2004).

Ninguno de los haplotipos de XRCC3 se ha asociado con riesgo para el adenoma
colorectal y tampoco se halld que estos polimorfismos estuviesen ligados (Tranah et al.,
2004). Resultados similares se han citado para el cancer de ovario, donde ningin
haplotipo tuvo efectos sobre la susceptibilidad a este carcinoma (Auranen et al., 2005).
Los haplotipos de XRCC3 mostraron no ser significativamente diferentes entre controles
y pacientes con linfoma folicular, no obstante atribuirsele a los polimorfismos del gen

un importante efecto en la susceptibilidad al linfoma (Smedby et al., 2006).
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Después de considerar el modesto efecto de Thr241Met sobre el riesgo de cancer
de tiroides cuando se analiza s6lo, en contraste con el incremento en la susceptibilidad
cuando se estudia en combinacidon, podemos sugerir que este polimorfismo, en las
condiciones de exposicion estudiadas no modula la susceptibilidad al cancer de tiroides
y que, posiblemente, sean otras las variantes funcionales que influyen en el efecto

(Sturgis et al., 2005).

Genes relacionados con la sintesis hormonal del tiroides

Diversos meta-analisis sobre la epidemiologia del cancer de tiroides revelan que,
junto a las radiaciones ionizantes, el bocio y las enfermedades benignas del tiroides, son
los factores de riesgo mas relevantes (Franceschi et al., 1999; Hishinuma et al., 1999,
2005).

Los desequilibrios hormonales constituyen uno de los principales mecanismos
que causan enfermedades del tiroides, por lo cual todos los genes que codifican
proteinas tiroideas, que participan en el control y en la sintesis de hormonas del tiroides,
pueden estar involucrados en las patologias del tiroides, incluyendo la carcinogénesis de
la glandula. Asi, la relevancia que tiene los genes que codifican para TG y TSHR, en las
patologias benignas del tiroides los hace candidatos de susceptibilidad al cancer de
tiroides (Bosetti et al., 2002; Alvarez-Nuiiez et al., 2003; Matakidou et al., 2004; Tomer
y Greenberg, 2004 a,b).

Las variantes de TG se han asociado con enfermedades inmunes y con otras
enfermedades benignas del tiroides como el bocio familiar, el hipotiroidismo, el bocio
simple no endémico, el adenomatoso y el multinodular (OMIM 188450). El analisis
conjunto de varios estudios indica que las personas aquejadas de adenomas y nodulos
benignos del tiroides, tiene un mayor riesgo de malignizacion celular, con valores de
ORs asociados especialmente altos (OR = 29,9, 95% IC: 14,5-62,0). Este elevado
riesgo se hace mas significativo cuando la asociacion se realiza en un periodo de 2—4
afos previos al diagnoéstico del cancer, pero también se encontraron valores elevados de
ORs, aunque hayan mediado 10 afios o mas entre la asociacion y la aparicion del tumor

(Franceschi et al., 1999; Hishinuma et al., 1999; 2005; Preston-Martin et al., 2003).

Las variantes de TG también se han explorados como marcadores en neoplasias

epiteliales de tiroides (Alvarez-Nuiiez et al., 2003). La cuantificacion de los niveles
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plasmaticos de TG tiene reconocido valor predictivo del desarrollo tumoral,
sugiriéndose la posibilidad de una relacion causal (Hrafnkelsson et al., 2000; Matakidou

etal., 2004).

Apenas existen estudios precedentes de asociacion entre polimorfismos de TG y
cancer tiroideo, en la literatura solo hallamos un estudio en el cual se plante6 la
hipétesis de que la variante polimorfica GIn2511Arg de TG incrementara la
susceptibilidad a desarrollar cancer tiroideo-no medular. Si bien la asociacion fue
modesta, por la prevalencia de este polimorfismo en la poblacion (~50% en poblaciones
caucasicas), se sugirid0 que puede contribuir significativamente a la incidencia de
carcinomas no medulares de tiroides (Matakidou et al., 2004). Aunque ¢l mecanismo
por el cual TG confiere esta susceptibilidad atin no es conocido, se sabe que este cambio
no conservativo se localiza en un dominio de homologia con la acetilcolinesterasa, en la
region C terminal de TG, cuya funcion es importante para la maduracion

conformacional y la secrecion normal de TG (Park y Arvan, 2004).

Todas las variantes polimorficas estudiadas en los exones 10, 12 y 33
incrementaron la susceptibilidad al céncer de tiroides. Al parecer, su localizacion en
exones que se corresponden con dominios funcionales de la proteina, hace que afecten
su funcionalidad y, con ello, la fisiologia tiroidea.

La proteina TG se caracteriza por una estructura compleja y altamente
organizada que incluye unidades repetitivas ricas en cisteina, sitios hormonogénicos y
dominios de enlace al receptor (Mendive et al., 2001). El exon 10 se piensa que esta
relacionado con los sitios hormonogénicos, especificamente con ciertos residuos de
tirosilo que se consideran actian como dadores de yodofenoxil a una yodotirosina
aceptora (Moya et al., 2000; Mendive et al., 2001). Los exones 10 y 12, ademas,
participan en la codificacion de las unidades repetitivas ricas en cisteina. Se ha sugerido
que el exon 10 esta involucrado, especificamente, en la codificacion de la repeticion
tipo 1-7, y el exon 12 en las repeticiones tipo 1-3 y 1-8. Como es conocido, la hidrélisis
catalitica de TG por el sistema lisosomal es la ultima etapa en la biosintesis de
hormonas tiroideas (Moya et al., 2000) y, al parecer, las repeticiones tipo 1 son las que
regulan la degradacion de la TG madura por una inhibicion selectiva y reversible de las
proteasas lisosomales (Mendive et al., 2001; Targovnik et al., 2001;).

Ademéds, se ha sugerido que el dominio de TG responsable de su unién a la

membrana se localiza entre el exdn 10 (Ser789) y el 16 (Met1173) (Mendive et al.,
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2001), con lo cual, los cambios de base del exén 10 y 12 pudieran repercutir en una baja
afinidad por su receptor.

El exdn 33 codifica para la repeticiones ricas en cisteina tipo 3, estas cisteinas
juega un importante papel en la formacion de puentes disulfuros, que permiten la
correcta estructura terciaria y el plegamiento de la proteina y, con ello, su transporte
intracelular (Hishinuma et al., 1999; Collins et al., 2004). Por ello, pensamos que el
cambio de un aminodcido hidrofilico positivamente cargado, como es la arginina, por
uno hidrofébico, como es el triptofano, pudiera alterar la estructura de esta region y, por
consiguiente la conformacion de la proteina (Ban et al., 2003). La proteina alterada no
puede escapar del control de calidad del reticulo endoplasmatico y, en consecuencia no
puede ser exportada al sitio de yodacion (Park y Arvan, 2004). Este trafico defectuoso
de TG desde el RE hasta el complejo de Golgi, se ha sugerido que es el responsable de
deficiencias hormonales congénitas (Kim et al., 1998; Hishinuma et al., 1999; Park y
Arvan, 2004). Este cambio del exén 33 se localiza en un dominio, de homologia con la
acetilcolinesterasa, en la region C terminal de TG, cuya funcién es importante para la
maduracion conformacional (homodimerizacién por formacion de puentes disulfuro) y
la secrecion normal de TG (Mendive et al., 2001; Park y Arvan, 2004). El cambio
aminoacidico pudiera generar una proteina que no puede alcanzar el complejo de Golgi
para ser glicosilada (transferencia de complejo de azucar al N del grupo amino de la
asparagina) y, por tanto, no incluirse en las vesiculas para ser secretada por exocitosis.
En otras palabras, el cambio no afectaria a la expresion proteica pero si el incorrecto
plegamiento, que provocaria una retencion intracelular de TG (Park y Arvan, 2004).

En conclusion, el plegamiento, la dimerizacion y la exportacion anormal de TG
como consecuencia del cambio de base pudieran contribuir a las deficiencias
hormonales y a que se desencadenen respuestas que conduzcan a la hiperplasia o la
hipertrofia glandular, con predisposicion a la malignizacion de las células tiroideas.

En este punto resulta interesante resaltar que la TG folicular actia como
controlador negativo de la funcion tiroidea, suprimiendo la expresion de TTF-1, TTF-2
y Pax-8 y, por consiguiente, reduce la expresion de los genes TG, TPO, NIS y TSHR.
Estos hallazgos apoyan la idea de que TG no es sélo sustrato para la biosintesis de
hormonas tiroideas, sino también un regulador de la funcién tiroidea actuando en la
sefializacion transcripcional, o estando involucrada en algiin mecanismo todavia no

determinado (Park y Arvan, 2004).
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En resumen, las variantes polimorficas de TG pudieran originar una pléyade de
alteraciones estructurales y funcionales en la proteina, que abarcan desde dificultades
para transportarse intracelularmente, yodarse, unirse a su receptor, glicosilarse y
degradarse; asi, como también pueden alterar la sefializacién transcripcional y la
expresion génica en el tiroides.

Las sustituciones aminoacidicas de los polimorfismos en los exones 10, 12 y 33
del gen TG se han asociado a riesgo de enfermedades autoinmunes murinas y humanas.
Tanto el conjunto de SNPs de los exones 10 y 12, como el SNP del exdén 33 resultaron
buenos marcadores de susceptibilidad a la enfermedad de Graves y a la tiroiditis de
Hashimoto, en poblaciones norteamericanas. Aunque el fuerte desequilibrio entre ellos
imposibilita determinar cual de los SNPs de los exones 10 y 12 es el que confiere la
susceptibilidad (Ban et al., 2003). Collins y colaboradores contradicen estos resultados
puesto que no hallaron asociacion entre estos SNPs y el desarrollo de enfermedades
autoinmunes en poblaciones inglesas (Collins et al., 2004). En las poblaciones
japonesas tampoco el SNP del exon 33 tuvo influencia en las enfermedades

autoinmunes del tiroides (Ban et al., 2004).

En este contexto y en vista de nuestros resultados, parece evidente que todas las
variantes estudiadas de TG, incluyendo el cambio silencioso, son potenciales

marcadores de riesgo para el cancer de tiroides diferenciado.

Al estudiar los haplotipos de los SNPs de TG: Ser734Ala (T2200G) Pro778Pro
(T2334C) Met1027Val (A3082G) Arg1980Trp (C5995T) y su asociacion con el riesgo,
apreciamos la concordancia con los estudios de asociacion alélica de TG, de manera que
el haplotipo Ala:Pro:Val:Trp (que incluye los alelos variantes de todos los
polimorfismos) incrementd significativamente el riesgo a desarrollar cancer. Igual
resultado se obtuvo con el haplotipo Ala:Pro:Val:Arg que solo se diferencia del anterior
en que el alelo del exon 33 no es variante. El hecho de que las formas variantes del exon
10 y 12 aparezcan simultdneamente en estos dos haplotipos frecuentes, nos hace pensar
en una fuerte correlacion entre ellos, indicio de ligamiento. La observacion de que los
alelos del exdén 33 se presentan indistintamente en estos haplotipos sugiere que no
cosegregan con el bloque que, al parecer, forman los alelos del exén 10y 12.

