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RESUMEN

El carcinoma de tiroides es una de las patologias con més frecuencia dentro de la
poblacion ecuatoriana, esta patologia ha ido aumentando a través de los afios. EI cancer
es una enfermedad multifactorial, dentro de esto esta el factor genético podria ser un
factor determinante. Es por esto que en este estudio se busca asociar las variantes
genéticas Ser734Ala 'y Arg1980Trp con el riesgo en el desarrollo y progresion de cancer
bien diferenciado en muestras de pacientes con cancer de tiroides de SOLCA Nucleo de
Quito.

Se realiz6 un ensayo caso- control de 50 pacientes de SOLCA y 50 voluntarios de
poblacién mestiza ecuatoriana, utilizando muestras bioldgicas en parafinas y biopsias de
tumor fresco de tiroides en el caso de pacientes y para el grupo control se utiliz6 sangre
periférica. Se estudid los polimorfismos de los exones 10 y 33 del gen de la tiroglobulina
(Tg) mediante la amplificacion y posterior digestion con enzimas de restriccion. Ademas
se asocia la presencia de las variantes genéticas del gen TG con las caracteristicas
patoldgicas del cancer tiroideo, junto con la modulacion de los factores ambientales

sobre la enfermedad.

Como resultado del estudio se encontré que las proporciones de los genotipos en el
polimorfismo del exén 10 fueron: 9% homocigotos normales (Ser/Ser), 33%
homocigotos variantes (Ala/Ala) y 58% heterocigotos (Ser/Ala). Las proporciones de
los genotipos encontrados en el polimorfismo del exén 33 son: 18% homocigotos
variantes (Arg/Arg) y 82% heterocigotos (Arg/Trp). Los resultados obtenidos a través de
la prueba estadistica de Chi cuadrado, muestran que no existe asociaciéon entre las
variantes genética del gen tiroglobulina con el cancer de tiroides. Entre los factores
ambientales que modulan esta patologia, el sexo y el consumo de alcohol no estan
asociados a la enfermedad, por el contrario la edad y el consumo de tabaco si presentan

asociacion con la incidencia del cancer de tiroides.

Palabras Clave: Cancer de Tiroides, Variantes Geneticas, Tiroglobulina (Tg), genotipo,
asociacion, PCR, RLFP’s



ABSTRACT

Thyroid carcinoma is one of the most frequent diseases within the Ecuadorian
population regarding cancer; and this statistic has been increasing over the years, is
known that cancer is a multifactorial disease, genetic influence is of them. This is why
this study seeks to associate genetic variants Ser734Ala and Argl1980Trp with the
development and progression of cancer well differentiated in patients with cancer of
thyroid in SOLCA Nucleo de Quito.

A trial was conducted for this case-control of 50 patients of SOLCA and 50 volunteers
from Ecuadorian mestizo population, using biological samples in paraffin and biopsies
from fresh tumor of thyroid patients and for the control group used periferical blood, in
order to study the exons 10 and 33 of the gene thyroglobulin (Tg), using amplification
technique and after a digestion with restriction enzymes.

The presence of the genetic variants of the gene TG, with pathologic features of thyroid
cancer is also associated with the modulation of the environment factors of diseases.

The proportions of the genotypes found in exon 10 polymorphism are: 9% normal
homozygotes (Ser/Ser), 33% homozygous variants (Ala/Ala) and 58% heterozygous
(Ser/Ala). The proportions are found in genotypes polymorphism of exon 33 are: 18%
homozygous variants (Arg / Arg) and 82% heterozygotes. The results obtained through
statistical Chi square test show not association between genetic variants of thyroglobulin
gene in thyroid cancer. Among the environmental factors that modulate disease, sex and
alcohol consumption is not associated with the disease, on the contrary age and

consumption of snuff if present association with the incidence of thyroid cancer.

Keywords: Thyroid cancer, genetic variants, thyroglobulin (TG), genotypes,
association, PCR, RFLP’s



INTRODUCCION

El carcinoma de tiroides es una de las patologia con mas frecuencia dentro de la
poblacion ecuatoriana con respecto al cancer y esta estadistica ha ido aumentando a
través de los afios, ya sea por cambios en la actividad humana como la exposicion a
factores ambientales como por la modernizacién de las herramientas en la deteccion de
esta enfermedad en etapas tempranas. Una de estas herramientas es la biologia molecular
cuyo fin es detectar genes que confieran susceptibilidad a enfermedades. Y la ventaja de
proporcionar marcadores moleculares es sumar esfuerzos en el aspecto clinico para un

diagnostico pronto y acertado.

