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RESUMEN

El Instituto Nacional del Cancer define al cancer de tiroides como el cancer que se forma
en la glandula tiroidea. Esta glandula de secrecion interna, esta situada en la parte
anterior e inferior del cuello por delante de los primeros anillos de la trAquea y de las
partes laterales de la laringe. El cancer de tiroides papilar y folicular, es 2 a 4 veces mas
frecuente en mujeres que en varones, las primeras presentan un mejor pronéstico en
comparacion a los varones, para quienes se ha encontrado una alta progresion de

malignidad.

La poblacion en estudio fueron casos que acudieron al Instituto Nacional de Medicina
Nuclear y personas voluntarias que fueron los controles (40 casos con sintomatologia de
cancer de tiroides papilar o folicular y 40 controles), se utilizé los polimorfismo nulos y
presentes de la GSTM1, GSTT1 junto al SNP rs4658973, para analizar la susceptibilidad
al cancer de tiroides, el GSTM1 dio un valor significativo con un OR 4 y IC (1,483-
10,78) el test de U de Mann-Whitney (p=0,005). Las frecuencias alélica y genotipica del
aleo G fueron del 82% y 68% respectivamente, el equilibrio de Hardy-Weinberg para la

poblacion en estudio fue de (p=0, 75).

Los resultados concuerdan con la bibliografia, al tener el alelo presente del GSTM1 en
los casos, el alelo G del SNP rs4658973 se presentd en mayor proporcion en controles
indicando que el alelo presente de GSTM1 y el alelo G del SNP rs4658973 actlan

como protectores al padecer cancer de tiroides.

Nuestro estudio brinda evidencia sobre la importancia de los polimorfismos GSTM1, y el
SNP rs4658973 en la susceptibilidad a padecer cancer de tiroides. Ademas se sugiere
ampliar los factores de riesgo, que puedan brindar mayor informacién respecto a la

enfermedad entendiendo que el cancer es una enfermedad multifactorial.
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ABSTRACT

The National Cancer Institute defines thyroid cancer as the cancer which grows in the
thyroid gland. This endocrine gland, it’s located in the anterior and lower of the neck,
just anterior from the first rings of trachea and in the lateral region of the larynx. The
papillar and follicular thyroid cancer are 2 to 4 times most frequent among women than
men. The first one has a better prognosis compared to men, in who was demonstrated a

high increasing to malignity.

The study population were cases that arrived to the National Nuclear Medicine Institute
and volunteers were controls (40 cases with symptomatology of thyroid céncer, papillar
or follicular and 40 controls), were used null polymorphisms and GSTM1, GSTT1 with
SNP rs4658973 to analyze the susceptibility for thyroid cancer, GSTM1 was significant
with an OR equal to 4 and IC (1,483-10,788) U Mann-Whitney (p=0,005). The G
allele’s allelic and genotypic frequencies were respectively 82% and 68%, the Hardy-

Weinberg’s equilibrium was (p= 0, 75)

The outcomes coincided with bibliography because of the presence of null allele from
GSTML1 in the cases, the G allele from SNP rs4658973 appeared in high proportion of
controls, suggesting that GSTM1’s null allele and SNP rs4658973’s allele G act as

protector against thyroid cancer.

Our study gives evidence about importance of GSTM1 polymorphism and SNP
rs4658973 on the susceptibility to suffer thyroid cancer. In addition it suggests extend
risk factors that could give most information about the illness, understanding cancer

such as a mutifactorial entity
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l. INTRODUCCION Y JUSTIFICACION

ElI NCI (National Cancer Institute) define al Cancer de Tiroides (CT) como el cancer
que se forma en la glandula tiroidea (un érgano ubicado en la base de la garganta que
produce hormonas que ayudan a controlar la frecuencia cardiaca, la presion arterial, la
temperatura del cuerpo y el peso). Los cuatro tipos mas importantes de cancer de
tiroides son; papilar, folicular, medular y anaplésico.

Esta, es la neoplasia endocrina mas comun que representa el 1% del total de las
neoplasias (Al-Brahim y Asa., 2006). EI CT es 2 a 4 veces mas frecuente en mujeres que
en varones, las primeras presentan, un mejor pronostico en comparacion a los varones

para quienes se ha encontrado una alta progresion de malignidad (Giusti et al., 2010).

Hay que sefialar que la incidencia de CT se ha incrementado en los Gltimos afios en
todo el mundo. Este incremento puede deberse: un perfeccionamiento en el escrutinio
diagnostico, diversos factores ambientales como; fisicos, quimicos y bioldgicos, (Chen
et al., 2009). Haciendo que el cancer de tiroides sea una entidad multifactorial.

El 2012 la WHO (Worid Health Organization), estimo que existe una incidencia de
0.4 en varones y 1.3 en mujeres por cada 100.000 habitantes, que tienen cancer de
tiroides en todo el mundo. En la actualidad Bolivia no cuenta con registros detallados
sobre la incidencia de: este tipo de cancer, los datos mas relevantes son del
GLOBOCAN 2012 (http://globocan.iarc.fr/ia/TheAmericas/ atlas.html), indicando 1.3
en varones y 5.3 en mujeres por cada 100.000 habitantes en Bolivia, en la ciudad de La
Paz no existen datos actuales sobre la incidencia de este tipo de cancer los datos mas
proximos son de 1988 a 1992 por el Doctor Jaime Rios Dalenz, dando una incidencia de;
1.5 en varones y 3.7 en mujeres por cada 100.000 habitantes. Sin embargo los datos son
estimados, ya que no se cuenta con registros acerca del CT en la actualidad, haciéndose

evidente la necesidad de realizar investigaciones en el tema.


http://globocan.iarc.fr/ia/TheAmericas/%20atlas.html

UNIVERSIDAD MAYOR DE SAN ANDRES
SUSCEPTIBILIDAD GENETICA AL CANCER DE TIROIDES

A pesar de que se han identificado muchos factores genéticos y ambientales, la
implicacion genética en la susceptibilidad al cancer de tiroides es poco entendida debida
a los pocos estudios realizados. La glutation s-transferasa (GST) es un gen que codifica a
una gran familia de enzimas de la fase Il de desintoxicacion, la cual se ha encontrado en
diferentes tipos de cancer y enfermedades. La asociacion de las enzimas de la fase 1l con
el cancer de tiroides son pocas y muestran resultados contradictorios, incluyendo tres
estudios del Brasil con los mismos pacientes (Morari et al., 2002; Canbay et al., 2003;
Hernandez et al., 2003; Gaspar et al., 2004; Granja et al., 2004a; Granja et al., 2005;
Bufalo et al., 2006; Ho et al., 2006).

En la bisqueda de un marcador para la prediccion de susceptibilidad genética a
desarrollar cancer de tiroides, se iniciaron investigaciones con la region THRAL vy el
microsatélite BAT-40, las cuales no mostraron tener relevancia como marcadores de
susceptibilidad al CT (Baida et al., 2005). Sin embargo a partir de estas regiones se
iniciaron trabajos con el SNP rs4658973 (intron 25 del gen WDR3 que se encuentra en la
region 1pl2), la cual mostro estar relacionadas con la susceptibilidad al cancer de

tiroides en una poblacion espafiola (Baida et al., 2008; Akdi., et al 2010).

Por todo lo expresado, el presente estudio tiene como interés analizar el genotipo
nulo y presente del polimorfismo GSTM1, GSTT1 y la mutacién del SNP rs4658973, en
personas con diagnostico de cancer de tiroides papilar o folicular y un grupo control,
ademas de estimar las frecuencias génicas del SNP rs4658973 como posible marcador

de susceptibilidad al Cancer de Tiroides en la poblacion de estudio en Bolivia.
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1. OBJETIVOS

1. Objetivo General
Analizar la susceptibilidad genética al cancer de tiroides evaluando el SNP rs4658973
del gen WDR3 y dos polimorfismos de la glutation- s- transferasa, GSTM1 y GSTT1

siguiendo un estudio prospectivo de caso y control.

2. Objetivos Especificos:

& Determinar_la implicacion de los polimorfismos GSTM1 y GSTT1 en la
susceptibilidad al cancer de tiroides, analizando los alelos nulos y presentes, en
casos y controles.

@ Comparar la proporcion de alelos nulos y presentes de GSTM1 y GSTT1 con los
factores de riesgo.