Por otra parte, el segundo haplotipo en frecuencia, que se distingue del de
referencia por presentar el alelo mutante del polimorfismo del exon 33, incremento los

valores de OR con alta significacion estadistica, lo que corrobora el efecto sobre el
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riesgo de este alelo detectado en el estudio de asociacion de Argl980Trp. Es evidente
que el alelo variante Trp confiere un incremento del riesgo a desarrollar cancer de
tiroides. Su sola presencia en este haplotipo bastd para incrementar la susceptibilidad,
este hallazgo, tiene ademas otra interpretacion y es la confirmacion de que estd en
equilibrio de ligamiento. Por tltimo, el haplotipo Ser:Pro:Met:Trp, que se distingue por
presentar tanto el alelo variante de Arg1980Trp del exén 33, como el del Pro778Pro del
exon 10, estuvo también mds representado, de manera significativa, en los pacientes.
Los otros haplotipos que contenian al menos uno de los alelos variantes de los
polimorfismos del exén 10 y 12 en combinacién con el variante del 33 también
incrementaron las ORs aunque no alcanzaron la significacion estadistica. El estudio de
ligamiento corrobord que los SNPs de los exones 10 y 12 estan en desequilibrio pero no

cosegregan con el polimorfismo del exén 33.

A modo de conclusion podemos decir que los polimorfismos de los exones 10,
12 y 33, son buenos marcadores de susceptibilidad al cancer de tiroides, por lo cual el

gen TG parece ser relevante en la carcinogénesis tiroidea.

La hormona TSH actia como el principal regulador de la diferenciacion y
proliferacion celular tiroidea por lo que no es desacertado concebir que las alteraciones
en su receptor impliquen desequilibrios morfo-funcionales en la glandula que
conduzcan a la tumorigénesis. El descubrimiento de la presencia de mutaciones
somaticas y germinales en TSHR en tumores foliculares apoya la hipdtesis de que la
cascada de AMPc puede ser importante en este proceso, y ha motivado el interés por el
estudio de como los polimorfismos germinales en componentes de la casacada, en

particular en TSHR, pudieran afectar la susceptibilidad al cancer de tiroides.

El andlisis de asociacion del polimorfismo Pro52Thr refleja modestos
incrementos de OR cuando los alelos variantes estan en homocigosis y, con preferencia,
en la variante papilar. La no significacion de esta asociacion nos hace postular que este

polimorfismo no es buen marcador para el cancer de tiroides.

Los estudios pioneros y mas abundantes para este polimorfismo de TSHR se
centran en enfermedades inmunes del tiroides y, particularmente, en la enfermedad de
Graves (OMIM 603372). Precisamente, la localizacion del polimorfismo Pro52Thr en
la region N terminal del dominio extracelular del receptor (subunidad A) fue lo que hizo

pensar en la posibilidad de que la sustitucion de los aminoacidos pudiese cambiar la
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secuencia de los epitopos inmunogénicos del ectodominio de TSHR y, con ello, alterar
la susceptibilidad a desarrollar autoinmunidad en el tiroides. Sin embargo, solo los
primeros estudios encontraron incrementos de riesgo para esta patologia inmune del
tiroides (Bahn et al., 1994; Cuddihy et al., 1995) mientras que otros, por el contrario, no
hallaron efectos sobre la susceptibilidad (Simanainen et al., 1999; Chistiakov et al.,
2000; Kaczur et al., 2000; Ban et al., 2002; Chistiakov, 2003; Ho et al., 2003). Estos
resultados han hecho que se asuma como bastante concluyente que este polimorfismo
no esta asociado con la enfermedad de Graves (Ban et al., 2002, Chistiakov, 2003; Ho
etal., 2003).

So6lo hay un estudio previo de evaluacion de la influencia del polimorfismo
sobre el riesgo a desarrollar carcinoma no medular de tiroides. Este trabajo encontro
que no existe asociacion entre esta variante de TSHR y el riesgo, tanto en poblaciones

canadienses como britanicas (Matakidou et al., 2004).

El cambio en el nucléotido 253 del exén 1, correspondiente al SNP Pro52Thr, se
localiza en el dominio extracelular de interaccion con el ligando y ello plantea la
hipotesis de su posible influencia en la cascada de sefializacion del AMPc. La unién de
TSH con su receptor conduce al acoplamiento con su transductor (la proteina) G y a la
activacion de la adenilciclasa (Kazanietz y Santa Coloma, 2000; Kopp, 2001). Esta
cascada es el principal regulador del crecimiento, diferenciacidon y secrecion hormonal
en el tiroides. En consecuencia, se supone que las alteraciones en TSHR que impidan el

acople con su ligando pueden afectar la via y traducirse en desérdenes tiroideos.

Se ha predicho que la proteina variante de este polimorfismo tiene pérdida de un
giro beta que potencialmente puede alterar la conformacion tridimensional del receptor
variando la afinidad por la hormona y, con ello, la activacion de la adenilato ciclasa. Se
especula asi que la cadena de eventos que transcurren desde la sustitucién hasta el
carcinoma implicaria la activacion constitutiva de la via del AMPc causando
tirotoxicosis o nodulos tiroideos que derivarian a carcinomas. A favor de este supuesto
hablan los estudios funcionales que encuentran niveles incrementados del AMPc en la

variante Thr de TSHR, expresada en CHO (Chistiakov, 2003).

Asi, los individuos homocigotos para la variante revelan niveles mas bajos de
TSH y de yodotironina (Peeters et al., 2003), pero no exhiben anormalidades en la
funcion tiroidea (Matakidou et al., 2004).
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El otro polimorfismo evaluado de TSHR (Asp727Glu) se ha relacionado con los
carcinomas tiroideos diferenciados (Ohno et al., 1995; Cetani et al., 1999), pero su
asociacion mas estudiada es con el bocio multinodular y los adenomas téxicos tiroideos
(Muhlberg et al., 2000; Tonacchera y Pinchera, 2000). Los resultados al respecto no son
coherentes, en tanto que unos hallan asociacion con el desarrollo de bocio multinodular,
mientras que otros no confirman el incremento de riesgo (Kopp, 2001; OMIM 603372).
Para las enfermedades toxicas no autoinmunes del tiroides, tampoco se han hallado
diferencias en la frecuencia del polimorfismo del codén 727, respecto a poblaciones
controles (Miihlberg et al., 2000). Asi también, los estudios de caso control con
poblaciones caucésicas residentes en Alemania y Norteamérica no han encontrado
asociacion entre el polimorfismo y la enfermedad de Graves. Contrariamente, en
poblaciones rusas se detectd una alta frecuencia del alelo 727Glu en pacientes afectados
por esta enfermedad (Ban et al., 2002; Chistiakov et al., 2002; Chistiakov, 2003). Un
meta-analisis del conjunto de estudios hechos para la enfermedad de Graves indico una
débil asociacion entre la variante polimorfica y la enfermedad (Chistiakov et al., 2004).
Asimismo, los polimorfismos de los codones 52 y 727 de TSHR tampoco son buenos
marcadores del sindrome del prolapso de la valvula mitral asociado a la enfermedad de
Graves y a la tiroiditis (Chou et al., 2002). A la luz de estas evidencias, la opinion mas
general es que estos polimorfismos germinales no parecen estar asociados con
desérdenes no autoinmunes de hiperfuncionamiento del tiroides ni con otras
enfermedades tiroideas (Tonacchera y Pinchera, 2000).

Asi, los resultados del andlisis de asociacion del polimorfismo Asp727Glu
llevado a cabo en este estudio reflejan una relacion inversa, aunque no significativa,
para el genotipo homocigoto para el cambio, en cualquiera de las variantes del cancer

diferenciado.

Del andlisis de los haplotipos de TSHR obtuvimos que el haplotipo mas
frecuente de los tres detectados incluyo el 88% de los casos. Los demas haplotipos,
conteniendo s6lo un alelo variante de uno u otro SNP, no incrementaron los valores de
ORs. No se detectd el haplotipo doblemente variante, de lo que se intuye que ambos
polimorfismos no estan ligados. El analisis de ligamiento hall6 una D" con valor de
0,28, que asi lo confirma. Otros autores coinciden en que, a pesar de la cercania fisica,
no hay evidencias de los alelos de estos loci de TSHR estén en desequilibrio de

ligamiento (Matakidou et al., 2004).

169



Discusion

El estudio precedente de asociacion con el cancer de tiroides no medular, no
encontr6 evidencia de que el polimorfismo Asp727Glu incrementara el riesgo. Los
autores reconocen el poder limitado de su estudio por el bajo tamafio muestral, pero atin
asi cuestionan el papel de TSHR en la carcinogénesis (Matakidou et al., 2004).

Como este polimorfismo implica un cambio de base en el exon 10, que codifica
para el dominio carboxiterminal intracelular del receptor, y este es la region de unién a
proteinas G, es concebible suponer que el cambio aminoacidico pudiera influir en la
activacion de la via del AMPc. Los estudios funcionales que evaliian esta hipotesis
observan que la variante de Asp727Glu (expresada en células eucariotas) tiene
incrementos notables en los niveles de AMPc en respuesta a la estimulacion por TSH
(Gabriel et al., 1999) Sin embargo, esta observacion no se confirm6 en estudios
posteriores, en los que no se detectaron diferencias en los niveles de AMPc basales o en
respuesta a TSH, en células COS-7 transfectadas y en células tiroideas que expresaban
una u otra proteina (Nogueira et al., 1999; Chistiakov et al., 2003; Sykiotis et al., 2003).
Los estudios de mutagénesis dirigida han demostrado que la delecion de los residuos de
722 a 764 no afecta a la capacidad de transcripcion de la sefial del receptor (Sykiotis et
al., 2003).

Por otra parte, estudios in vivo han puesto en evidencia que sujetos heterocigotos
Asp/Glu muestran niveles mas bajos de TSH que los homocigotos para el alelo Asp.
Estos datos concuerdan con el hallazgo de que la variante 727Glu tiene una mayor
activacion de la cascada de AMPc en respuesta a TSH, ya que se requieren menores
concentraciones de TSH para alcanzar una produccion normal de hormonas tiroideas. Es
por esto, que estos autores interpretan como relevante este polimorfismo funcional
(Peeters et al., 2003). La activacion de la adenilciclasa puede inducir una hipersecrecion
hormonal por el tirocito pero, en contraste con las mutaciones somaticas que activan
constitutivamente la via del AMPc, el polimorfismo germinal no produce una activacion
permanente de TSHR (Chistiakov et al., 2002). No obstante, la activacion constitutiva
tampoco se ha reconocido como un evento frecuente en la progresion de tumores de
tiroides diferenciados (Spambalg et al., 1996).

Otro estudio al respecto observo que los mutantes 727Glu no difieren de los
salvajes en la activacion de la cascada de AMPc. Pero, cuando el alelo forma el
haplotipo  Asp727Glu/Arg593Asp se activa constitutivamente la cascada. El

polimorfismo mejora la activacion de la proteina G en presencia de una mutacion
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funcional, aunque es inerte en el contexto de TSHR de tipo salvaje (Sykiotis et al.,
2003).