En varios paises se han realizado estudios genéticos relacionados con el cancer de
tiroides, y dichos estudios pueden ser base para estudiar los genes que confieren
susceptibilidad al cancer de tiroides en la poblacion ecuatoriana. La presente
investigacion pretende estudiar dos variantes genéticas del gen Tiroglobulina que
podrian conferir susceptibilidad al desarrollo y progresion de cancer de tiroides en

pacientes diagnosticados de SOLCA nucleo de Quito.

En una primera parte se describen los aspectos tedricos mas relevantes, asi como la
sustentacion de la metodologia. Seguidamente se procede a describir los objetivos de la
investigacion y se describe detalladamente los materiales y métodos utilizados. Y
finalmente se presentan los resultados y su correspondiente analisis, junto con las

conclusiones y recomendaciones a las que se llega con este proyecto.



CAPITULO 1

ANTECEDENTES

1.1. Tema

Asociacion de las variantes genéticas Ser734Ala y Arg1980Trp del gen Tiroglobulina
(TG) con el riesgo y progresion de cancer tiroideo bien diferenciado en muestras de

pacientes diagnosticados de SOLCA Nucleo de Quito

1.2. Hipotesis

1.2.1.Hipotesis alterna

Las variantes genéticas Ser734Ala y Arg1980Trp del gen Tiroglobulina (TG) estan
asociadas con el riesgo en el desarrollo y progresion de cancer tiroideo bien diferenciado

en muestras de pacientes diagnosticados de SOLCA Ndcleo de Quito.

1.2.2. Hipotesis nula

Las variantes genéticas Ser734Ala y Arg1980Trp del gen Tiroglobulina (TG) no estan
asociadas con el riesgo en el desarrollo y progresion de cancer tiroideo bien diferenciado

en muestras de pacientes diagnosticados de SOLCA Ndcleo de Quito.



1.3. Objetivo

1.3.1.General

Asociar las variantes genéticas Ser734Ala y Argl980Trp del gen Tiroglobulina (TG)
con el riesgo en el desarrollo y progresién de céancer tiroideo bien diferenciado en
muestras de pacientes diagnosticados de SOLCA Nucleo de Quito.

1.3.2. Especificos
Determinar las frecuencias genotipicas y alélicas del gen TG en individuos afectados

con cancer tiroideo en pacientes de SOLCA Nucleo de Quito.

Asociar la presencia de las variantes genéticas del gen TG con las caracteristicas

patoldgicas del cancer tiroideo en pacientes de SOLCA Nucleo de Quito.

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

sobre el riesgo de cancer de tiroides asociado a los genotipos.



1.4. Justificacion

Se conoce poco acerca de la etiologia del céncer tiroideo debido a que es una
enfermedad indolente, de buen prondstico, de baja morbi-mortalidad en comparacion
con otros tipos de cancer y considerado de estrecha relacion con el ambiente; es asi que,
factores como la alimentacion en zonas endémicas con deficiencia de yodo puede existir
mayor probabilidad de presentar enfermedades de la glandula tiroidea. La exposicion a
irradiaciones es uno de los factores més determinantes para presentar esta enfermedad,
por ejemplo, desde la catastrofe de Cherndbil en 1986 y los bombardeos atdbmicos sobre
Hiroshima y Nagasaki en 1945, los casos de cancer tiroideo a nivel mundial han
aumentado significativamente segln la International Agency for Research on Cancer,
ademas puede influenciar el factor genético con la presencia de polimorfismos genéticos
que confieren susceptibilidad a una enfermedad (The International Agency for Research

on Cancer, 2013, pag. 2).

Segun el registro nacional de tumores de SOLCA Nucleo de Quito publicado en el 2006,
reporté que en el 2000 hubo 9,09 casos por 100.000 mujeres y en el 2010 subi6 a 17,93
casos por 100.000 mujeres. Y en el proyecto GLOBOCA 2012, realizado por la
Organizaciéon mundial de la salud, estimé que en ese afio, Ecuador presentd una
incidencia de cancer en hombres de 162 por 100.000 habitantes. Lo que ubica al
Ecuador entre los paises con maxima advertencia ya que tiene una alta incidencia de
cancer de tiroides en el mundo (Cueva & Yépez, 2014, pag. 144). Segun el reporte de
IARC-IACR, “Cancer Incidence in five continents Vol IX (2013), las mujeres residentes
en Quito con cancer de tiroides, se ubica en el 8° lugar, entre 70 paises. Y en hombres se

ubicé en el puesto numero 17 de 70 paises.