= Determinar la implicacion del SNP rs4658973 en casos y controles

& Analizar el SNP rs4658973 con el fin de identificar un posible marcador de
susceptibilidad al cancer de tiroides

& Determinar las frecuencias génicas del SNP rs4658973, en 'la poblacion de

estudio.
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1. HIPOTESIS

HI. La delecion de los polimorfismos GSTM1, GSTT1 y la mutacion del SNP rs4658973

estan relacionados con la susceptibilidad al cancer de tiroides papilar y folicular.

HO. La delecion de los polimorfismos GSTM1, GSTT1 y la mutacion del SNP rs4658973

no estan relacionados con la susceptibilidad al cancer de tiroides papilar y folicular.

IV. MARCO TEORICO
1. LAGLANDULA TIROIDEA.
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1.1.Generalidades.

El cuerpo tiroides es una glandula de secrecion interna situada en la parte anterior e
inferior del cuello por delante de los primeros anillos de la trdquea y de las partes

laterales de la laringe (Figura 1).

A nivel histologico, 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 iinactiva) y T4 (tiroxina). Entre los foliculos encontramos también otro

tipo de células, las parafoliculares o células C, en donde se produce la calcitonina.

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

CF células foliculares

CP células parafoliculares
C Coloide

MB membrana basal

El yodo es esencial para la sintesis y secrecion de las hormonas tiroideas, lo cual exige

los siguientes pasos:


http://www.med.umich.edu/
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a) Captacion de yoduro (Bombas de yoduros): Las células foliculares captan el
yoduro circulante de la sangre y lo transportan al interior a través del co-transporte con

dos iones de sodio (Na*).

b) Sintesis de la tiroglobulina: Esta glicoproteina la sintetiza las células

foliculares y la vierten al colide mediante exocitosis junto con peroxidasa tiroidea.

c) Oxidacion de yoduro: El yoduro captado por la glandula se oxida

rapidamente por accion de la peroxidasa tiroidea que deja al yodo libre.

d) Yodacién y acoplamiento: Después de oxidarse de yoduro a yodo, este se
une rapidamente a la posicion 3 de la molécula de tirosina, que contiene la tiroglobulina
formando la monoyodotirosina (MIT). A continuacién se produce una nueva yodacion
de la MIT en la posicion 5, dando diyodotirosina (DIT). Después se unen dos moléculas
de DIT para formar la tiroxina o T4 el principal producto de acoplamiento, o bien se

une, una sola molécula de MIT y otra de DIT para formar la triyodotironina o T3.

e) Protedlisis, desyodacion y secrecion: Para que la T3 y la T4 pasen a la
sangre es necesaria la proteolisis de la tiroglobulina. El colide que se encuentra en la luz
de los foliculos es captado por endocitosis a través de la superficie apical de las células
foliculares. Seguidamente, las vesiculas de colide migran desde la membrana basal de la
celula y se fusionan con los lisosomas. Las proteasas lisosomicas separan a la T3 y la
T4, que quedan libres y salen de la célula. La MIT y la DIT liberadas no pasan a la
sangre sino que son desyodadas dentro de las células foliculares por la enzima

desyodasa; el yodo liberado es reutilizado para sintesis hormonal. (Figura 2)

Figura 2. Sintesis y secrecién de las hormonas tiroideas
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Biosintesis de las hormonas tiroideas
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A su vez, la sintesis y secrecion de las hormonas tiroideas esta controlada por la
hormona estimulante del tiroides o tirotropina (TSH), que se sintetiza en la hipd&fisis. El
control consiste en un mecanismo de retroalimentacion negativa (Figura 3), que se lleva
a cabo a partir del hipotalamo, mediante la hormona liberadora de tirotropina o TRH,
que estimula la sintesis y secrecion de TSH.

Figura 3. Control de la funcion tiroidea por retroalimentacion negativa.
(Adaptado de http://arbl.cvmbs.colostate.edu/)
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2. PATOLOGIAS DE LA GLANDULA 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 secrecién hormonal y
como un aumento del tamafio de la glandula, de forma independiente o conjunta. Asi, la
secrecién disminuida de la hormona origina hipotiroidismo (0 mixedema), y la secrecion

excesiva produce hipertiroidismo (o tirotoxicosis).

El aumento del tamafio de la glandula puede ser generalizado o focal. Si es
generalizado sera un bocio. Si es focal puede crecer formando un nodulo 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 nddulos tiroideos son benignos, pero algunos

derivan hacia la malignidad (carcinoma tiroideo).

El grupo més 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 medica y/o quirargicamente. El
hipotiroidismo, hipertiroidismo con bocio difuso o nodular pequefio, el bocio uni o
multinodular, son ejemplos de patologias de resolucién generalmente médica. Por su
parte, el bocio de gran tamafio o sintomatico, el hipertiroidismo refractario al tratamiento

médico y el cancer de tiroides son de tratamiento quirdrgico (Leon, 2005).
2.1.Cancer de Tiroides

El carcinoma tiroideo es un cancer poco frecuente, ya que representa el 1% de todos
los tipos de neoplasias registrados en el mundo (WHO, 1993), excluyendo las cutaneas.
Sin embargo, algunas estadisticas indican que su incidencia ha ido aumentando durante
la segunda mitad del siglo XXy, en particular en el Gltimo decenio. Algunos paises han

Ilegado a quintuplicar el nimero de casos respecto a décadas precedentes (NCI, 2013).
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El céncer tiroideo se puede presentar asociado con otros canceres de origen
hereditario y sindromes familiares, aunque se trata de un porcentaje muy pequefio 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 més del 50% de las muertes por cancer endocrino (Akslen et al., 1993; Nagataki et
al., 2002).

El centro internacional de la OMS (Organizacion Mundial de la Salud) clasifico las
neoplasias tiroideas, segun lo establecido en el Departamento de Anatomia Patologia de
la Universidad de Zrurich, bajo la direccion de los doctores E. Uehling y R. Gérard-
Marchant, luego de un proceso de consulta a nivel mundial se adopté en 1972 la

siguiente clasificacion de los tumores tiroideos Tabla 1 (Perinetti H. 2000).

Tabla 1. Clasificacion de las neoplasias tiroideas por la OMS
l. TUMORES EPITELIALES
A. BENIGNOS 1) ADENOMA FOLICULAR
2) OTROS
B. MALIGNOS 1) CARCINOMA PAPILAR
2) CARCINOMA FOLICULAR
3) CARCINOMA INDIFERENCIADO O ANAPLACICO
a. Tipo de células fusiformes
b. Tipo de células Gigantes
c. Tipo de células pequefias
4) CARCINOMA MEDULAR
5) OTROS
Il. TUMORES NO EPITELIALES
A. BENIGNOS B. MALIGNOS
1. LINFOMA MALIGNOS
V. TUMORES MISCELANEQOS
V. TUMORES SECUNDARIOS
VI. TUMORES NO CLACIFICABLES
VII. LESIONES SEUDOTUMORALES

2.1.1. Carcinoma Papilar: Es un tumor epitelial maligno que muestra evidencia de
diferenciacion  folicular y  caracteristicas  nucleares  distintivas.
Inmunohistoquimicamente sus células son positivas para tiroglobulina (Tg) y
el factor tiroideo de transcripcién (TTF-1) (Leenhart L., 2004). Es la

neoplasia tiroidea mas frecuente, con una incidencia mayor en el género



2.1.2.
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femenino (4:1). Se caracteriza por ser una neoplasia de baja malignidad, con
una supervivencia superior al 98% a los 5 afios de seguimiento (Randolph
GW., 2003). Se descubre generalmente por un nédulo palpable o una
adenopatia cervical. La puncidn-aspiracion con aguja fina (PAAF)
desempefia un papel fundamental en su diagnostico pre-quirdrgico y de
metéstasis cervical. La metastasis es usualmente por via linfatica, también
hematogena en oOrganos distantes (Mazzaferi E., 1981), sin afectar la
mortalidad en pacientes menores de 45 afios, mientras que a partir de los 45
afios en adelante la afectacion ganglionar se asocia con mayor recurrencia y
mortalidad. Las alteraciones genéticas mas frecuentes del carcinoma papilar
son el reordenamiento RET/PTC y de TRK, mutaciones de RAS vy
mutaciones de BRAF. Se ha descrito la asociacion del RET/PTC con las
variantes solida y de células claras, ademas el antecedente de radiacion (Li
Volsi VA, et al., 2004), (Xu GF., 2003).