A modo de resumen consideramos que, a pesar del papel en la cascada de AMPc
de los polimorfismos estudiados, €stos no son relevantes en la tumorigénesis de la

glandula tiroidea.

Genotipos de genes relacionados con el ciclo celular

La fosforilacion de la tirosina es un evento crucial en la regulacién de procesos
celulares tales como la proliferacion, la diferenciacion, la transduccion de sedales, la
expresion génica, cambios en el citoesqueleto y la malignizacion celular (Zhang et al.,
1997; Zapata et al., 2004). En este escenario las fosfatasas de tirosina actian tanto como
reguladores positivos o negativos en la transduccion y por ello son esenciales para las
funcionales celulares.

PTPRIJ es un receptor de fosfatasas de tirosina de clase III, con un Unico sitio
catalitico intracelular y repeticiones de fibronectina extracelulares. Este se expresa en el
sistema hemotopoyético y en varios tejidos: pancreas, riidn, sistema nervioso, mama y
tiroides (Kellie et al., 2004). Al parecer, pertenece a la subfamilia de fosfatasas de
tirosina que controlan la proliferacion celular mediada por receptores de tirosina
quinasa, y es una molécula crucial para muchas respuestas celulares mediadas por
factores de crecimiento, ya que actila especificamente como inhibidor de la
proliferacion, al tiempo que modula cambios en el citoesqueleto y en los contactos entre
célula y sustrato (Kellie et al., 2004).

El interés en estudiar el efecto del polimorfismo Asp872Glu del gen PTPRJ
sobre la susceptibilidad al cancer de tiroides surge del reconocimiento de las funciones
bioldgicas previamente expuestas y del conocimiento del papel de PTPRJ en ciertas
neoplasias murinas y humanas, especialmente en la carcinogénesis de células tiroideas
de rata (Zhang et al., 1997).

Nuestros hallazgos, sin llegar a ser estadisticamente significativos, sugieren que
la sustitucion en el codon 872 de PTPRIJ pudiera tener un efecto protector a desarrollar
cancer de tiroides. Esta inferencia la sustentan otros resultados similares en relacion a
este tipo de carcinoma. Asi, Iuliano y colaboradores, al evaluar SNPs de este gen
hallaron que el genotipo homocigoto para el alelo salvaje de Asp872Glu estaba mas

representado en pacientes que en controles. Por otra parte, el analisis de haplotipos de
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PTPRJ indico que la presencia del alelo 872Asp en la combinacidn era mas frecuente en
los pacientes con carcinoma de tiroides (Iuliano et al., 2004). Estos autores concluyen
que el perfil genotipico de PTPRJ afecta la susceptibilidad al cancer de tiroides y que la
pérdida alélica del gen esta involucrada en la carcinogénesis del tiroides (Iuliano et al.,
2004). Otros estudios de asociacion alélica de PTPRJ han indicado que determinados
haplotipos confieren proteccion a desarrollar cancer de mama y de pulmén
(Ruivenkamp et al., 2002).

El analisis de los polimorfismos de PTPRJ en lineas celulares humanas de
carcinoma de tiroides revelo el predominio del alelo 872Asp. También se comprob6 que
en lineas celulares hibridas, con un poder de malignidad menor que el de sus lineas
parentales, la adquisicion del alelo 872Glu implico el desarrollo de un genotipo
desfavorable (Iuliano et al., 2004).

El polimorfismo Asp872Glu se localiza en la region extracelular de la fosfatasa,
en una region cercana al dominio transmembrana, especificamente en medio de la
primera hélice, en una posicion expuesta del dominio de fibronectina tipo III (Tuliano et
al., 2004). Ademas, varios estudios sobre PTPRJ han proporcionado evidencias de que
la dimerizacion conduce a la inactivacion del receptor y que la dimerizaciéon implica
interacciones especificas con el dominio transmembrana (Chin et al., 2005). Se especula
que la presencia de Asp en el codon 872 pudiera facilitar la dimerizacion de la proteina;
de hecho, la cadena lateral del aspartato es mas corta que la del glutamato, lo cual
reduce los efectos de las cargas negativas opuestas, favoreciendo la dimerizacion
(Ruivenkamp et al., 2002; Tuliano et al., 2004). Se plantea que los polimorfismos
pueden afectar la relacion de PTPRJ con su ligando y, aunque estos no han sido
definidos, si que se ha demostrado que ciertas moléculas influyen sobre su actividad
enzimatica (Sorby et al., 2001). Asi, los productos de los diferentes alelos pueden tener
distinta afinidad por sus correspondientes ligandos y los genotipos con el cambio
responden al estimulo externo con mayor eficiencia que los homocigotos normales.
Alternativamente, si PTPRJ viene regulado por la dimerizacion dependiente de ligando,
es probable que los heterodimeros puedan tener una menor afinidad por los ligandos,
empeorando asi la inactivacion de la fosfata.

Nuestros resultados no detectan una reduccion significativa del riesgo de cancer
de tiroides asociado a este polimorfismo de PTPRJ, pero indican una tendencia a que el
genotipo variante tenga un efecto protector. A la luz de estas evidencias seria interesante

ampliar los estudios en muestras mayores y en mas polimorfismos de PTPRJ.
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Interacciones gen-gen

Es concebible que un polimorfismo por si s6lo no tenga efectos espectaculares
sobre la susceptibilidad individual a agentes enddgenos o exdgenos sino, que mas bien,
el fenotipo de malignidad sea el resultado de la acumulacion de multiples genotipos
variantes. En este contexto cobra singular importancia el estudio de las interacciones
entre diferentes genes polimorficos (Mitrunen y Hirvonen, 2003). Estos estudios, sin
embargo, deben ser bioldgicamente justificables, ya sea, porque se trate de enzimas que
siendo relevantes, para determinadas exposiciones, actiian secuencialmente en la misma
ruta metabolica o, porque enzimas de metabolismo y reparacion participen, sincronizada
y complementariamente, para evitar los danos al DNA (Popanda et al., 2004, Seedhouse
et al., 2004; Naccarati et al., 2006).

A pesar de los multiples argumentos que teéricamente respaldan que el riesgo de
cancer puede estar modulado de forma aditiva o multiplicativa por varios
polimorfismos, son escasos los trabajos existenten, y se circunscriben a las
localizaciones tumorales mas frecuentes de mama, pulmén y vejiga, y con algunas
evaluaciones para leucemias (Seedhouse et al., 2002, 2004; Popanda et al., 2004).

De lo anteriormente expuesto se deduce que €ste es un campo inexplorado y de

sumo interés para el carcinoma de tiroides.

Interacciones gen-gen para genes de reparacion

El andlisis de la interaccion de multiples genes dentro de una misma via
reparadora (particularmente entre aquellos que se conoce que forman complejos) puede
proporcionar resultados mas comprensibles acerca de como las variantes polimoérficas
de los genes de reparacion afectan la susceptibilidad al cancer (Goode et al., 2002;
Hung et al., 2005b; Weiss et al., 2005). Estos analisis ayudan a esclarecer las complejas
interacciones entre las diversas vias involucradas en la reparacion del DNA y el
desarrollo de neoplasias y proporciona nuevas hipotesis para futuros estudios
funcionales.

En apartados anteriores ya comentamos el papel de la interaccion de la
polimerasa § con XRCC1 para el funcionamiento correcto de BER, y la importancia de
evaluar cémo las variaciones polimoérficas en una u otra enzima pudieran afectar la

integridad del mecanismo (Lunn et al., 1999; Bhattacharyya y Banerjee, 2001; Lee et

173



Discusion

al., 2001). Este supuesto es extensible a la interaccion con otras enzimas de la via BER,
de la que se ha estudiado la interaccion de XRCC1 con APEI En este caso, aunque los
efectos de la interaccion sobre la sensibilidad a la radiacién ionizante no alcanzaron
significacion, si que se aprecidé que hay una relacion dependiente de la dosis del alelo
variante sobre el retraso en el ciclo celular y la hipersensibilidad a la radiacién ionizante
(Hu et al., 2001).

Con este precedente nos planteamos la hipdtesis de que la interaccion de SNPs
de OGG1 y XRCC1 pudiera ser de importancia para la susceptibilidad al cancer de
tiroides.

Al estudiar la interaccion OGG1-XRCC1, estamos analizando el efecto de dos
proteinas coparticipes de la via BER. La primera interviene en la etapa de
reconocimiento y escision de la guanina oxidada, y la otra actiia como coordinadora en
todas las etapas. XRCCI1 estimula a OGGl para que escinda la base oxidada,
garantizando la eficiencia de la maquinaria reparadora. De hecho, la interaccion fisica
de estas proteinas aumenta tres veces la actividad glicosilasa de OGG1 sobre 80oxoG
(Marsin et al., 2003).

La interaccion de los genotipos 399Arg:326Cys increment6 el valor de OR, pero
sin que fuese significativa la asociacion con el riesgo. Otros autores tampoco han
hallado que esta combinaciéon se asocie a un incremento en la susceptibilidad a
adenomas o carcinomas de colon (Niwa et al., 2005; Skjelbred et al., 2006). La
combinacion 280His:326Cys mostré una relacion inversa con el riesgo, pero sin
significacion; sin embargo, 194Arg:326Cys mostré una asociacion con el riesgo
proxima a la significacion. Este resultado es interesante en tanto que sugiere una posible
interaccidn entre estos genes y que sus polimorfismos pueden tener efectos sinérgicos
sobre la susceptibilidad a la enfermedad. La proteina OGGI1 interactia con la region
central de XRCCl, especificamente, con la regién bisagra que media entre el dominio
NTD y el BRCTI, regiéon que como ya se ha comentado es donde se localiza el
polimorfismo del codon 194. Esta es una region desestructurada, pero la interaccion con
OGGI pudiera estabilizar una estructura particular de XRCCl1 e influir en su funcién.
Los resultados epidemiologicos que asocian el polimorfismo del codon 194, localizado
en esta region, con ciertos tumores o sensibilidad a agentes genotdxicos, apoyan la
hipotesis de las repercusiones funcionales que tiene la alteracion de la afinidad de
XRCCI1 con OGGI u otras enzimas involucradas en el mecanismo BER (Marsin et al.,

2003; Hung et al., 2005b).
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Hace ya varios afios que se especula que la via BER y la de RH interactiian para
reparar las roturas de las cadenas del DNA (Liu et al., 1998) y, desde entonces su
posible solapamiento en la reparacion ha sido objeto de analisis (Hu et al., 2001; Smith
et al., 2003). Estudios con Schizosaccharomyces pombe y con células CHO han dado
veracidad a la hipotesis (Memisoglu y Samson, 2000; Taylor et al.; 2000; Stern et al.,
2002) y, la observacion de la colocalizacion de XRCC1 con Rad51 sustenta que la
reparacion de las roturas por XRCC1 es una actividad coordinada con eventos
recombinacionales iniciados por las roturas de cadena durante la replicacion (Taylor et
al., 2000). Por ello, resulta interesante evaluar el papel de las interacciones entre genes
de reparacion de ambos mecanismos, asi como conocer el efecto de los distintos SNPs
sobre estas interacciones.