El interés de estudiar el gen TG como gen candidato, se debe a que es una proteina
altamente organizada que incluye unidades ricas en cisteina y uno de los responsables
del metabolismo de las hormonas tiroideas. Dentro de este gen se estudia las variantes
polimorficas en los exones 10 y 33 ya que podrian estar relacionado con el cancer de
tiroides, debido a su localizacion en exones que corresponden a dominios funcionales de
la proteina, donde si una variacion afecta la funcionalidad, afectaria con ello a la

fisiologia tiroidea (Pérez, 2006, pag. 163).



CAPITULO 2

LA GLANDULA TIROIDES

2.1. Generalidades de la tiroides

La glandula tiroides es una glandula de secrecién interna situada en la
region anterior central del cuello, por delante de la trdquea y por debajo
del cartilago cricoides a la cual se encuentra unida por el tejido fibroso.
En la glandula tiroides se distinguen: una parte media, estrecha y delgada
[lamada istmo, es una ldmina de tejido delgado de aproximadamente 0,5
cm de grosor, 2 cm de ancho y 2 cm de longitud y a la vez dos partes
laterales de gran volumen llamado I6bulos, estos estan adosados a la
traquea y a las partes laterales de la laringe y cada uno de los l6bulos
mide aproximadamente 2 a 2,5 cm de espesor y 4 cm de largo (Rouviére
& Delmas , 2006, pag. 450). “En la persona adulta la glandula tiroides
puede pesar alrededor de 25- 30 gramos y en la cara posterior de los
I6bulos del tiroides, por debajo de ellos normalmente hay dos pares de
glandulas paratiroides” ( Marin M. , 2010, pag. 51).

“La histologia de la glandula tiroides esta compuesta por una elevada cantidad de
foliculos tiroideos cerrados (100 a 300 micrémetros de diametro) rellenos de una
sustancia secretora denominada coloide y revestidos de células epiteliales cubicas
secretoras llamadas tirocitos” (Brandan, Llanos, Rodriguez, & Ruiz Diaz, 2010, pag. 2).
En dichos foliculos se produce la sintesis de las hormonas Triyodotironina (T3) y la
Tiroxina (T4), en tanto que en las células foliculares se sintetiza la hormona calcitonina.
En el material coloide, secretado por los tirocitos se encuentra una glucoproteina

Ilamada Tiroglobulina, que produce parte de la formacion de las hormonas tiroideas.
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Figura 1. Localizacién anatémica de la glandula tiroides

Elaborado por: Merckformaciontiroides, 2014

2.1.1. Hormonas tiroideas

“Entre las funciones que realiza la glandula Tiroides estan la metabolizacion de yodo,
produccién, almacenamiento y segregacion de las hormonas tiroideas (HT), las cuales
son: Tiroxina (T4) y Triyodotironina (T3)” (Rey, 2012, pag. 16).

Esta glandula también secreta la hormona calcitocina, la cual esta
relacionada con el metabolismo de calcio. Estas hormonas son necesarias
para la regulacion del metabolismo basal (metabolismo de la energia) y
asi permiten un correcto desarrollo fetal, el funcionamiento adecuado de
los sistemas cardiovasculares, musculo esquelético y hematopoyético, de
igual manera estd relacionado con respuestas corporales como:
produccion de calor, consumo de oxigeno y regulacion de otros sistemas
hormonales (Guyton, 1983, pag. 150).

Las hormonas tiroideas T3y T4 son producidas por las células epiteliales
tiroideas de la glandula, la funcion de las dos hormonas es
cualitativamente la misma, difiriendo por su rapidez e intensidad de

accion., siendo la T3 cuatro veces méas potente que la T4 pero de corta



accion (Guyton, 1983, pag. 150). La tiroxina es producida por las células
foliculares de la glandula tiroides, como el precursor tiroglobulina, junto
con esta actla la hormona estimulante de la tiroides (TSH) sobre todo en
los procesos que controlan la sintesis y liberacion de la hormona tiroidea,
también actia aumentando la celularidad y vascularizacion de la glandula
(Rey, 2012, pag. 17).

2.1.2.Sintesis y secrecion de hormonas tiroideas

“Para la sintesis de las hormonas tiroideas se requiere elementos fundamentales: primero
un adecuado aporte de yodo exdgeno proveniente de la dieta, el yodo es transformado en
el intestino por hidrdlisis enzimatica en yoduro y se trasporta por el torrente sanguineo
junto con proteinas como la albimina hasta llegar a 6rganos diana” (Rouviére & Delmas
, 2006, pag. 478). El 66% del yoduro circulante es secretado por los rifiones, en tanto el

33% es capturado por la tiroides en forma inorganica.