Carcinoma Folicular: Es un tumor epitelial maligno que muestra evidencia
de diferenciacion celular folicular y carencia de los rasgos nucleares
diagndsticos de carcinoma papilar. Inmunohistoquimicamente sus células son
Tg y TTF-1 positivas (Sobrinho-Simoes M, et al., 2004). Su incidencia es del
10 al 15% de los tumores malignos clinicamente evidentes. La incidencia es
mas elevada en areas geograficas deficitarias de yodo (Harach HR., 2002).
Aparece mas frecuente en mujeres que en varones y usualmente en personas
mayores, en la quinta década y son raros en nifios. Clinicamente se presentan
como un tumor que por lo general es de mayor tamafio que la de un
carcinoma papilar y hace metéstasis en su mayoria por via hematogena. La
puncion-aspiracion con aguja fina (PAAF) no es util para su diagndstico y
tampoco la biopsia intraoperatoria, dado que no distingue invasion vascular
y/o capsular que lo confirme. Se han descrito alteraciones genéticas

somaticas (desequilibrio cromosomico, reordenamiento PPAR, mutaciones

10



UNIVERSIDAD MAYOR DE SAN ANDRES
SUSCEPTIBILIDAD GENETICA AL CANCER DE TIROIDES

RAS, TP53PTEN, alfa-catenina y variantes del mtADN). El prondstico de los
carcinomas foliculares minimamente invasivos tienen una mortalidad a largo
plazo muy baja (3-5%), y las curvas de supervivencia se aproximan a las de
la poblacion general. Los carcinomas foliculares extensamente invasivos
tienen una morbimortalidad a largo plazo de aproximadamente el 50%, y en

algunos de ellos existen antecedentes de cirugia conservadora.

3. FACTORES DE SUSCEPTIBILIDAD AL CANCER DE TIROIDES.

El cancer de tiroides es un proceso modulado por factores tanto genéticos como
ambientales. Asi, la exposicion a la radiacion, el consumo de yodo, factores hormonales

y los antecedentes familiares son supuestos factores de riesgo del carcinoma de tiroides.
3.1. Factores ambientales de susceptibilidad al cancer de tiroides.

La exposicion a la radiacion se asocia con el carcinoma papilar, como lo demuestran
las secuelas de las bombas atomicas de Hiroshima y Nagasaki (1945), los ensayos
nucleares en las Islas Marshall (1954) y en Nevada (1951-1962) y el accidente nuclear
mas reciente de Chernobyl (1986) (Kazakov et al., 1992).

No esta claro si esto se debe a que la tiroides es méas susceptible a la radiacion en la
infancia, o si es un reflejo del hecho de que los nifios bebieron mas leche contaminada,
aumentando su exposicién a la radiacién, o-a ambos factores (Williams, 2002). La
radiacion de la cabeza y el cuello durante la infancia, para el tratamiento de lesiones

benignas también aumenta el riesgo de carcinoma papilar (Ron et al., 1995)

El carcinoma folicular es mas frecuente en areas con deficiencia de yodo, por el
contrario, el carcinoma papilar es el tipo de cancer de tiroides mas frecuente en regiones

con dieta abundante en yodo, Figura 4. (Harach et al., 2002).

La mayoria de los carcinomas de tiroides bien diferenciados se manifiestan en

pacientes de 20-50 afios de edad, y la enfermedad es 2 a 4 veces mas frecuente en
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mujeres que en hombres. Estas distribuciones por género y edad sugieren que la
incidencia de hormonas femeninas podria regular la carcinogénesis tiroidea. De hecho,
el receptor de estrogeno se expresa en las células foliculares y el estrogeno promueve la
proliferacion de estas células (Kawabata et al., 2003; Lee et al., 2005). Sin embargo, no
existe una relacion clara entre el cancer de tiroides y el embarazo o el uso de hormonas

sexuales (Haselkorn et al., 2003).

Aunque el tabaco se considera como el principal factor de riesgo externo del cancer
en general, en el caso del cancer de tiroides, se ha observado que los fumadores tienen
un 40% menos riesgo de desarrollar cancer de tiroides que los no fumadores (Rossing et
al., 2000; Negri et al., 2002; Mack et al., 2003). Se proponen diversos mecanismos para
explicar esta relacion inversa entre el consumo de tabaco y el riesgo a desarrollar cancer
de tiroides. El primero se relaciona con la secrecion de TSH, se considera que los niveles
elevados de TSH incrementan el riesgo de cancer de tiroides, y estos niveles son méas
bajos en los fumadores. 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).

Figura 4. Contribucion del yodo de los alimentos en la tumor-génesis del
tiroides (Giusti et al. 2010). ATC: cancer anaplasico; FTC: cancer folicular;
MTC: cancer medular; PTC: cancer papilar.
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3.2.Factores genéticos de susceptibilidad al cAncer de tiroides

La considerable variacion étnica de la prevalencia del céncer de tiroides (més
frecuente en los judios y poblacion indigena de Hawai) puede ser un indicador de que el
riesgo de padecerlo esta regulado genéticamente. Se acepta que la historia familiar es un
riesgo mas para desarrollar esta enfermedad (3-5% de los pacientes que desarrollan el
cancer papilar y 20-25% que desarrolfan cancer medular).

En las familias con cancer papilar de tiroides, se encuentra en varios miembros del
arbol genealdgico y se hereda como una enfermedad autosémica dominante con una
penetrancia incompleta. Se ha indicado que los miembros de la familia afectados

muestran mayor agresividad del tumor que en la poblacion general.

El analisis de la susceptibilidad al cancer de tiroides se ha basado principalmente en
genes candidatos: genes de reparacion del DNA y genes que controlan el ciclo celular,
genes del metabolismo y genes implicados en la funcion tiroidea. Asimismo, estudios de
asociacion con todo el genoma también han permitido la identificacion de regiones en el

genoma implicados en el riesgo al cancer de tiroides, involucrando diversos genes.

3.2.1. Genes de reparacion del DNA: El mayor riesgo de cancer de tiroides se
encontrd con el gen CHEK2 (OR 4,9; P = 0,0006), (Cybulski et al., 2004) y
XRCC3 (OR 2,1; P = 0,004) (Sturgis et al., 2005). No se ha encontrado
asociacion con'los polimorfismos analizados de los genes XRCC7, RAD51,
RAD52, BRCAL1 y BRCAZ2 vy el riesgo de desarrollar el cancer de tiroides
(Sturgis et al., 2005).

3.2.2. Genes del ciclo celular: Los distintos estudios de polimorfismos en genes
que controlan el ciclo celular y su asociacion con el cancer de tiroides
incluyen: P53, FAS, CDKN2A y VEGF. El polimorfismo que produce la
sustitucion Pro72 por Arg72 en el gen P53 incrementa la induccion de la
apoptosis, lo que podria afectar el riesgo de desarrollar el cancer (Dumont et
al., 2003).
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3.2.3. Genes del metabolismo: Las enzimas de la fase | del metabolismo (CYP)
degradan productos xenobioticos, produciendo intermediarios que seran
eliminados por las enzimas de la fase Il (GST). Un aumento de riesgo de
cancer de tiroides se observo en variantes alélicas de CYP1Al y CYP2D6
(Bufalo et al., 2006; Lemos et al., 2007).

4. REGIONES DEL GENOMA ASOCIADAS A LA SUSCEPTIBILIDAD AL
CANCER DE TIROIDES.

Recientes estudios de asociacion han permitido identificar varias regiones del
genoma relacionadas con el cancer de tiroides 1p12, 1p13.3, 8924, 9922.33 y 14913.3,
22011 Estos estudios se llevan a cabo analizando todo el genoma o regiones concretas
del genoma.

4.1.LA REGION 1p12

La region 1pl2 presenta distintos tipos de aberraciones (Rudolph et al., 1988;
Vernole et al., 1989; Bieche et al.1994; Zhang et al., 1999), incluyendo reordenaciones
cromosOmicas (Mitelman et al., 1997; Jin et al., 1998). Este cromosoma no solamente
esta implicado en el cancer de tiroides sino en varios tipos de cancer (Zhang et al., 1999;
Smedley et al., 2000). En estudios previos realizados por Baida y Akdi sugieren una

implicacion en la etiologia al cancer de tiroides.