En nuestro estudio hemos visto que la combinacion del genotipo 280His/His de
XRCCL1 y A/AIVS5-14 de XRCC3, al igual que la combinacion 194Arg/Trp de XRCC1l y
241Met/Met de XRCC3, se presentaron con mas frecuencia entre los pacientes, lo que
sugiere un incremento de la susceptibilidad para los portadores de los dobles genotipos
de riesgo de XRCC1 y de XRCC3.

El efecto de 194Arg/Trp de XRCC1 y 241Met/Met de XRCC3, induce un
incremento de la susceptibilidad para el cancer de mama (Smith et al., 2003) y para el
cancer de vejiga (Stern et al., 2002). Ademas, en pacientes con los genotipos de riesgo
de XRCC1 y de XRCC3 se observaron incrementos de radiosensibilidad y de riesgo a
carcinomas ginecologicos (De Ruyc et al., 2005). Otra cita interesante al respecto se
refiere a la progresion del carcinoma colorectal, ligeramente favorecido por la
interaccion de los genes XRCC1l y XRCC3, especificamente por la combinacion
399Arg/Arg y 241Met/Met (Krupa y Blasiak, 2004; Yeh et al., 2005).

En este contexto, nuestros resultados confirman que la interaccion de
alteraciones polimorficas en XRCC1 y XRCC3 aumenta el riesgo a desarrollar cancer de
tiroides.

Por otra parte, consideramos, que una combinaciéon que contenga al unisono
variaciones en los genes que participan en la via de reparacion por recombinacion
homologa pudiera favorecer la pérdida de fidelidad en este mecanismo y, conducir a la
inestabilidad genomica. El incremento en la susceptibilidad al céncer pancredtico
observado para la interaccion del polimorfismo de XRCC2 y XRCC3 (Li et al., 2006) y

el mayor riesgo de desarrollar leucemia mieloide, aguda cuando se es portador de un
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genotipo doble variante para RAD51 y XRCC3 (Seedhouse et al., 2004) sustentan esta
hipotesis.

Sin embargo, en nuestro estudio no fue posible cuantificar las ORs para estas
combinaciones por no contar con individuos que portaran el genotipo doble homocigoto
variante. Esta situacion no es sorprendente si consideramos que nuestro tamafio
muestral era limitante para la naturaleza de estos andlisis. Varios trabajos que se han

planteado estos andlisis no han podido ser concluyentes por la misma razén (Kuschel et

al., 2002; Seedhouse et al., 2002).

Interacciones entre genes de reparacion y genes de metabolismo

Los polimorfismos en enzimas metabdlicas se han asociado con el incremento de
riesgo a varios tipos de tumores. Tanto las GST (involucradas en la detoxificacion de
los hidrocarburos policiclicos aromaticos), como las NAT2 (involucradas en la
acetilacion de arilaminas) han sido objeto de multiples analisis como marcadores de
susceptibilidad al cancer (Sanyal et al., 2004). Ademas, estos genes se consideran
buenos candidatos de estudios de interaccion gen-gen, por el hecho de que sus enzimas

tienen solapamiento de especificidad de sustrato (Mitrunen y Hirvonen, 2003).

Las GSTs constituyen una familia multigénica que se expresa en todos los
organos humanos y supone la defensa celular mas importante frente a los compuestos
electrofilicos tanto de origen endogeno como exdgeno (Leiers et al., 2003; Seedhouse et
al., 2004). Existen varias isoenzimas de GST cuyos polimorfismos se han asociado con
el incremento de riesgo para varios tipos de tumores (Morari et al., 2002; Sanyal et al.,

2004).

La clase M1 polimérfica es la mas estudiadas de las pertenecientes a la familia
de GSTM. Uno de sus SNPs consiste en la deleciéon completa del gen, lo que tiene por
consecuencia la ausencia total de la enzima. La delecion se ha asociado con altos
niveles de aductos y de SCE (Seedhouse et al., 2004). Otra clase polimorfica de la
familia GSTT es la T1, donde los individuos homocigotos para el alelo nulo presentan
una pérdida de la funcion de la proteina, también producida por una delecion del gen.
La clase GSTPI1 presenta un polimorfismo consistente en la transicion 118 A>G en el
exon 5, que causa un cambio de aminoacido en la proteina (lle105Val) y con ello una

disminucion de la actividad catalitica (Taningher et al., 1999).
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Los estudios de asociacion para polimorfismos de GST y riesgo de cancer de
tiroides son muy escasos y, mientras para unos no se halla relacion entre las variantes de
la GST y la predisposicion a desarrollar tumores oxifilicos (Stankov et al., 2006), otros
sugieren que la combinacion de polimorfismos de GST produce un modesto incremento
en el riesgo, especificamente para la variante papilar (Gaspar et al., 2004), sobre todo
cuando se combina el genotipo nulo de GSTM1 y GSTT1 (Morari et al., 2002).
Asimismo un incremento de riesgo no significativo se asoci6 con los genotipos GSTM1
y GSTT1 nulo (Mertens et al., 2004). Para nuestra poblacion hay un estudio previo que
indica que ninguno de los polimorfismos de las GST, por separado o en combinacion,
constituyeron factores de riesgo para la presentacion de carcinomas diferenciados de

tiroides (Hernandez et al., 2003).

Estos resultados no nos han desalentado en el intento de analizar si la interaccion
de polimorfismos de estas enzimas con los de proteinas de reparacion pudiera resultar
en un fenotipo mas susceptible al carcinoma tiroideo. Sin embargo, después de analizar
todas las combinaciones posibles, no hallamos ninguna combinacioén de genotipos de las
GST con las enzimas de reparacion que tuviera efecto significativo sobre el riesgo a
desarrollar cancer de tiroides, aunque apreciamos valores de ORs con valores de p
cercanos a la significacion estadistica para la combinacion GSTM1nulo:Arg280His y

GSTM1nulo:1VS5-14.

Son escasas las referencias respecto a las interacciones entre genes de
metabolismo y de la reparacion, y mas aun las que implican a las GSTS. En relacion a
las primeras hallamos el precedente de que el fenotipo resultante de interaccion de
XRCC1 y XRCC3 con la enzima de fase I, oxidoreductasa de quinona dependiente de
NADPH no incrementa el riesgo a la leucemia (Seedhouse et al., 2002). Respecto a las
segundas, encontramos que la interaccion entre OGG1 y GSTs no influye sobre el riesgo
de cancer de pulmén (Wikman et al., 2000, Le Marchand et al., 2002). Sin embargo, el
riesgo al carcinoma hepatocelular fue significativo para los individuos con genotipo
GSTT1 nulo y genotipo mutante de XRCC1; asi como también hubo incrementos de
susceptibilidad, pero no significativos, para los portadores de GSTM1 nulo con los
genotipos de riesgo de XRCC1. Finalmente, los dobles mutantes de GSTM1y GSTT1 en
asociacion con los polimorfismos de XRCC1 también influyeron en el riesgo (Yu et al.,
2003). En otro estudio se ha encontrado que la presencia simultanea de las variantes de

los loci GSTM1 y XRCC1 (codones 280 y 399), incrementa el riesgo de cancer de
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mucosa oral (Majumder et al., 2005). Estos resultados son 16gicos y congruentes con los
de los experimentos que estudian los efectos de los SNP de estos genes por separado. Se
reconoce que las GSTs, junto a la bleomicina hidrolasa y las NATs son la principal
maquinaria metabolica para reducir la reactividad de mutagenos que producen roturas
en el DNA (tales como la bleomicina); al tiempo que se ha reconocido que el
polimorfismo del codén 280 de XRCCI1 se asocia con incrementos en la sensibilidad a
la bleomicina (Tuimala et al., 2002). Estos dos eventos hacen concebible que las
variaciones polimorficas que afecten la capacidad detoxificadora y, las que impidan la
reparacion de las lesiones inducidas por ella, multipliquen el riesgo. En este contexto,
otros autores sugieren que la combinacion de la variante de Arg399GIn de XRCCL1 y los
dobles mutantes nulos de GSTT1/GSTM1 tiene un modesto efecto sobre la

susceptibilidad al adenocarcinoma pancreatico (Duell et al., 2002).

La combinacion de polimorfismos de GSTs con XRCC3 ha sido asociada con un
incremento en el riesgo de leucemia, sobre todo cuando se combina el GSTM1 nulo con
los genotipos mutantes de enzimas del mecanismo de RH (RAD51 y Thr241Met),
(Seedhouse et al., 2004).

Aunque nuestros resultados con polimorfismos para GSTS y genes de reparacion
no son concluyentes, la tendencia al incremento del riesgo que se observo para la
combinacion GSTM1nulo:Arg280His y GSTM1nulo:1VS5-14, sugiere la posibilidad de
interaccion entre las variantes de estos genes y plantea la necesidad de hacer estudios

con poblaciones de mayor tamaio.

De otra parte, las N-acetil transferasas constituyen una familia de enzimas que
actiian en la fase II del metabolismo. Su funcion principal es acetilar el atomo de
nitrogeno presente en las aminas aromaticas e hidracinas, aunque también pueden
catalizar la union del acetil al 4tomo de oxigeno de las arilaminas hidroxiladas
(Taningher et al., 1999; Hein et al., 2000). En estudios de asociacion de riesgo, la
ausencia o disminucion de la actividad de las NATSs se ha asociado con el aumento del
riesgo de padecer diversos canceres como el de vejiga, de rindn, el colorectal, el de
prostata, de cabeza y cuello, de boca, de es6fago y laringe, de pulmén y de mama (Hein,

2002).

El segundo locus que codifica para NAT funcionales, el NAT2, ha sido

explorado exhaustivamente por su relevancia en farmacogénetica. Se trata de una
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familia altamente polimorfica, con 36 variantes alélicas reconocidas hasta el momento
(Doll y Hein, 2001). Las NATs podrian ser de relevancia en la susceptibilidad
individual al cancer de tiroides debido al papel que juegan en la metabolizacion de un
amplio abanico de carcinogenos a los que estamos expuestos (Hein, 2002). Sin
embargo, no hallamos trabajos publicados al respecto; en cambio, dispusimos de datos
facilitados por Hernandez y colaboradores acerca del genotipado de la NATS en una
muestra importante de nuestra poblacion. En este trabajo se ha encontrado asociacion
positiva entre el genotipo homocigoto salvaje NAT2*5 y el cancer de tiroides. Ademas,
la combinacion de mutantes de NAT2*6-NAT2*7, también parece que actua aumentando
el riesgo de cancer. Los autores sefialan que ser de fenotipo acetilador lento o

intermedio/rapido no influye en el riesgo de cancer de tiroides.

En nuestro estudio las combinaciones del genotipo de riesgo de NAT2*5 y los
polimorfismos de los codones 399 y 280 de XRCC1 fueron maés frecuentes entre los
pacientes con cancer, indicando que la interaccion de estos genes aumenta la
susceptibilidad a la malignizacion del tiroides. Igualmente, ser portador del alelo
variante del codén 280 y poseer el fenotipo acetilador lento, incrementa el riesgo. Esta
variante de XRCC1, en combinacién con NAT2*6, también hizo mas susceptibles a sus
portadores y, a su vez, esta variante polimorfica de NAT2 tuvo igual efecto en
asociacion con el genotipo de riesgo de 1VS5-14.