La TG producida por las celulas foliculares del tiroides que llegan hacia
la membranas apical de la luz folicular en forma de vesiculas se liberan en
el coloides y se forma TG yodada la cual tiene radicales como la
monoyodotirosina (MIT), diyodotirinosina (DIT), y tetrayodotironina o
tiroxina (T4) ytriyodotironina (T3). Para la incorporacion del yodo a los
grupos tirocitos de la TG interviene la tiroperoxidasa (TPO) que es una
proteina unida a la membrana de los tirocitos, ademas es la responsable
del acoplamiento de un MIT y un DIT para obtener T3 y de dos DIT para
obtener T4 (Guyton, 1983, pég. 151).
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Elaborado por: Garavito, Gonzales 2012.

2.1.3.Patologias de la tiroides

“Son multiples las enfermedades de la glandula tiroides y de diversas etiologias,
severidad y tratamiento, en general se producen por una alteracion en la secrecion de
yodo, por ingesta de sustancias bociogenas, defectos congénitos de la sintesis de
hormonas tiroideas, fendbmenos auto inmunitarios y otros méas generales como la
desnutricion” (Brandan, Llanos, Rodriguez, & Ruiz Diaz, Hormonas Tiroideas, 2010,
pag. 3). “La mayoria de estas enfermedades pueden ser causa de una mala funcién,
regulacion o secrecion tiroidea, una secrecion disminuida origina hipotiroidismos y la

secrecion excesiva origina hipertiroidismo” (Rey, 2012, pag. 77)”.

Una de las manifestaciones mas claras en la patologias de la tiroides es el
aumento en el tamafio de la glandula este puede ser generalizado cuando
hay un incremento de toda la glandula como en el bocio o puede haber
un crecimiento localizado en forma de nodulos, el 95% de estos nodulos

son benignos pero pueden derivar en malignidad (Pérez, 2006, pag. 15).

En general se considera que el tratamiento para patologias tiroideas puede ser de dos
tipos quirargico y/o médico, dependiente del diagndstico de la patologia, por ejemplo
casos de hipertiroidismo, hipotiroidismo o nédulos pequefios el tratamiento puede ser
Unicamente médico. Y por otra parte los casos de bocio de gran tamafio o cancer tiroideo

el tratamiento puede ser quirdrgico y/o medico.
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2.2. Céancer de tiroides
2.2.1. Generalidades

De acuerdo con la organizacion mundial de la salud (OMS), se define al cancer como un
proceso de crecimiento y diseminacion incontrolados de células. EI tumor suele invadir
el tejido circundante y puede provocar metastasis en puntos distantes del organismo. El
cancer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial que provoca el deceso
de alrededor de 1.6 millones de personas por afio, esto es el 13% del total de muertes.
“El cancer de tiroides en el Ecuador comparado con los datos mundiales revela que
existe mayor incidencia relativa que el promedio mundial, ubicando al Ecuador en el
primer cuartil en mujeres y en el segundo cuartil en hombres” (Cueva & Yépez, 20009,
pag. 145).

En un estudio realizado desde 1986 al 2005 el Registro Nacional de Tumores afirma:

El numero de casos de cancer ha incrementado de manera significativa,
de 158 a 228.7 por cada 100.000 en hombres y en mujeres de 191.5 a
239.2 por cada 100.000. Esto puede ser resultado de un aumento de la
poblacién desde 1986 al 2005. Las estadisticas en el Ecuador, revelan que
hasta el 2013 hay aproximadamente 200 personas por cada 100 mil
habitantes que tienen diagndstico de cancer anualmente,
aproximadamente son 3000 personas con nuevo diagnostico de cancer en
el pais. (Pag. 56)

“Sobre el cancer de tiroides los datos demuestran que el incremento desde 1986 a 2005
ha sido de 9.2 por 100 mil a 13.4 por 100 mil.” (Cueva & Yépez, Epidemiologba del
cancer en Quito 2006-2010, 2014, pag. 57)

El cancer de tiroides es una patologia en la que se forman células cancerosas en los
tejidos de la glandula tiroidea el mismo que se pronostica en base al tipo de células que
lo constituyen; teniendo asi tres variedades principales (tumores epiteliales, tumores no
epiteliales, y de otro origen) no obstante, en el manejo clinico de pacientes, se divide
generalmente por categorias bien diferenciado, indiferenciado y medular (National
Cancer Institute , 2013).