4.1.1. Gen WDR3: El gen WDR3 (WD repeat domain 3) fue clonado y mapeado en
el cromosoma 1p12 (Claudio et al., 1999). Su tamafio es de 30,8 kb, consta
de 27 exones y codifica para una proteina de 943 aminoéacidos. Esta proteina
pertenece a la familia de proteinas WDR, que estdn muy conservadas,
presentan repeticiones WD que son unidades de aproximadamente 40
aminoacidos que comienza por el di péptido Gly-His (extremo amino
terminal) y finaliza con un di péptido Trp-Asp (extremo carboxilo terminal).

Estan implicadas en muchos procesos celulares, como la progresién del ciclo
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celular, traduccién de sefiales, apoptosis y regulacion génica (van der Voorn
y Ploegh, 1992; Neer et al., 1994; Smith et al., 1999). Dentro de este gen esta
situado el SNP rs4658973 que se encuentra en el intrén 25 él que se sugiere
como marcador de susceptibilidad al cancer de tiroides (Baida et al., 2005;
Akdi et al., 2010).

4.2.Regiones 1p13.3 y 22q11.

La glutation-s-transferasa (GST), es una familia de enzimas solubles, diméricas y

multigénicas: incluyen las tipo alfa (o), mu (p), pi (w), zeta (C), sigma (o), kappa (),

omega (w) y theta (1), con amplia distribucion sub-celular estan involucradas en el

metabolismo de xenobidticos, son polimarficas y han sido asociadas a susceptibilidad a
cancer (Raunio H., 1995; Vainio H., 1998).

4.2.1.

4.2.2.

GSTM1 (p), fue encontrada en el cromosoma 1p13.3 es una isoenzima que
desintoxica metabolitos de HAPs (Hidrocarburos aromaticos policiclicos)
(Ketterer B., 1992)  Esta enzima tiene una actividad deficiente en
aproximadamente 50% de la poblacion caucasica (Harada S., 1987). Se ha
demostrado que la pérdida de esta actividad desintoxicante se debe a la
herencia de una delecién homocigota del gen (Seidegard J., 1988), la cual
varia con la etnia. La expresion de estos alelos parece ser diferencialmente
regulada y tiene consecuencias clinicas que explican el riesgo diferencial a

varias patologias, incluyendo el cancer.

GSTT1 (7), esta localizado en el cromosoma 22q11, se ha identificado dos
genes GSTT1 y GSTT2 (Coggan M., 1998; Rebbeck TR., 1999). Los
principales substratos de GSTT1son diclorometano, oxido de etileno, 1,3-
butadieno y etano, contenidos en el humo del cigarrillo. ElI genotipo
GSTT1nulo (ausencia de actividad) se presenta en aproximadamente 38% de
la poblacion britanica (Pemble S., 1994).
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5. ANALISIS DE VARIABILIDAD GENETICA EN LA POBLACION.

El andlisis tedrico-matematico de los mecanismos evolutivos es el objeto de estudio
de la genética de poblaciones una rama de la ciencia de la herencia bioldgica que estudia
los aspectos genéticos, no desde una perspectiva individual, sino desde el punto de vista
de su significado con respecto a la poblacion, se denomina frecuencia génica a la

frecuencia o proporcion de un gen, en relacion con su(s) alelos(s) en una poblacion.

La denominacion ley de Hardy-Weinberg fue formulada en 1908
independientemente por el matematico G.H. Hardy en Inglaterra y por el médico
Wilhelm Weinberg en Alemania. Esta ley indica que, por si mismo, el proceso de la
herencia no cambia ni las frecuencias alélicas (en poblaciones con apareamiento al azar)
ni las frecuencias genotipicas de un locus dado. Ademas las frecuencias genotipicas de
equilibrio en cualquier locus dado se logran en una sola generacién de apareamiento al

azar siempre que las frecuencias alélicas sean las mismas en los dos sexos.

Dicho teorema establece que, si el apareamiento entre los individuos es aleatorio, en
ausencia de factores evolutivos (seleccion, mutacion, etc.) las frecuencias génicas se
mantienen estables de generacion en generacion. De este modo, dado un gen Aly Al,
las frecuencias génicas, p y g, pueden expresarse en funciéon de las de los genotipos
(frecuencias genotipicas), en un equilibrio que se alcanza después de una sola

generacion de apareamiento aleatorio

Efectivamente si denominamos respectivamente, P, H y Q a las frecuencias de los
tres genotipos A1AL, ALA2 y A2A2, es facilmente demostrable que p="P + 1/2H, y g=
Q + 1/2H. La ley de Hardy-Weinberg es la piedra angular sobre lo que se asienta el
edificio de la genética de poblaciones que estudia cémo los distintos fendmenos

evolutivos alteran las frecuencias génicas.
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6. MARCADORES EMPLEADOS PARA EL ANALISIS DE LA GSTM1,
GSTT1Y EL SNP rs4658973 del GEN WDR3.

6.1.Analisis del polimorfismo de la glutation s-transferasa (GST).

Los genes que codifican los enzimas GSTs son polimorficos; estas variantes han sido

asociadas con aumento de la susceptibilidad a enfermedades inflamatorias como el

asma, alergias y artritis reumatoide, ademas-con el riego de padecer diversos tipos de

cancer como: tiroides, -mama, pulmon o- prdstata, asi como en enfermedades

cardiovasculares.

6.1.1.

6.1.2.

Gen que codifica la enzima GSTM1: Este gen presenta diversos tipos de
polimorfismos que han sido caracterizados, los cuales incluyen cambios en
unas sola base nitrogenada los alelos GSTMTA y GSTMIB, duplicaciones del
gen GSTMT* 1x2 y una delecién que origina al genotipo identificado como
GSTMI*0 o alelo nulo. Los alelos GSTMTA y GSTMIB codifican para la
proteina GSTM1A y GSTM1B las cuales difieren de un solo aminoacido. La
GSTMTA contiene lisina en posicion 172 y GSTMIB arginina en la misma
posicion, el GSTMI® 1x2 ocurre por un mal alineamiento de las cromatides
hermanas seguido por un evento de recombinacion desigual entre ellas y su
resultado es un gran segmento de DNA que contienen dos GSTM1en tdndem.
La delecion del gen GSTM1que ocurre por una recombinacién desigual entre
dos regiones altamente conservadas de 4.2 kb que se ubican en los extremos
5y 3" llevando la pérdida de un segmento de 18 kb. La recombinacién se
produce por la unién de los dos segmentos repetidos que flanquean al gen, en
una region “hotspot” de aproximadamente 23 kb que no codifica para la
proteina GSTML1. (Chavez., 2011). (Figura5 A)

Gen que codifica la enzima GSTTL1: Este gen esta formado por 5 exones y

tiene una longitud de 8 kb; se encuentra separado del gen GSTT2 por un

segmento aproximado de 49,741 pb. Al igual que ocurre con GSTM1, el gen
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sufre una delecion debido a un proceso de recombinacion homologa entre
dos segmentos de aproximadamente 18 kb los cuales flanquean a GSTt, estos
segmentos tienen una homologia del 90 %. Los puntos de recombinacién se
encuentran ubicados, uno entre los genes GSTt2 y GSTTL1y el otro corriente
abajo del gen GSTT1. Cuando se produce la delecion se forma el segmento
conocido como HO que difiere en algunos nucledtidos de las dos secuencias
homologas que se fusionan. Este polimorfismo en estado homocigoto
(genotipo nulo) lleva a la pérdida total de la actividad enzimatica y es
detectado por la ausencia del fragmento que corresponde al gen una vez
amplificada mediante PCR. (Chavez., 2011). (Figura 6)

Figura 5. Mecanismo de la delecién del gen GSTM1. (Modificado de Timofeeva y cols)
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Figura. 6. Mecanismo de la delecion del gen GSTT1. (Modificado de Sprenger y cols.)
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6.2.Analisis del SNP rs4658973 del gen WDRS.

Estudios realizados con el microsatélite BAT-40, (Baida et al., 2008) muestran
asociacion de la region 1p13 con la susceptibilidad al cancer de tiroides, otros estudios
delimitaron con mas detalle la region de susceptibilidad, analizando 6 polimorfismos
(SNPs) situados alrededor del marcador BAT-40, y 10 SNPs en estudios para determinar
si el gen WDR3 es predisponente al cancer-de tiroides (Akdi et al., 2010), el SNP
rs4658973 (intron 25 del gen WDR3, n° de acceso GenBank 10885) fue identificada
como un posible marcador-de susceptibilidad, sugiriendo su implicacion en la etiologia

del cancer de tiroides. Figura 7.