De este modo, nuestros resultados, corroboran que los efectos negativos de
determinadas exposiciones ambientales se potencian por el genotipo NAT2 (en concreto
por NAT2*5 +/+ y NAT2*6) en individuos en los que los mecanismos reparadores estan
alterados por los polimorfismos en XRCC1 y XRCC3.

Los resultados en modelos experimentales validan este planteamiento. Asi, por
ejemplo, ya se ha comentado como la interaccion de los polimorfismos en genes del
metabolismo y de la reparacion puede modular la respuesta a la bleomicina (Tuimala et
al., 2002). Las NAT son una de esas enzimas de desintoxicacion del compuesto
radiomimético; cuya actividad catalitica ha quedado demostrada en modelos
experimentales de resistencia a bleomicina, tanto en el actinomiceto Streptomyces
verticillus, como en células de raton transfectadas con un gen de la acetiltransferasa
(Tuimala et al., 2002). Por todo ello, es admisible que las interacciones de NAT con el
genotipo variante de Arg280His de XRCC1, puedan tener un efecto potenciador sobre el

riesgo de cancer, ya que coincidirian defectos en la reparacion y la desintoxicacion.
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Hay que senalar que la interaccion de NAT2 con XRCC3 se ha asociado con el
cancer de vejiga, y se ha sugerido que ambas proteinas pueden formar parte de una via
comun para evitar los dafios de los aductos de DNA (Matullo et al., 2001). Estos autores
especulan que la asociacion entre la formacion de aductos y el genotipo Met/Met del
codon 241 de XRCC3 (particularmente en los acetiladores lentos) puede estar
relacionada con la exposicion a aminas aromadticas, o ser consecuencia de procesos
oxidativos (Matullo et al., 2001; Goode et al., 2002). Estos resultados son algo
sorprendentes ya que los aductos son reparados fundamentalmente por el mecanismo
NER, lo cual pudiera ser indicio de que XRCC3 disminuye los niveles de aductos
participando en mas de una via de reparacion.

Nuestros resultados sugieren que los polimorfismos de la NATS no so6lo se
asocian con el riesgo de cancer de tiroides (Hernandez y colaboradores, comunicacion
personal), sino que también contribuyen, en asociaciéon con otros polimorfismos de
genes de reparacion, al incremento de esta susceptibilidad. Por lo tanto, parece ser que
el alelo variante de NAT2*5, en combinacién con polimorfismos de XRCC1 y XRCC3,
puede actuar como protector frente al desarrollo de cancer de tiroides en ciertas

exposiciones ambientales.

Interaccion con la edad y género

La edad tiene una relacion exponencial con el riesgo de padecer cancer. De
hecho, se considera como el principal factor en la susceptibilidad de la mayoria de los
carcinomas (Creus et al., 2002). La importancia de la edad como factor pronostico en el
cancer de tiroides ha sido demostrada en numerosos estudios (Sanders et al., 1998;
Abdulmughni et al., 2004; Falvo et al., 2004; Pic6 et al., 2004) Se ha descrito que la
agresividad de dicho tumor es dependiente de la edad, de manera que suele ser mas
agresivo cuanto mas tarde aparece en la vida del individuo, lo que se podria explicar
como consecuencia del deterioro de la capacidad de reparacion del DNA ligado a la
edad (Berwick y Vineis, 2000). Sin embargo, una edad que sobrepase los 70 afios ya es
por si solo, un factor de prondstico desfavorable. Asi, pues, los pacientes con mejor
pronoéstico son las mujeres menores de 50 afios de edad y los hombres menores de 40

anos de edad (NCI, 2005).

En base a los datos epidemioldgicos previamente comentados, hemos estudiado

la asociacion entre la edad de aparicion del céncer de tiroides y el genotipo
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considerando 1) 40 afios como edad de riesgo, y dos grupos, uno con los mayores de 40
y otro con esta edad o menores, ¢ 2) considerando los cuartiles y por ende comparando
los 4 grupos resultantes. Los resultados de ambos andlisis no indicaron diferencias
significativas y son coincidentes en relacion a la distribucion de los genotipos de riesgo
en relacion a la edad, por lo que decidimos hacer los comentarios en relacion al analisis

de dos grupos: mayores y menores de 40 afios.

Cuando los polimorfismos Arg280His, Argl94Trp de XRCC1, IVS5-14 de
XRCC3 y Ser734Ala, Pro778Pro, Met1027Val, Arg1908Trp de TG que, segiin nuestro
estudio son de susceptibilidad al cancer de tiroides, se relacionaron con la edad
observamos que todos (excepto el del codon 280 de XRCC1) tuvieron valores de ORs
inferiores a uno, lo que indica que los genotipos de riesgo se acumularon en el grupo de
pacientes menores de 40 afos. Esta tendencia sugeriria que los genotipos analizados
pudieran influir en un desarrollo del cancer de tiroides a edades mas tempranas. La
observacion de que los genotipos de riesgo pueden modular la edad de aparicion del
cancer ha sido citada por algunos autores (Sturgis et al., 1999; Yu et al., 2003; Hung et
al., 2005b). Sin embargo, las asociaciones entre los genotipo de riesgo y la edad en
ninguno de los polimorfismos fue de significacion estadistica, lo cual es concordante
con los resultados de otros estudios que evalian esta interaccion con genes de

reparacion (Duell et al., 2001; Hung et al., 2005b; Kietthubthew et al., 2006).

El género puede ser otro factor modulador de la incidencia de cancer. Asi, se
conoce que el riesgo de varias enfermedades con base genética ambiental estd modulado
por las diferencias entre sexos (Stroombergen y Waring, 1999). El cancer de tiroides,
por ejemplo, es aproximadamente tres veces mas frecuente en mujeres que en hombres,
con lo cual se considera al género como uno de sus factores de riesgo (Nagataki y
Nystrom, 2002). La razon de la elevada incidencia de patologias del tiroides entre las
mujeres es algo que todavia no se comprende con claridad, aunque se ha especulado
mas de una vez con que las hormonas femeninas juegan un papel en la etiologia del

cancer de tiroides (Negri et al., 1999; Preston-Martin et al., 2003)

Se ha propuesto que la estimulacidn tirotropica puede ser un factor importante
en la promocion y propagacion del cancer tiroideo. Algunos investigadores indican que
hay un incremento del riesgo de céncer con el nimero de embarazos y partos, aunque

otros autores lo contradicen (Memon et al., 2004). En general, los datos de la literatura
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sefialan una débil asociacion entre los factores reproductivos y el riesgo de cancer de
tiroides (Negri et al., 1999).

El factor hormonal, visto desde otra perspectiva, implica a los efectos de las
hormonas sexuales. Existen estudios que hablan en favor de un mecanismo hormonal,
especificamente estrogénico, en el origen del cancer tiroideo (NCI, 2005,
http://www.cancer.gov). En los cénceres de tiroides, y en particular, en los bien
diferenciados, se promueven los receptores para hormonas sexuales en especial para
estrogenos. Estas hormonas, experimentalmente han demostrado ser capaces de inducir
carcinomas tiroideos en animales (Negri et al., 1999). Ademas, algunos autores afiaden
que estas hormonas aumentan los niveles de triglicéridos y lipidos y con ello los niveles
de ROS. Entre los dafios mediados por radicales libres, inducidos por estrogenos, estan
las roturas de simple cadena, el incremento en la formacion de 8-hidroxiguanina, la
formacion de aductos de DNA, la oxidacién de proteinas y la peroxidacién lipidica.
También se considera que los estrogenos estimulan la proliferacion celular y, este
crecimiento rapido incrementa la posibilidad de error genético, siendo las roturas de
simple cadena las lesiones mas prevalentes. Una vez introducida la mutacién en la
célula, los estrogenos aumentan la replicacion de clones de células mutantes. Se teoriza
que el aumento en la proliferacion celular y los efectos genotdxicos pueden actuar de
modo sinérgico o aditivo (Mitrunen, y Hirvonen, 2003).

Sin embargo, los estudios en humanos no muestran ninguna correlacion entre la
incidencia de tumor tiroideo y la expresion de receptores para estrogenos, progesterona
y andrégenos (Lewy-Trenda, 2002); ni tampoco se hallan diferencias entre sexos en la
expresion de estos receptores, aunque si se detecta un incremento significativo de la
expresion en respuesta al 17 beta-estradiol (Manole et al., 2001). El estradiol promueve
la proliferacion celular posiblemente por sobreexpresion de Bel-xL, induciendo las vias
de senalizacion antiapoptoticas (Lee et al., 2005b).

Otros autores plantean que los estrogenos por si mismos pueden dafiar al DNA o
incrementar sinérgicamente los dafios inducidos por el tabaco. Se sefiala que las mujeres
fumadoras exhiben mas dafio oxidativo que los hombres, y este efecto se ha asociado
con efectos de los estrogenos (Duell et al., 2002). En conclusion y en términos
generales, los datos epidemiologicos al respecto son limitados y a menudo
contradictorios, principalmente por lo reducido del tamafio de las muestras (Galanti et

al., 1996; Rossing et al., 1998, Mack et al., 1999).
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Bajo la hipotesis de una asociacion entre género e incidencia del céancer, fue
analizada la modulacion del riesgo por el sexo y la distribucién de los genotipos,
estratificado por género. Aunque la estratificacion implica reducir el niimero de la
muestra, estos analisis pueden contribuir al planteamiento de hipotesis bioldgicas a
priori.

Ser portador del genotipo de riesgo de cualquiera de los polimorfismos
estudiados y, ademds, ser mujer fue asociado a incrementos valores de ORs,
interpretables como un incremento en la susceptibilidad al céncer. Sin embargo, la
interaccion solo fue significativa en el caso de los polimorfismos Arg194Trp de XRCC1,
Argl188His de XRCC2, 1VS5-14 de XRCC3, los 4 estudiados en TG y Asp872Glu de
PTPRJ. En nuestro caso la interpretacion debe ser cautelosa y considerar que el tamafo
de la muestra limita el poder del andlisis estadistico, quizds el menor nimero de
hombres contribuye a que no se detecten los efectos del genotipo sobre la
susceptibilidad.

Otros autores han evaluado como la interaccion entre sexo y genotipos de
XRCC1 modula el riesgo al cancer, y han sefialado que las mujeres con los genotipos de
riesgo de XRCC1 tienen una mayor susceptibilidad a padecer diversos carcinomas
(Sturgis et al., 1999; She et al., 2000; Seedhouse et al., 2002). Al estratificar la
poblacion por sexos corroboramos que la susceptibilidad asociada a los genotipos era de
mayor magnitud en la poblaciéon femenina. Para el polimorfismo Argl94Trp la
variacion de OR vy el efecto protector solo fue significativo en las mujeres (p=0,05 vs
p=0,58 en los hombres). Asimismo, el genotipo de riesgo de Asp872Glu de PTPRJ tuvo
una OR con valor de p marginal, s6lo en las mujeres (p=0,08). En los polimorfismos
con baja frecuencia del alelo variante, como el His/His del codon 280 de XRCCl,
apreciamos que los individuos con el genotipo de riesgo que desarrollaron cancer eran
mujeres. El andlisis por género de los polimorfismos de TG revelo6 que las diferencias en
la distribucion de genotipos entre controles y pacientes fueron significativas en las
mujeres pero no en los hombres.