Figura 7. Posicién del SNP rs4658973 en el gen WDR3

 1,5Mb

5’ kH | HH-H i 3

Cromosoma: 1p12

Los resultados encontrados en bibliografia indican que los alelos nulos del
polimorfismo GST; M1y T1 tienden a estar involucrados en el cancer de tiroides junto
al SNP rs4658973. Es posible que estos marcadores sean utiles en el diagnostico de
personas con sintomatologia tiroidea papilar o folicular. Es por esta razdén que se

pretende evaluar a estos marcadores en un estudio prospectivo caso control.
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MATERIALES Y METODOS
POBLACION EN ESTUDIO.

En el presente estudio se trabajé con dos grupos, uno de casos y otro de controles,

los cuales ingresaron al estudio de forma voluntaria con previa firma de un

consentimiento informado.

Los casos fueron pacientes con edades comprendidas entre los 20 y 70 afios con

diagnostico de Cancer de Tiroides Papilar o Folicular, que fueron sometidos a

tiroidectomia y que recibieron tratamiento con I1*3* en el Hospital San Gabriel. Se

tomaron en cuenta los criterios de Exclusion en los pacientes con diagndstico de Cancer

de Tiroides y criterios de Inclusion y Exclusion en los pacientes control.

A.

9

q

CRITERIOS DE INCLUSION DE CASOS

Pacientes con diagndstico de cancer de tiroides diferenciado.
Pacientes que aceptaron firmar el consentimiento informado.

Pacientes con edades comprendidas entre 20 a 70 afios.
CRITERIO DE EXCLUSION DE CASOS

Pacientes sin diagndstico de cancer de tiroides diferenciado.
CRITERIOS DE INCLUSION DE CONTROL

Personas que no padecen ningun tipo de cancer.
Personas sin sintomatologia tiroidea.

Personas con edades comprendidas entre 20 y 70 afios.
CRITERIOS DE EXCLUSCION DE CONTROLES

Personas con diagndstico de cualquier tipo de cancer y familiares en primer

grado
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2. TAMANO DE LA MUESTRA

En el presente trabajo participaron 40 pacientes con diagnostico de cancer de tiroides
folicular o papilar y 40 individuos controles sin diagndstico de patologia tiroidea. Los
pacientes con cancer de tiroides se reclutaron en colaboracion con el Instituto Nacional
de Medicina Nuclear (INAMEN) y el Hospital San Gabriel, ambos de la Ciudad de La
Paz; los controles fueron voluntarios de la Ciudad de La Paz teniendo en cuenta que el

grupo fuera lo mas similar posible a los casos, en cuanto al género y la edad
3. TIPO DE INVESTIGACION
El tipo de investigacion es de un estudio prospectivo caso control
4. ASPECTOS ETICOS

La presente investigacion contdé con la aprobacion del Comité Nacional de
Bioética de Investigacién de la Universidad Mayor de San Andrés. Aprobando el
proyecto de investigacion como los documentos de consentimiento informado y la hoja
informativa del proyecto.

5. TOMA, TRANSPORTE Y ALMACENAMIENTO DE LA MUESTRA.

En el presente estudio, se tom6 5 ml de sangre venosa al vacio en tubos de ensayo
con EDTA, después que los sujetos aceptaran entrar en el estudio y firmar el
consentimiento informado. Los pacientes con diagndstico de cancer de tiroides folicular
o papilar, fueron reclutados cada lunes durante 11 meses en el Hospital San Gabriel de la
ciudad de La Paz, las muestras se trasladaron a la Unidad de Genética Toxicoldgica del
Instituto de Genética perteneciente a la Facultad de Medicina de la Universidad Mayor
de San Andrés (UMSA), las mismas fueron refrigeradas a 4 °C hasta su respectiva
extraccion de DNA gendmico de sangre total. Los control fueron personas voluntarias
segun los criterios de inclusién y se reclutaron durante 2 meses en la Unidad de

Genética Toxicologica y las muestras se refrigeradas a 4 °C hasta su respectiva
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extraccion de DNA gendmico de sangre total, los grupos de casos y controles no tenian

una relacion familiar
6. EXTRACCION Y CUANTIFICACION DEL ADN

La extraccion de ADN total se realizo con el Wizard® Genomic DNA Purification

Kit (Promega, USA), para la extraccion del DNA gendmico a partir de sangre total.

Brevemente el método consisti6 en: tomar 300ul de sangre periférica y se mezcld
con 900ul de solucion de lisis celular e incubd por 10 minutos a temperatura ambiente;
se centrifugd y desecho el sobrenadante, luego se afiadié 300 il de solucion de lisis de
nacleos se mezcld vigorosamente por 20 segundos en vortex y se agregé 100 pl de
solucidén desproteinizante, se centrifug6 y trasvaso el sobrenadante a otro tubo; se afiadio
300 I de alcohol isopropilico frio para precipitar el ADN, luego se realizé un lavado
con 300 ul de etanol y se dejo secar a temperatura ambiente. Finalmente se suspendio el
sedimento con 100 pl de solucion de rehidratacion de DNA y se almacend hasta su
posterior analisis a una temperatura de -20°C.

Para saber el rendimiento de la extraccion de DNA, se cuantifico las muestras en una
corrida electroforética horizontal con gel de agarosa al 1% y bromuro de etidio, las
bandas de DNA se observaron en un trans-iluminador, revelando la presencia de DNA
segun la intensidad de la banda

7. AMPLIFICACION POR PCR (REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA) DEL GEN GSTM1 Y GSTT1.

Para la amplificacion del gen GSTM1ly GSTT1 se emplearon los iniciadores
indicados en la tabla 2 y un control interno que fue el exon 7 del gen CYP1A1.

Las reacciones fueron llevadas a cabo en un volumen final de 25 uL, que se prepard
afnadiendo: 3uL de DNA, Buffer de PCR 1X, 1ImM MgCI2, 0,2 mM de cada cebador,
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0,2mM de dNTP y 0,25 unidad de Taq polimerasa. La amplificacion fue realizada en un

termociclador Mastercycler® Personal de la marca Eppendorf ®.

Se inici6 la PCR por una etapa de desnaturalizacion a 95°C durante 5 minutos,
seguido de 30 ciclos que se comprendian de tres pasos: el primero de desnaturalizacién
del ADN 2 minutos a 94°C, el segundo de hibridacion de las cadenas desnaturalizadas
con los iniciadores a 67,2°C durante 1 minuto, el tercero de sintesis de las cadenas de
ADN complementarias a 72°C durante 1 minuto, temperatura a la cual la polimerasa
actua. Al finalizar los 30 ciclos, para completar la extension de las cadenas amplificadas
se programo a 72°C durante 4 minutos. Finalmente el producto de PCR se visualiz6 en
geles de agarosa al 2% con bromuro de etidio y un lader de 50 pb (pares de bases) para
confirmar el tamafio de las bandas. Para evaluar la reaccion de la PCR, se amplificaron 3
veces cada muestra, mostrando una repetibilidad en el procedimiento. Figura 8

Tabla 2. Primers y tamafio de amplificacion

GSTMLIF 5°-GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC-3 219pb
GSTMI1R 5°’-GTTGGGCTCAAATATACGGTGG-3

GSTT1F 5°-TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC-3 459pb
GSTT1R 5°-TCACCGGATCATGGCCAGCA- 3

CYP1AIF 5>-GAACTGCCACTTCAGCTGTCT-3 312pb

CYP1AIR 5’-CAGCTGCATTTGGAAGTGCTC-3

Figura 8. Gel representativo de la amplificacion de los polimorfismos GSTM1 y GSTT1.
(Fuente, Tirado, et al, 2012),)

M 1234
M= Lader
—» 430 b CYP1A1= CONTROL INTERNO 312 pb
312 ph
— b GSTT1= 480 pb

GSTM1=215 pb
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8. AMPLIFICACION POR PCR-RFLP DEL rs4658973.

Para la amplificacion del SNPs rs4658973 se emple6 los iniciadores propuesto por
Baida et al ,2008; rs4658973 F5-GGGACACTTGAGACCAAAAG-3 y rs4658973, R5-
TCAAATGGGATTACAAACCT-3, que amplifican un fragmento de 341pb. Las
reacciones se dieron en un volumen final de 25 ulL, se prepararon afiadiendo: 3uL de
DNA, Buffer de PCR 5 X, 1 mM MgClI2, 0,2 mM de cada cebador, 0,2 mM de dNTP y
0,25 unidades de Taqg polimerasa. La amplificacion fue realizada en un termociclador

Mastercycler® Personal de la marca Eppendorf ®.

Se inici6 la PCR por una etapa de desnaturalizacion a 94°C durante 4 minutos,
seguido de 30 ciclos que se comprendian de tres pasos: el primero de desnaturalizacion
del ADN 30 segundos a 94°C, el segundo de hibridacion de las cadenas desnaturalizadas
con los iniciadores a 53,1°C durante 1 minuto, el tercero de sintesis de las cadenas de
ADN complementarias a 72°C durante 1 minuto, temperatura a la cual la polimerasa
actta. Al finalizar los 30 ciclos, para completar la extension de las cadenas amplificadas
se programo a 72°C durante 4 minutos. Finalmente el producto de PCR se visualiz6 en
geles de agarosa al 2% con bromuro de etidio y un lader de 50 pb para confirmar el
tamafio de las bandas. Para evaluar la reaccion de la PCR, se amplificaron 3 veces cada

muestra, mostrando una repetibilidad en el procedimiento.

Una vez verificada la presencia de amplicon se procedio a realizar la digestion de los
mismos, afiadiendo a cada tubo 1 unidad de la enzima Bsrl, la cual reconoce la
sustitucién de una timina (T) por una guanina (G), produciendo un corte del amplicon en
dos fragmentos cuyos tamafios son: 142pb y 199pb, y son visualizados en geles de

agarosa al 2% con bromuro de etidio y un lader de 50 pb. Figura 9
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Figura 9. Gel representativo del rs4658973 (Fuente propia)

M Ga &7 TT

M= lader
GG=341pb

GT=199 pb

TT =142 pb

9. ANALISIS DE RESULTADOS.

Todos los datos recolectados con la encuesta y los analisis experimentales de estas

muestras fueron llenados en un fichero Excel.

Para el analisis estadistico se utilizo el programa SPSS para Windows, version 11.5.
Se utiliz6 la prueba U de Mann Whitney para la comparacion de medias de dos grupos
independientes. La determinacion del factor de riesgo (OR) y el intervalo de confianza
(IC) del 95%, fue comparado en caso - control y con polimorfismos en relacion a

padecer susceptibilidad al cancer de tiroides.

Para la estimacion de las frecuencias génicas se empleo los programas Arlequin 3.5
y el SNPStats (Solé et al., 2006), donde se introdujo los datos en su fichero para

equilibrio de Hardy-Weinberg.
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VI. RESULTADOS.
1. ANALISIS DESCRIPTIVO DE RESULTADOS.

El estudio de asociacion caso-control se inicié con una poblacién de 40 casos y 40

controles. En la tabla 3 se resumen las caracteristicas de la poblacion estudiada
correspondiente a la muestra ampliada.

Tabla 3. Caracteristicas de la poblacion estudiada

CASOS N % CONTROL N %
FACTORES DE RIESGO N=40 N=40
GENERO
e HOMBRES 8 (20) 8 (20)
e  MUJERES 32 (80) 32 (80)
TABAQUISMO
e FUMADORES 28 (75,7) 31 (77.5)
e NOFUMADORES 9 (24,3) 9 (22.5)
ALCOHOL
e SITOMA 20 (54,1) 18 (45)
e NOTOMA 17 (45.9)) 22 (55)
DIAGNOSTICO
e FOLICULAR 9(225) | e
e PALILAR 22(55) | e
e SD 9(225) | e
e NT e 40 (100)

En el estudio los factores de riego que predisponen a que los individuos tengan

cancer de tiroides papilar o folicular son el género, tabaquismo, consumo de alcohol y
su diagnéstico clinico.

El género hombre mujer, son similares en casos y controles, indicando una
mayor proporcién en mujeres que hombres con una relacion 4:1, descrito en literatura

sobre el predominio del género femenino sobre el masculino (Laxman y Crawford,
2002; Preston-Martin et al., 2003; Blanco et al., 2005).

En el factor de riesgo sobre el consumo de tabaco se dividieron en 2 grupos los

fumadores y los no fumadores esta division se toma para casos y controles; en los casos
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el 75,5% fumaba y el 24,3 no fumaban; en los controles el 77,5% fumaba y el 22,5% no
fumaba, los fumadores presentaron mayor predominio tanto en casos y controles. En
ambos grupos los individuos no indicaban la cantidad de cigarrillos diarios consumidos

y durante cuanto tiempo llevaban fumando, los resultados no son significativos.

Para analizar el consumo de alcohol, los grupos de casos y controles se
dividieron en los que toman y los-que no toman en casos el 54,1% si toma y el 45,9% no
toma y en los controle el 45% si toma 'y el 55% no toma en comparacion con ambos
grupos de casos y. control los controles tienen mayor porcentaje de persona que no
toman frente a los casos. No se indica la cantidad de alcohol que consumian y durante

cuénto tiempo los datos tampoco dan un valor significativo.

La categorizacion de los casos segun la variante histolégica del carcinoma se
realizd considerando 40 pacientes de los cuales 9 fueron con diagnostico folicular
(22,5%), 22 presentaron cancer papilar (55%) y un grupos sin diagnostico (SD) que se lo
tomo en cuenta (su diagnéstico no estaba bien diferenciado en el historial clinico no
indica el tipo de cancer papilar o folicular por tener el tratamiento con yodo 131 segun el
Instituto Nacional de Céancer (INC) estos corresponden a un 22,5% Hay que sefialar que
esta incidencia se considera con los valores publicados en estudios epidemiolégicos
recientes (Preston-Martin et al., 2003; Blanco et al., 2005). Figura 10. Y el grupo control
gue no tiene cancer de tiroides (NT) que era el 100%.

Figura 10. Frecuencia y diagndstico de pacientes
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2. ANALISIS DESCRIPTIVO DE GSTM1 Y GSTT1.

Tomando toda la poblacién para el andlisis de los GSTs, el 35% tenia alelo nulos y el
65% el alelo presente para el GSTM1 para el GSTT1 el 40% presentaba el alelo nulo y el
60% el alelo presente. Tabla 4.

Tabla 4. Frecuencia de los genotipos para GSTM1ly GSTTlen la
poblacion Estudiada

GENOTIPO ALELO FRECUENCIA %
GSTM1 PRESENTE 52 65
NULO 28 35

GSTT1 PRESENTE 48 60
NULO 32 40

El andlisis de los polimorfismos de GSTs se amplificaron 80 muestras; 40 casos
y 40 controles, en la tabla 5 se muestras un 50% de alelos nulos y presentes tanto para el
GSTM1 y GSTT1 en casos, los controles tienen una diferencia entre los alelos nulos y
presentes en el GSTM1 20% y 80% respectivamente, el GSTT1 el alelo nulo es de 30% y
el alelo presente de 70%. EI GSTM1 nulo, tiende a estar relacionada con la
susceptibilidad a céancer de tiroides (p=0,005). EI GSTT1 no tiene una relacion
significativa (p=0,07). Observando el genotipo nulo de GSTM1y GSTTlen controles
existe un aumento para GSTTlen comparacion con GSTM1 (30% y 20%
respectivamente), en los alelos presente existe un aumento en el genotipo GSTM1len
comparacion con el GSTT1 (80% y 70% respectivamente). Figura 11.
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Tabla 5. Comparacion de casos y control con GSTM1, GSTT1
(p= Chi cuadrado)

GENOTIPO CASOSN% CONTROL N % p OR IC (95%)
N=40 N=40
GSTM1
e NULO 20 (50) 8 (20) 0,005 4 1,483-10,788
e PRESENTE 20 (50) 32 (80)
GSTT1
e NULO 20 (50) 12 (30) 0,07 2 0,932-5,839
e PRESENTE 20 (50) 28 (70)

Figura 11. Controles de los polimorfismos GSTM1y GSTT1

GSTM1 - CONTROLES GSTMT1 - CONTROLES

% @

X 4

T 4
g g
g . B

0 1 o o
0; Alelo nulo:  1; alelo presente 0; Alelo nulo:  1; alelo presente

La asociacion de GSTM1, GSTT1 con toda la poblacion se observé con la prueba
de U de Mann-Whitney donde la presencia del genotipo GSTM1present6 una diferencia

estadisticamente significativo (P=0,005). Para el alelo presente. Tabla 6.