A sabiendas de que estos analisis necesitan confirmacion, sobre todo
incrementando el numero de hombres a incluir en el estudio, no podemos obviar las
evidencias que sugieren que los factores hormonales pueden hacer que las mujeres con
genotipos de riesgo sean individuos mas proclives a desarrollar el cancer de tiroides.
Esta modulacion del riesgo por el género, podria ayudar a explicar la mayor prevalencia

del carcinoma tiroideo en las mujeres.
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Evaluacidon de la interaccion entre factores genéticos y ambientales

El material genético estd siendo dafiado constantemente por agentes exdgenos
resultantes de estilos de vida, habitos, y la exposicion ambiental (Doll y Peto, 1981;
Mack et al., 2003; Preston-Martin et al., 2003). Se ha planteado que alrededor del 70%
de los casos de cancer, en las poblaciones occidentales, son debidos a la dieta y al estilo
de vida, con lo cual es evidente que la interaccion gen-factores ambientales es
importante en la modulacion del riesgo de padecer cancer (Hu et al., 2002; Nagataki y
Nystrom, 2002). La observaciéon de que la susceptibilidad al cancer varia entre
individuos de igual genotipo pero con diferencias en la exposicion, o que los efectos de
algunos polimorfismos so6lo sean evidentes en presencia de determinados agentes
exdgenos (Mitrunen y Hirvonen, 2003), justifica que en los estudios sobre marcadores
de susceptibilidad sea util evaluar los efectos moduladores de factores ambientales

(Goode et al., 2002; Duarte et al., 2005b; Hung et al., 2005b; Boffeta y Hashibe, 2006).

El tabaco y el alcohol actian como fuentes de carcindgenos (incluyendo
nitrosaminas, aminas heterociclicas e hidrocarburos policiclicos), de ROS y en la
formacion de aductos (Skjelbred et al., 2006) y sus efectos pueden estar modulados por
polimorfismos en genes que codifican para enzimas de su metabolismo o que participan
en la reparacion de los dafios que ellos inducen en el DNA. (Dumitrescu y Shields 2005;
Boffeta y Hashibe, 2006; Boffeta et al., 2006). En concreto, el consumo de alcohol se
ha relacionado con canceres de boca, laringe, faringe, eso6fago, higado, colon y, en
mujeres, con cancer de mama, pancreas y pulmoén. Asi, los carcinomas atribuibles al
consumo de alcohol representan el 3,6% de todos los canceres y contribuyen al 3,5% de

todas las muertes por tumores (Boffetta y Hashibe, 2006).

No obstante, la relevancia de los factores ambientales en el desarrollo del cancer,
los estudios epidemiologicos demuestran que el estilo de vida y los habitos de consumo
no tienen efectos trascendentes sobre el riesgo de cancer de tiroides (Navarro et al.,
2005). Sin embargo, se reconoce que tanto el consumo de alcohol como el habito de
fumar pueden influenciar sobre la funcion tiroidea, aunque la naturaleza de esta relacion
no esté totalmente esclarecida. Al parecer, los efectos del alcohol y del tabaco sobre el
riesgo de cancer de tiroides son de relativa corta duracién y se relacionan con una
reduccion de la proliferacion celular mediada posiblemente por las acciones de TSH, los
estrogenos u otros mecanismos aun no identificados (Rossing et al., 2000; Dumitrescu y

Shields, 2005).
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El cancer de tiroides no es considerado como uno de los tumores en cuya
etiologia juega un papel significativo el habito de fumar. Algunos estudios
epidemioldgicos han revelado una relacion inversa entre el riesgo de padecer
enfermedad maligna del tiroides y el consumo de tabaco (Rossing et al., 2000; Mack et
al., 2003). Se proponen diversos mecanismos para explicar esta relacion. El primero se
relaciona con la secrecion de TSH, y considera que los niveles elevados de TSH
incrementan el riesgo de cancer de tiroides, siendo estos niveles mas bajos en los
fumadores, aunque los datos al respecto son inconcluyentes. La segunda explicacion
descarta que la asociacion esté mediada por alteraciones en el tamafio del tiroides,
considerando los efectos bocidogenos y sobre el tamafio glandular del tabaco (debido al
tiocianato que contiene). Finalmente, se plantea que los fumadores tienen una mayor
capacidad metabolica para inactivar los estrégenos hepaticos, con lo cual disminuye la
biodisponibilidad de estas hormonas en los sitios dianas (Mack et al., 2003). En
contraste con su irrelevancia en la carcinogénesis tiroidea, el habito de fumar se
considera como uno de los factores ambientales de mayor influencia sobre el estrés
oxidativo. En correspondencia con ello, resulta interesante evaluar si el efecto del
tabaco modula el riesgo de cancer asociado a polimorfismos de genes que participan en

la reparacidon, hormonogénesis o control del ciclo celular en el tiroides.

El conjunto de estudios epidemiologicos sobre el cancer de tiroides indica que el
riesgo se reduce entre los fumadores y bebedores de alcohol, aunque el efecto de este
ultimo se elimina cuando los resultados se ajustan por el héabito de fumar. Las
reducciones de riesgo asociadas al habito de fumar son de hasta un 40%, tanto en
hombres como en mujeres. Si bien esta reduccion es interesante, tanto etioldgica como
bioldgicamente, los resultados siempre deben ser interpretados a la luz del impacto que
sobre la salud publica tienen las enfermedades relacionadas con el tabaco, incluida el
cancer del sistema respiratorio y las enfermedades cardiovasculares (Mack et al., 2003).

En el caso de los polimorfismos de XRCC1 observamos que los incrementos de
riesgo estuvieron, fundamentalmente, asociados a los individuos que no toman alcohol
pero fuman, siendo estas interacciones significativas para los genotipos de Arg399GiIn y
Argl94Trp. De hecho, en el polimorfismo Argl94Trp, los incrementos fueron
significativos solo para la poblacion no expuesta, lo que indica un efecto protector para

fumadores y bebedores. Para el cancer de pulmén se han hallado similares resultados
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(Ratnasinghe et al., 2001). Por otra parte, el genotipo de riesgo del codon 280 no tuvo
interacciones de significativas con los habitos.

Varios autores concuerdan que los polimorfismos de XRCC1 pueden modificar
el riesgo de cancer de tiroides asociado al consumo de alcohol, y el caracter de la
interaccion es de proteccion para los bebedores (Sturgis et al., 1999; Rossing et al.,
2000; Shen et al., 2000; Ratnasinghe et al., 2001; Duarte et al., 2005b), mientras que
otros plantean que no hay efecto modulador (Sturgis et al., 1999; Preston-Martin et al.,
2003; Shu et al., 2003) o que, por el contrario, la interaccion alcohol-genotipo opera
incrementando el riesgo (Lee et al., 2001; Ratnasinghe et al., 2001).

Los estudios de modulacion del riesgo de cancer por efecto del tabaco en
interaccion con los polimorfismos de XRCC1, han tenido diversas lecturas, pero
predominan los resultados no significativos de interaccion entre las variantes de esta
proteina y la exposicion (Butkiewicz et al., 2001; Duell et al., 2001, 2002; Ratnasinghe
et al., 2001; Olshan et al., 2002; Yu et al., 2003; Patel et al., 2005). El meta-analisis de
los estudios caso-caso en relacion al tabaco y los polimorfismos de XRCC1 concluy6
que el genotipo de riesgo del codon 280 no tiene interacciones significativas con este
habito, y que el del 194 tiene un ligero efecto protector entre los no fumadores. En el
caso del genotipo de riesgo del 399, se han hallado ORs menos multiplicativas para los
fumadores (Hung et al., 2005b) o, por el contrario, un efecto potenciador del riesgo
(Metsola et al., 2005; Patel et al., 2005). Es posible que el efecto protector del tabaco se
deba a que se incremente la apoptosis en respuesta a los altos niveles de dafio genético
como consecuencia de la exposicion al tabaco. Otra hipdtesis es que el tabaco induzca la
capacidad reparadora en respuesta al dafio; en apoyo de esta propuesta se han senalado
los menores niveles de roturas cromosomicas encontrados en fumadores frente a no
fumadores, después de una exposicion a bleomicina o benzopireno diol epoxido (Wang
et al., 2003; Hung et al., 2005b).

El analisis de la interaccion entre estos habitos y el genotipo Cys/Cys de
Ser326Cys de OGG1, indico la ausencia del genotipo variante entre los bebedores y su
menor frecuencia en los fumadores, sin que la interaccion fuese significativa. Con lo
cual asumimos que ninguno de estos hébitos modula el riesgo de cancer de tiroides en

asociacion con la induccidon de aductos de 80xo0G.

No son muy numerosos los estudios de asociacion de riesgo de este

polimorfismo de OGG1 que hayan analizado la interaccion con los hédbitos. En unos se
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ha encontrado que el consumo de alcohol se asocia con induccion de 8oxoG, en el
cancer de estbmago asociado al genotipo Cys/Cys. En cambio, para el habito de fumar
estos autores no hallan interaccion (Takezaki et al., 2002) La falta de interaccion con el
habito de fumar también se ha encontrado para el cancer de pulmoéon (Wikman et al.,
2000) El caracter limitado de la influencia de estos habitos en la susceptibilidad al
cancer asociada al polimorfismo de OGG1 se ha descrito para distintos tipos de
canceres como el de estdbmago, de mama, de colon, y de pulmon, entre otros (Duell et
al., 2002; Le Marchand et al., 2002; Kim et al., 2003; Takezaki et al., 2002; Hung et al.,
2005b Weiss et al., 2005;).

El andlisis de la interaccion del genotipo de riesgo de XRCC2 con estos habitos
mostrd que los individuos bebedores con este genotipo tienen significativamente menos
riesgo que los no bebedores con igual genotipo. Por su parte, la interaccion con el habito
de fumar sin ser significativa sugiere que el habito de fumar pudiera disminuir el riesgo
pero s6lo en los portadores del genotipo Arg/Arg. No hallamos publicaciones acerca del
analisis de esta interaccidon en asociacidon con otros carcinomas.

En el caso del polimorfismo Thr241Met de XRCC3, el estudio caso-caso reflejo
que los individuos con el genotipo de riesgo que bebian alcohol eran mas frecuentes
entre los pacientes, sin que esta mayor representacion alcanzara a ser significativa. De
hecho, el andlisis estratificado evidencié que el incremento significativo del riesgo sélo
se detecta en la poblacion bebedora. Este resultado es interesante si consideramos que
en la poblacion total y no bebedora no detectamos asociacion de riesgo para el genotipo
Met/Met. Ya hemos comentado la importancia de los habitos en la modulacion del
efecto del genotipo, y de este modo otros autores coinciden en afirmar que el riesgo
asociado al genotipo homocigoto variante de este polimorfismo solo es evidente en
individuos consumidores de alcohol (Goode et al., 2002). Aunque los fumadores con el
genotipo variante de este polimorfismo fueron mdas propensos a desarrollar el cancer,
esta mayor susceptibilidad no fue de significacion estadistica; tampoco detectamos
diferencias en la distribucion de los genotipos en los grupos estratificados por el habito
de fumar.