Tabla 6. GSTM1, GSTT1 con casos Yy controles. (p= U de Mann-Whitney)

POLIMORFISMO n MEDIA p
GSTM1
e NULO 28 31,93 0,005
e PRESENTE 52 45,12
GSTT1
¢ NULO 32 35,5 0,070
e PRESENTE 48 43,83
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La comparacion de los factores predisponentes; como el género,
tabaquismo y alcohol con el GSTM1. (Tabla 7), no tienen una relacion

significativa, y tampoco una relacién con el GSTT1: (Tabla 8).

Tabla 7. Asociacién del polimorfismo GSTM1con los factores de riego
(p= Chi cuadrado)

POLIMORFISMO

DE GSTM1
FACTORES DE RIESGO NULO PRESENTE p OR IC (95)
GENERO
e HOMBRES 4 12 0,348 0,556 0,161-1,919
e MUJERES 24 40
TABAQUISMO
e FUMADORES 23 36 0,387 0,602 0,189-1,914
e NOFUMADORES 5 13
ALCOHOL
e SITOMA 11 17 0,132 0,485 0,188-1,250
e NOTOMA 28 21
Tabla 8. Asociacion del polimorfismo GSTT1con factores de riesgo
(p= Chi cuadrado)
POLIMORFISMO
DE GSTT1
FACTORES DE RIESGO NULO PRESENTE p OR IC (95)
GENERO
e HOMBRES 4 7 0,138 2,292 0,754-6,968
e MUJERES 23 41
TABAQUISMO
e FUMADORES 26 33 0,419 0,635 0,210-1,919
e NOFUMADORES 6 12
ALCOHOL
e SITOMA 17 38 0,576 0,772 0,311-1,917
e NOTOMA 15 24

3. ANALISIS DEL SNP rs4658973

Para el estudios del SNP rs4658973 se tom0 a toda la poblacion del cual el 60%
tenian el alelo G y el 40% era para el alelo T y el heterocigoto G/T esta asociacion se

toma ya que el alelo frecuente generalmente es el de riego. Tabla 9
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Tabla 9. Frecuencia de toda la poblacién en estudio

GENOTIPO ALELO FRECUENCIA %
rs4658973 GG 48 60
GT/TT 32 40

Al amplificar el polimorfismo rs4658973 de las 80 muestras y luego
digerirlas con enzima de restriccion se obtuvieron 3 alelos (tabla 10) donde el

alelo G presenta un67% en controles.

Tabla 10 alelos del polimorfismo rs4658973 en casos y controles

rs4658973 CASOS N % (N=40) CONTROL N % (N=40)
- Go 21 (52.5) 27 (67.5)
e GTAT 19 (47.5) 13 (32,5)

La comparacion de los factores de riego y la pruebas de U de Mann-
Whtiney con el SNP rs4658973 no dieron un valor significativo: Tabla 11.

Tabla 11. Asociacion del rs4658973 con los factores de riesgo

(p?= Chi cuadrado) (p° = U de Mann-Whtiney)

POLIMORFISMO

rs4658973
GG GT/TT p? OR IC (95)
e CASOS 21 19 0,171 0,532 0,218-1,318
e CONTROL 27 13
GENERO
e HOMBRES 10 6 0,819 1,140 0,369-3,524
e MUJERES 38 25
TABAQUISMO
e FUMADORES 36 8 0,679 0,799 0,275-2,321
e NOFUMADORES 16 23
ALCOHOL
e SITOMA 23 16 0,890 0,938 0,377-2,332
e NOTOMA 23 15

b

p
0,174

0,821

0,681

0,890
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Para la frecuencia alélica del rs4658973 se tuvo mayor porcentaje en
controles con un 82%. Tabla 12. En la frecuencia genotipica el G/G es el méas
frecuente con un 68 en controles %. Tabla 13

Tabla 12. Frecuencia alélica del rs4658973
FRECUENCIA DE ALELOS rs46589 (n=80)

TODOS | CASOS CONTROL
Alelos p % p % p %
G 78 74 82
T 22 26 18

Tabla 13. Frecuencias genotipicas del rs46589

FRECUENCIA GENOTIPICA rs46589 (n=80)
TODOS | CASOS CONTROL
Genotipo p % p % p %
G/G 6 52 68
GIT 36 42 3
T/T 4 5 2

En el test del equilibrio de Hardy-Weinberg se observo una diferencia entre toda
la poblacion y los casos frente a los controles mostrado en la tabla 14. Seguidamente, se
analizé la posible asociacion del polimorfismo con la susceptibilidad al cancer de
tiroides siguiendo un modelo de herencia codominante. Asi, se utilizé6 como referencia el
genotipo homocigoto para el alelo mas frecuente ya que, biolégicamente, se supone que,
en caso de asociacion, el alelo menos frecuente seria el de riesgo. En la tabla 15 se
muestran las frecuencias genotipicas y los valores de OR para cada polimorfismo en la
poblacién de controles y pacientes con cancer de tiroides. Hay que indicar que los
valores de odds ratio son ajustados al género, alcohol, tabaco y tipo de cancer. No se

encontrd un valor significativo para el modelo de codominancia.

Tabla 14. Equilibrio de Hardy-Weinberg del rs46589

Test de equilibrio de Hardy-Weinberg rs46589 (n=80)
p
TODOS 0.75
CASOS 0.7
CONTROL 1
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Tabla 15. Asociacién del rs46589 con caso y controles ajustados a los
factores de riesgo, con modelo, codominantes, dominantes y recesivos

RS46589 asociacion con la respuesta CASOS Y CONTROLES

Modelo Genotipo CASOS CONTROL OR (95% CI) p
Codominante G/G 19 (51.4%) 27 (67.5%) 1.00 0.77
GIT 17 (46%) 12 (30%) 0.53(0.10-2.98)
TIT 1 (2.7%) 1 (2.5%) 0.64 (0.00-167.94)
Dominante G/G 19 (51.4%) 27 (67.5%) 1.00 0.47
GIT-TIT 18 (48.6%) 13 (32.5%) 0.54 (0.10-2.92)
Recesivo G/G-GIT 36 (97.3%) 39 (97.5%) 1.00 0.95
TIT 1(2.7%) 1 (2.5%) 0.83 (0.00-230.66)
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VII. DISCUSION.

En este estudio se analizaron, 80 individuos entre mujeres y varones, los cuales se
dividieron en dos grupos, casos y controles. Para este trabajo se tomaron en cuenta los
factores de riego de susceptibilidad al padecer cancer de tiroides papilar o folicular estos
factores fueron: el género, consumo de tabaco, consumo de alcohol y el diagnéstico de
los pacientes con sintomatologia carcinogénica papilar o folicular. Los estudios de Baida
y Akdi, sugieren que estos factores pueden ser predisponentes para tener cancer de
tiroides, aunque otros estudios indican que la radiacién es el factor mas estudiado y
mejor establecido para determinar el cancer de tiroides (Kazakov et al., 1992; Inskip,
2001); teniendo en cuenta los factores de riesgo, se analiz6 a todos los individuos que
firmaron el consentimiento informado con dos polimorfismos de la GSTM1 y GSTT1,
también el SNP rs4658973 para poder encontrar un marcador de susceptibilidad al

cancer de tiroides papilar o folicular.

El cancer de tiroides representa el 2% en toda la poblacion mundial (WHO, 1993)
pero en la actualidad algunos paises han llegado a quintuplicar el nimero de casos (NCI,
2013). Siendo tres veces mas frecuente en mujeres que en hombres (Grebe y Hay, 1995).
Los resultados encontrados en el estudio, presenta un 80% de predisposicion al cancer
de tiroides en mujeres y un 20% en hombre teniendo una relacién 4:1, descrito en
literatura sobre el predominio del género femenino sobre el masculino (Laxman y
Crawford, 2002; Preston-Martin et al., 2003; Blanco et al., 2005), en Bolivia el cancer
de tiroides se ubica en el treceavo lugar siendo mas frecuente en mujeres segin los datos
del Globocan 2012 y teniendo en cuenta que los valores del Globocan son estimados

para la poblacién boliviana.