Ser portador del genotipo homocigoto AA del polimorfismo VS5 y, ademas, ser
bebedor, representa un incremento significativo del riesgo. Sin embargo, el habito de

fumar no modula el riesgo asociado a este genotipo.
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Pocos estudios precedentes han abordado las interacciones entre los
polimorfismos de XRCC3 y los hébitos. En la mayoria de ellos no se detecta una
interaccion estadistica clara entre estos polimorfismos y el hdbito de fumar o ingerir
alcohol (Stern et al., 2002; Han et al., 2004; Tranah et al., 2004; Jin et al., 2005; Webb
et al., 2005; Skjelbred et al., 2006). Otros, en cambio, citan que estos polimorfismos si
que interactiian con el alcohol y el tabaco incrementando el riesgo (Goode et al., 2002;
Kietthubthew et al., 2006).

En relacién a los polimorfismos de TG se observo que entre los pacientes hubo
una proporcion mayor de no bebedores con los genotipos de riesgo de cualquiera de los
SNPs. Sin embargo, la interacciéon genotipo-alcohol solo fue significativa para el
polimorfismo del exén 33. Los fumadores portadores de los genotipos de riesgo fueron
mas susceptibles, pero sin que este efecto alcanzara la significacion. Con lo cual, parece
que estos habitos no tiene un efecto de consideracion sobre la modulacion del riesgo.

Igualmente, la asociacion del riesgo con los polimorfismos de TSHR y de PTPRJ
no fue modulada ni por el consumo de alcohol ni por el tabaco. En la literatura
consultada no se hallaron trabajos que permitiesen contrastar nuestros resultados de la
interaccion entre genotipos de TG; TSHR y PTPRJ y los habitos.

A pesar de que el nimero reducido de individuos en algunos subgrupos puede
limitar el poder estadistico del andlisis y, que algunos de los resultados pudieran
requerir confirmacion, es indudable que los datos que se aportan son de interés. Este
estudio es, hasta donde sabemos, el primero que evalua las interacciones entre genes y
ambiente, asociado al riesgo de cancer de tiroides.

Integrando los hallazgos de este estudio podemos aceptar que XRCC1, XRCC2 y
XRCC3S se asocian al riesgo de cancer de tiroides, que las enzimas de ambas vias
reparadoras pueden interactuar sobre las lesiones que subyacen en la carcinogénesis
tiroidea, sobre todo en aquellas que condicionan el desarrollo de la variante papilar. La
susceptibilidad se incrementa cuando a las alteraciones de las enzimas reparadoras
XRCC1 y XRCC3 se le suman las de la enzima del metabolismo NAT2. Asimismo,
detectamos que los polimorfismos de TG resultaron ser los marcadores de
susceptibilidad mas relevantes de riesgo de céncer de tiroides, siendo mayor el riesgo
para el sexo femenino. Finalmente, el consumo de alcohol parece ser el inico habito que

modula, con caracter de proteccion, el riesgo asociado a estos genotipos.
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5. CONCLUSIONES

De los resultados presentados y la discusion de los mismos se derivan las siguientes

conclusiones:

10.

11.

El polimorfismo Arg399GIn de XRCCL1 no afecta la susceptibilidad al cancer de
tiroides.

El genotipo heterocigoto Arg/His, correspondiente al polimorfismo Arg280His
de XRCC1, se asoci6 con un incremento del riesgo de cancer de tiroides, sobre
todo, con su variante papilar.

La sustitucion del alelo Arg por Trp, en el codén 194 de XRCC1, ejerce un
efecto protector frente al carcinoma de tiroides.

Los haplotipos con los alelos 280His y 194Arg de XRCC1 se asocian a
incrementos de riesgo. Estos alelos estan en desequilibrio de ligamiento.

El polimorfismo Ser326Cys de OGGL1 no afecta la susceptibilidad al cancer de
tiroides en la poblacion espafiola muestreada, indicando su irrelevancia en la
carcinogénesis del tiroides.

El genotipo homocigoto mutante de Argl88His de XRCC2 disminuye la
susceptibilidad a la carcinogénesis de la glandula tiroidea.

El alelo G-1VS5 de XRCC3 tiene un efecto protector recesivo frente a la variante
papilar del cancer de tiroides.

El cambio de aminoéacido que representa el polimorfismo Thr241Met de XRCC3
es irrelevante sobre la susceptibilidad. Sin embargo, el alelo Met en combinacion
haplotipica con el alelo A de 1VS5-14 se asocia con incrementos significativos
de riesgo, posiblemente por estar en desequilibrio con un SNP funcional y de
susceptibilidad al cancer de tiroides.

Los alelos variantes, solos y en combinacion haplotipica, de los polimorfismos
Ser734Ala, Pro778Pro, Metl1027Val y Arg1980Trp de TG, resultan buenos
marcadores de susceptibilidad para cancer de tiroides, con lo cual mutaciones en
el gen TG parecen ser relevante en la carcinogénesis tiroidea.

Los polimorfismos Pro52Thr y Asp727Glu de TSHR no estan implicados en la
carcinogeénesis del tiroides.

El polimorfismo Asp872Glu de PTPRJ no se asocia con el riesgo, aunque se

observa una tendencia a que el genotipo variante tenga un efecto protector.
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

La combinacion de algunos genotipos de XRCC1 y de XRCC3, 280His/His-
A/AIVS5-14, 194Arg/Trp-241Met/Met, aumentan la susceptibilidad al cancer y
revela la interaccion entre enzimas de dos mecanismos reparadores.

Las interacciones de los genotipos de las GST con las enzimas de reparacion no
tuvieron efecto significativo sobre el riesgo a desarrollar cancer de tiroides.

La susceptibilidad al cancer de tiroides se incrementa por el genotipo NAT2 (en
concreto por NAT2*5 +/+ y NAT2*6) en individuos donde los mecanismos
reparadores estan alterados por los polimorfismos en el codon 280 y 399 de
XRCC1, y IVS5-14 de XRCC3.

Las mujeres portadoras de los genotipo de riesgo de los polimorfismos
Argl94Trp de XRCC1, Arg188His de XRCC2, IVS5-14 de XRCC3, los 4 SNPs
estudiados en TG y Asp872GIlu de PTPRJ tienen una mayor susceptibilidad a
desarrollar cancer de tiroides.

Los polimorfismos Arg194Trp, Arg399GIn, Arg188His, Arg1980Trp modifican
el riesgo de cancer de tiroides asociado al consumo de alcohol, y el caracter de la
interaccion es de proteccion para los bebedores; en cambio, el alcohol
incrementa el riesgo asociado a los polimorfismos de XRCCS3.

La edad y el habito de fumar no modularon el riesgo de cancer de tiroides

asociado a los genotipos.
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ANEXO 1

ANEXO 1
GENES DE SUSCEPTIBILIDAD EN EL CANCER DE TIROIDES

Este cuestionario se realiza para facilitar la seleccion de muestras en la investigacion de
los polimorfismos en la susceptibilidad al cancer de tiroides. La muestra bioldgica seréa
analizada, mediante distintas técnicas, para evaluar polimorfismos en diferentes genes
posiblemente involucrados en la carcinogénesis del tiroides.

Este cuestionario tiene caracter confidencial y las muestras obtenidas seran utilizadas

exclusivamente para este estudio.

HOJA DE CONSENTIMIENTO DEL DONANTE

1. DATOS PERSONALES

NOMDIE....coviiiiiee e SEXO vt s
Fecha de nacimiento ...........c.ccocvvvrveniennnn, Edad ..o

Lugar de nacimiento ..........cccoceevenieneennnns DN e

D 1= ol o] T o USSR
PobIacion ........cccocvveiiii e Codigo postal .........ccceevvevveieiieennnnn,
Teléfono ...ocvevveieee

2. DATOS DE LA MUESTRA

[ | Sangre heparinizada............... mL (aprox.)

[ ] Células de mucosa bucal
Categoria del donante: ...........c..ccoceveuennee. Cadigo del donante ...........cccceeveeee,

Firma del donante Firma del investigador
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ANEXO 1

1. EXPOSICION LABORAL

1.1. OCUPACION ACTUAL

1.1.1. Describa la ocupacion actual y tipo de empresa

1.1.3. Esta expuesto/a a alguno de los siguientes agentes?:

Sin exposicion

Ruido

Disolventes u otros productos quimicos

Metales

Pinturas

Tintes

Asbesto

Radiaciones (Rayos X, etc.)

Pesticidas

Derivados del carbén

Derivados del petréleo

(ol ol Ll (o] () () (@] (e}l (e} [en ]} fen ]} (@n ) (@]
OIN|FRPICOI0INOOTRWIN|[FIO

1.1.4.. Cuantos afios lleva desempefiando la ocupacion actual

1.2. OCUPACION PREVIA

1.2.1. Describa su/s trabajo/s previo/s y tipo/s de empresa

1.2.2. Alguno de los anteriores suponia exposicion a:
Sin exposicion
Ruido
Disolventes u otros productos quimicos
Metales
Pinturas
Tintes
Asbesto
Radiaciones (Rayos X, etc.)
(00 \V/o J (U )
Pesticidas
Derivados del carbdn
Derivados del petréleo

1.2.3. Indicar el nimero de afios de exposicion

Fecha

(ol ol () (o) (e} (o] (o] (o] (o] (o} (e} ()
OIN[FRPIOOI NI IWINIF|O

ais
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ANEXO 1

2. RESIDENCIA

2.1.

2.2.

2.3.

2.4.

¢Ha vivido cerca de una central nuclear?

Distancia .............. km. Tiempo ............... anos

(<10 km)

¢Ha vivido cerca de un incinerador de productos quimicos?
Distancia .............. km. Tiempo ........oc..... anos

(<1 km)

¢Ha vivido cerca de lineas de alta tension?

Distancia .............. km. Tiempo ........oc..... anos

(<200 m)

¢Ha vivido mas de 3 meses en una granja donde se utilizaran

Pesticidas (< 1km)?

Comentarios:

No
Si
NS/NC

No
Si
NS/NC

No
Si
NS/NC

No
Si
NS/NC

[o]-[o]

[o]-[o]

[o]-[o]

[o[[o]

3. TIEMPO LIBRE

3.1. Ensu tiempo libre ;realiza alguna de las siguientes actividades?

Ninguna
Jardineria u horticultura

Carpinteria
Mecanica de automdviles /motos
Maquetas y modelismo

Combinaciones

En caso de respuesta afirmativa, dar detalles de
posible exposicién a disolventes, pinturas, colas u
otras sustancias toxicas

10|
11
Bricolaje | 2 |
13
14 |
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ANEXO 1

4. HABITOS

4.1. TABACO (5cigarrillos = 1 puro = 1 pipa)

No fumador
Fumador
(> 1 afio) Ex-fumador
Fumador pasivo
Si es fumador:
¢Cuantos afios hace que fuma? afios
¢Cuantos cigarrillos fuma diariamente? cig/dia
Marca que CONSUME ..o mg nicotina
mg alquitran

Nivel nicotina /cigarrillo:
Bajo <9 mg Medio =10-12mg  Alto > 13 mg

Si es ex-fumador (mas de un afio):

;Cuantos afios hace que lo dej¢? afos
¢Cuantos cigarrillos fumaba diariamente? cig/dia
¢Durante cuantos afios fumé? afios

Observaciones:

4.2. CONSUMO DE ALCOHOL

4.2.1. ;Consume algun tipo de alcohol durante las comidas o en su tiempo libre?