El tabaco se considera como el principal factor de riesgo al cancer en general, en el
caso del cancer de tiroides los fumadores tiene un 40% menos riesgo de padecer cancer,
frente a los que no fuman (Rossing et al., 2000; Negri et al., 2002; Mack et al., 2003). En

los resultados de la tabla 3 no existe una diferencia significativa entre los fumadores y
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no fumadores tanto en casos y controles. En el consumo de alcohol no se han encontrado
relacion con el cancer de tiroides (Baida et al., 2008), en el estudio tampoco se encontrd
una diferencia significativa indicando que los factores de riego de tabaco y alcohol no

influyen en la poblacion en estudio.

El diagndstico de cancer presento 22,5% con cancer folicular y 55% en céancer
papilar, indicando una mayor prevalencia de cancer papilar, en bibliografia indica que la
mayor prevalencia de cancer de tiroides papilar se da en paciente que han sido expuestos
a radiacion en la nifiez (Williams, 2002), el céancer folicular se da por déficit del
consumo de yodo (Harach et al., 2002), los estudios del Brasil por Morari indican una
mayor cantidad de pacientes con cancer pailar que folicular, 50 y 17 respectivamente.

La glutatién s-transferasa humana, detoxifica compuestos contaminantes, como los
carcindgenos y los mutagenos por conjugacion con glutation. También, juegan un papel
en la proteccion de tejidos contra especies reactivas de oxigeno (ROS) (Hayes JD.,
1995) e hidroperoxidos lipidicos durante el estrés oxidativo (Hurst R., 1998). Los
estudios del Brasil (Morari, 2002) indican que los GSTM1 y GSTT1 estan involucrados
en el cancer de tiroides, sin indicar la prevalencia de alelo nulo o presente. También se
encontraron estudios en Bolivia (Tirado, et al, 2012), sobre el riesgo mutagénico en
agricultores bolivianos expuestos a pesticidas; utilizando los polimorfismos GSTM1 y
GSTT1, dando a conocer que la desintoxicaciéon de tales compuestos dafinos ocurre
generalmente por la via dos, donde estan involucrados la enzimas GSTs. Por esta razon
se toma a las enzimas de la fase Il como potenciales enzimas de desintoxicacion ya que
estas estan involucradas en la reparacion celular y pueden producir una mutacién para la

susceptibilidad a cancer.

Al no encontrar estudios recientes de las enzimas GSTM1y GSTT1 con el cancer de
tiroides, se analiz0 las frecuencia del polimorfismo nulo y presente del GSTM1 y
GSTT1 en la poblacién de estudio, indican un 65% de alelo presente y un 35% de alelo

nulo para el GSTML1, el GSTT1 presento el 60% de alelo presente y un 40% del alelo
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nulo, estos resultados indican mayor predominio del alelo presente de GSTM1 en la

poblacion de estudio.

Los grupos de casos y controles fueron comparados con los GSTM1 y GSTT1,
dandonos los valores estadisticos de ¥*y OR con un IC del 95% (1,483-10,788), el alelo
presente del GSTM1 dio un valor estadisticamente significativo de un (p=0,005),

indicando que entre los sujetos con predisposicion a la susceptibilidad al cancer de
tiroides la probabilidad de encontrar el alelo nulo o ausente es 4 veces mayor que la de
encontrar el alelo presente. La prueba de U de Mann-whitney dio un valor (p=0,005)
rechazando la hipétesis nula, para le polimorfismo de la GSTM1, mostrando mayor

probabilidad de ser predisponente al cancer de tiroides.

Los factores de riego que se compararon con los polimorfismos de la glutation s-
transferasa, no tuvieron valor significativo dandonos a entender no estan relacionados

con la inactivacion de las enzimas y con la susceptibilidad a padecer cancer de tiroides.

Para el estudio del SNP rs4658973 la frecuencia del alelos G dio un valor del
60% y se toma al alelo mutado como el menos frecuente (T) junto con el heterocigoto
(G/T) dando un valor de 40%.

En la comparacion con los casos y controles el alelo G se presentdé con mayor
frecuencia en los controles (67,5%) y una menor en la unién del alelo T y el
heterocigoto G/T con un 32,5% mostrando mayor predisposicion a que el alelo G esté
involucrado en la proteccion al cancer de tiroides. Los factores de riego no mostraron un

valor significativo con los estadisticos de y* , OR y la prueba de U de Mann-Whtiney.

Las frecuencias alélicas y genotipicas dieron un aumento del alelo G en los
controles y una frecuencia muy baja para el alelo mutado T, estos datos no concuerdan
con estudios realizados en la poblacion espafiola, dando una frecuencia de (G=0,48 y
T=0,52), dandoles que la asignacion del alelo variante es practicamente arbitraria y, por
lo tanto la asignacion del alelo G o T como variante, dara lugar a un efecto protector o

36



UNIVERSIDAD MAYOR DE SAN ANDRES
SUSCEPTIBILIDAD GENETICA AL CANCER DE TIROIDES

de riesgo respectivamente (Baida et al., 2008; Akdi., et al 2010). Para el analisis del
equilibrio de Hardy-Weinberg en los controles no existe una alteracion génica y se
mantienen estables, esto es diferente en los casos ya que en ellos no se mantienen las
frecuencias génicas y que después de alcanzar una generacién etas frecuencias se
alteraron. Cuando se relacion6 el SNP con casos y controles asociados a los factores de
riego con un modelo dominante G/T-T/T tenia un OR=0.54 (0.10-2.92) y en el modelo
recesivo T/T con un OR 0.83 (0.00-230.66) lo que indicaria que el cambio del alelo G al
T daria una mayor probabilidad de ser susceptible a padecer cancer de tiroides papilar o

folicular.

Como una explicacion favorable para la asociacion entre el polimorfismo del gen
WDR3 con la susceptibilidad se ha informado de la regulacion del gen en diferentes
lineas celulares de cancer de tiroides lo que sugiere su posible implicacion en desarrollar
tumores en la tiroides (Akdi., et al 2010). Esto estaria de acuerdo con los estudios
llevados en lineas celulares de cancer de mama MCF-7 donde muestra la supresion del
gen WDR3 reduciendo la proliferacion y el tamafio celular lo que indica que WDR3

confiere una ventaja proliferativa en las células cancerosas. (McMahon M, 2010).
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Sy

VIIl. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.

A partir de los resultados presentados y de la discusion de los mismos, se derivan las

siguientes conclusiones:

@ Existe mayor frecuencia en mujer que en hombres que sufren cancer de tiroides
segun los datos de WHO y el NCI

@ La mayoria de los pacientes estudiados presentan cancer de tiroides papilar
siendo la minoria con cancer de tiroides folicular, lo que concuerda con
bibliografia.

< El polimorfismo GSTM1 con el alelo nulo es mas frecuente en casos, lo que
implica su relacion con la susceptibilidad al cancer de tiroides.

& No se encontré valor significante para los factores de riego con los
polimorfismos de GSTM1 y GSTT1

@ La variante G del marcador rs4658973 muestra mayor frecuencias alélicas y
genotipicas en controles, lo que indicaria una proteccion al céncer de tiroides
ademas de que podria estar implicado en procesos de regulacion génica y en la
susceptibilidad al cancer de tiroides

% No existe un equilibrio de Hardy-Weinberg en los casos ya que las frecuencias
no son constantes

& La asociacion del rs4658973 con caso y controles ajustada a los factores de riego
no mostro significancia pero un aumenté en el modelo dominante y recesivo
(G/T-T/T; OR= 0.54; 1C95% 0.10-2.92 y T/T con un OR= 0.83 ;1C95%0.00-
230.66 respectivamente).

Nuestro estudio brinda evidencia sobre la importancia del polimorfismo GSTM1 en la
susceptibilidad al cancer de tiroides. El alelo G del rs4658973 pude actuar como
protector debido a las frecuencias alélicas y genotipicas que se encontraron, pero aun no
se pude determinar si es un marcador de susceptibilidad al cancer de tiroides haciéndose

evidente la realizacién de mas estudios en el gen WDR3 y el SNP rs4658973 con un
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analisis de metilacion y observar si existe una sobre expresion de este gen en la etiologia

al cancer de tiroides, segun indican estudios recientes (Giménez EM., et al 2012).

Por todo lo expuesto y presentado en el estudio se sugiere aumentar el tamafio de
muestra y poder hacer estudios de metilacion en el gen WDR3 con un PCR en Tiempo

Real para poder evaluar la susceptibilidad al cancer de tiroides.
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