Si
No [0] [ ]
Entre Fin de
semana semana g
Vino Vasos semanales
Cerveza Canfas semanales
Licores Copas semanales
¢ Otras bebidas? ............ Vasos semanales
gramos totales: |:|
422 ;Ha tenido alguna vez problemas de alcoholismo? No 0
Si
NS/NC |9 [ ]
4.3. TE O CAFE
43.1 ;Consume té o café? Si
No lﬂ |:|
4.3.2 Indique el nimero de tazas al dia:
T t/dia
Café t/dia
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ANEXO 1

4. HABITOS

4.4. DIETAS

4.4.1 ¢Sigue algun tipo de dieta habitualmente? -
No 10
Hiposodica 1
Hipocalérica 2]
Hiperproteica 3
Vegetariana 4
MacrobiGtica 5]
Edulcorante 16 |
Diabética na
Otras 19

4.4.2 ;Cuantas veces a la semana suele comer los siguientes ingredientes?

Carnes rojas
Carnes blancas
Pescado
Vegetales frescos

Vegetales cocinados
Piezas de fruta que come diariamente g/dia

4.4.3 Indica la frecuencia semanal de consumo de los siguientes tipos de grasa y aceites:

Poco Medio
Aceite de oliva
Aceite vegetal (girasol, semilla, ...)
Grasas vegetales / margarina
Grasas de animales / manteca

Mucho
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ANEXO 1

5. HISTORIA MEDICA

5.1. ANTECEDENTES FAMILIARES

5.1.2. (Existe algin miembro de su familia con problemas de fertilidad, defectos de
nacimiento, alteraciones genéticas o cancer? Indicar alteracion y parentesco.

5.2. ANTECEDENTES PERSONALES
5.2.1. Tiene o hatenido problemas en alguno de los procesos indicados:

Procesos circulatorios 11|
Procesos renales | 2 ]
Procesos respiratorios |3
Procesos neurologicos 14 |
Procesos digestivos 5

Procesos dérmicos 16 |
Pr. Infecciosos (hepatitis, meningitis) | 7
Céncer [ 8 |
NS/NC 9 |

Especificar enfermedades y edad de padecimiento

5.2.3. ¢ Toma algin medicamento habitualmente?
No
Insulina /Tratamiento diabetes
Antibiéticos
Tranauilizantes /Psicofarmacos
Diuréticos
Antiacidos
Antihistaminicos
Vitaminas /Minerales
Antipiréticos /Analaésicos

el bl (@] @] el e) o}l e) o))
O[NNI IO

Indicar

5.2.4. ¢Ha recibido alguna transfusion de sangre en el Ultimo afio?

No [0] si NS/NC [9]

5.2.5. (Se ha sometido alguna vez a terapia de rayos X?

No [0] si NS/NC [9]
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ANEXO 2

ANEXO 2

1. Soluciones utilizadas en la extraccion de DNA a partir de
sangre.

e Suero fisioldgico

NaCl (Panreac Quimica SA, Barcelona, Espafia)....................... 0,9 gramos
Aguadestilada .............cccov i e e 2.2 CSPL100 ML

e TLE (tampdn de lisis de eritrocitos)

Tris 2M (pH 7,5) (Roche Diagnostics, Barcelona, Espafia)................... SmL
MgCl, -6H,0 1M (Panreac melca SA, Barcelona, Espana) ..2,5mM
Agua miliQ... PP e cspSOOmL

e TLL (tampon de lisis de linfocitos)

NaCl 5M (Panreac Quimica SA, Barcelona, Espafia) ........................ 40 mL
EDTA 0,25 M (pH 8,0) (USB Corporation, Cleveland, OH, USA) e ddmL
Tris 2M (pH 7 5) (Roche Dlagnostlcs Barcelona, Espana) 2,5 ML
Agua miliQ... csp500mL

(El pH de la solucion debe ajustarse a 8,2)

e SDS 10%
SDS (Panreac Quimica SA, Barcelona, Espafia)..............................10 mg
AguamiliQ. ..o e e e e e, €SPL100 ML

(La solucion no se debe autoclavar)

e Solucion de proteinasa K 2mg/mL

Proteinasa K (Roche Diagnostics GMBH, Manhein, Alemania).......... 100 mg
SDS L0000, . ettt et e e e 5mL
EDTA0,25M (pH 8 0) (USB Corporatlon Cleveland, OH, USA) ....... 400 pL
Agua miliQ... . ..csp. 50 mL

(La solucidn de proteinasa K se debe conservar a —20 °C, y una vez descongelada se
debe evitar reutilizar).

e NaCl 5M
NaCl (Panreac Quimica SA, Barcelona, Espafia).............cccovvvvinenenn 73¢9
AguamiliQ. ..o e e e a0 CSP. 250 ML
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ANEXO 2

e Cloroformo (Carlo Erba Reagenti, Milan, Italia)

e Etanol Absoluto (Carlo Erba Reagenti, Milan, Italia)
(La solucidn no se debe autoclavar)

e Etanol 70%

Etanol absoluto (Carlo Erba Reagenti, Milan, Italia)........................... .. 70 mL
AguamiliQ. ..o e e e e a2, CSPL 100 ML

(La solucidn no se debe autoclavar)

e TE (Tris 10 mM-EDTA 0,2 mM)

Tris 2M (pH 7,5) (Roche Diagnostics, Barcelona, Espaiia)... v 250 pl
EDTA 0,25 M (pH 8 0) (USB Corporatlon Cleveland, OH, USA) ............... 40 uL
Agua miliQ... . RPN o1 o Mo 10 I ¢ |

(El pH de la solucion debe ajustarse a 7,5)

2. Soluciones utilizadas en la extraccion de DNA a partir de
células bucales.

e Oraldine (Warner Lambert Consumer Healthcare (Barcelona, Espafia).

e Solucion de lisis

TrisHCI1 0,1 M (pH 8,5) (Panreac, Barcelona, Espafia)... R N 1]
EDTA 0,25 M (pH 8,0) (USB Corporation, Cleveland, OH USA) ............... 1mL
SIS L0000, . et ettt ettt e 1mL
NaCl 5M (Panreac melca SA, Barcelona, Espana) .............................. 2 mL
Agua miliQ... PPN o:<) o Mo 10 M 11|
e RNAasa

RNAase, DNAase-free 500 pg/mL (Roche Molecular Biochemicals, Manheim,
Alemania).

e Perclorato sédico (NaClO,4 -H,0) 4M

NaClO, -H,0O (Merck KgaA Darmstadt, Alemanla) P v [ 1 To|
Agua miliQ... csp 250 mL

(No autoclavar la solucion)

e Fenol (pH 8,0) (USB Corporation (Cleveland, OH, USA)).
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ANEXO 2

e Cloroformo-isoamilalcohol (24:1)

Isoamiloalcohol (Panreac Quimica SA, Barcelona, Espafia)....................... 10 mL
Cloroformo (Carlo Erba Reagenti, Milan, Italia).....................ccooeenne, 240 mL

(Preparar con pipeta de vidrio y no autoclavar).

e Isopropanol (Carlo Erba Reagenti (Milan, Italia)).

e Solucion de glicogeno (Gentra Systems (Minneapolis, MN, USA)
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ANEXO 3

Tabla 74: Interacciones de los genotipos con la edad de aparicion del cancer,
estratificado por cuartiles.

Genotipos Edad OR(95%IC) p
Grupo 1< 34 Ref.
Arg/Arg399 Grupo 2 >34 < 41 1,00(0,29-3,38) 1,00
Grupo 3 > 41< 51 1,09(0,33-3,55) 0.88
Grupo 4 > 51 0.72(0.22-2.33) 0,58
. Grupo 1< 34 Ref.
Arg/His280 Grupo 2 >34 < 41 0,78(0,29-2,07) 0,62
Grupo 3 > 41< 51 0.54(0.20-1.41) 021
Grupo 4 > 51 1.33(0,55-3.18) 0.52
Grupo 1< 34 Ref.
Arg/Arg194 Grupo 2 >34 < 41 0,32(0,03-3,18) 0,33
Grupo 3 > 41< 51 0.69(0,06-7,90) 0.77
Grupo 4> 51 0.38(0,03-3.80) 0.41
Grupo 1< 34 Ref.
Cys/Cys326 Grupo 2 >34 < 41 1,52(0,31-7,28) 0,59
Grupo 3 > 41< 51 0.97(0,20-4,57) 0.96
Grupo 4> 51 1,95(0,45-8.34) 0.36
Grupo 1< 34 Ref.
Met/Met241 Grupo 2 >34 < 41 0,71(0,20-2,55) 0,61
Grupo 3 > 41< 51 1.49(0,53-4,18) 0,44
Grupo 4> 51 0.95(0,30-2,98) 0.94
Grupo 1< 34 Ref.
AIA-IVSS Grupo 2 >34 < 41 0,41(0,03-4,86) 0,48
Tupo 3 = < 5 A 5
Grupo 3 > 41< 51 0.83(0,07-9,58) 0.88
Grupo 4> 51 0.38(0,03-3.93) 0,42
Grupo 1 <34 Ref.
Ala/Ala 734 Grupo 2 >34 < 41 1,11(0,38-3,19) 0,84
Grupo 3 > 41< 51 0.80(0.31-2,04) 0,65
Grupo 4 > 51 0.58(0,20-1,67) 031
Grupo 1 <34 Ref.
CCPro Grupo 2 >34 < 41 0,80(0,27-2,35) 0,68
Grupo 3 > 41< 51 1,12(0.40-3,06) 0.82
Grupo 4> 51 0.73(0,24-2.23) 0,58
Grupo 1 <34 Ref.
Val/Val1027 Grupo 2 >34 < 41 1,67(0,57-4.88) 0,34
Grupo 3 > 41< 51 1,15(0,43-3,06) 0.77
Grupo 4> 51 0.61(0,20-1,83) 0,37
Grupo 1 <34 Ref.
Trp/Trp 1980 Grupo 2 >34 < 41 1,31(0,38-4,57) 0,66
Grupo 3 > 41< 51 0,55(0,18-1,65 0.29
Grupo 4 > 51 0,68(0,19-2,41) 0,55
Grupo 1 <34 Ref.
Thr/Thrs2 Grupo 2 >34 < 41 1,13(0,06-18,59) 0.93
Grupo 3 > 41< 51 1,55(0,13-17,59) 0.72
Grupo 4 > 51 1.92(0.16-21.88) 0,59
Grupo 1 <34 Ref.
ASp/Asp8T2 Grupo 2 >34 < 41 2,35(0,63-8,72) 0,20
Grupo 3 > 41< 51 1,00(0,32-3.16) 0.99
Grupo 4 > 51 1,90(0,58-6,15) 0.28
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