2.2.2. Céancer diferenciado

La mayoria de los canceres de tiroides son diferenciados. En estos canceres, las células
se parecen mucho al tejido normal de la tiroides cuando se observa en un microscopio.
Estos canceres se originan de las células foliculares tiroideas y son cancer folicular y

cancer papilar.
2.2.2.1. Cancer folicular

“El carcinoma folicular, es el segundo con mayor frecuencia de los tipos de cancer de
tiroides; representa el 5.1% de todos los tipos de cancer de Tiroides” (Cueva & Yépez,
2009, pag. 146). “Tambien se caracteriza por manifestarse mayormente en las mujeres,
especialmente en aquellas cuya edad promedio oscila entre los 40 a 45 afios de edad y en
hombres aproximadamente a los 65 afios” (Cueva & Yépez, 2009, pag. 146). Ademas es
maés frecuente en zonas con pobre consumo de yodo en la alimentacion, tiene un buen
pronostico de supervivencia y tiene el mismo tratamiento que el cancer papilar. “El
cancer de estirpe folicular, a diferencia del papilar, tiene mayor tendencia a propagarse
hacia el torrente sanguineo y desde ahi a pulmones, huesos y ganglios linfaticos”
(Moretti, 2000, pag. 519).

Dentro del cancer folicular encontramos al carcinoma de células de Hurtle, una variedad
aln mas agresiva y que tiene mas frecuencia en hacer metastasis temprana y con un
tratamiento mas complicado que el folicular, esto se debe a que es menos probable que
absorba el yodo radiactivo, el cual se usa tanto para el tratamiento como para el

seguimiento.

“La base molecular del cancer folicular todavia no estd bien establecida, aunque se
piensa que es radicado por adenomas foliculares, al contrario de los carcinomas
papilares que surgiran de Novo” (Chiganer & Ghersevich, 2011, pag. 149). “Sin
embargo estudios han demostrado mutaciones en protooncogenes N-RAS y k-RAS, a
nivel cromosémico, genes fusionados por translocacion (2g:3p) (13:25), que alteran la
funcién de genes como PAX8/PPAR” (OMIM, 2014).



2.2.2.2. Céncer papilar

“Es el carcinoma mas frecuente, representa el 83.2% de todos los cancer de tiroides de
Quito” (Cueva & Yépez, 2009, pdg. 146). La edad promedio de ocurrencia esta entre los
45 afios y son mas frecuentes en mujeres que en hombres. Generalmente este tipo de
cancer crece de un solo I6bulo de la glandula, suele tener un crecimiento lento y pueden
migrar hacia los ganglios linfaticos. Sin embargo, este carcinoma es de buen pronostico,
ya que su tasa de mortalidad es baja y su prondstico de sobrevida y calidad de vida es

bueno.

Estudios moleculares sobre el cancer papilar han encontrado relacion
entre alteraciones genéticas: reordenamiento de los genes RET/PTC,
(RET/PTC1, RET/PTC3), mutacion puntuales en el gen RAS o expresion
de Novo de algunos oncogenes o factores de crecimiento como BRAF,
TRK (The National Center for Biotechnology, 2014).

2.2.3. Factores de riesgo en el Cancer de Tiroides

Para que exista un proceso de oncogénesis estan involucrados factores genéticos y una
serie de eventos ambientales que alteran el correcto funcionamiento de proliferacion y
diferenciacion celular. Un factor de riesgo es cualquier causa que afecte las
probabilidades de que una persona padezca una patologia. Teniendo en cuenta la

combinacion de estos factores se pueden considerar los siguientes:
2.2.3.1. Radiacion

“En la antigliedad todas las afecciones malignas de cabeza y cuello eran tratados con
radiacion ionizante, de ahi que se ha demostrado que en pacientes expuestos a radiacion
antes de los 20 afios presentan una alta incidencia en cancer de tiroides” (Ron & Modan ,
1982, pag. 837). Ademes se conoce que el riesgo de malignidad de nédulo tiroideo en
poblacién general puede ser del 5-10% y en poblacion con historial de irradiacion se

multiplica hasta 4 veces.

Varios estudios han demostrado un riesgo, debido a las precipitaciones

radiactivas de armas nucleares o accidentes en plantas nucleares por
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ejemplo, después del accidente de Chernobyl en 1986, se observo un
incremento de la incidencia en cancer de tiroides de 1/106 a 100/106 en

nifios expuestos (Gonzéales & Mosso, 2007, pag. 88).
2.2.3.2.  Consumo de yodo

Las areas endémicas de bocio son aquellas que tienen un déficit de yodo exdgeno, es
decir por el aporte en la alimentacion y esto se lo ha relacionado con cancer de tiroides
debido a que la ingesta muy alta 0 muy baja de yodo podria incrementar esta patologia.
Cuando hay una carencia de yodo sérico esta relacionado con el cancer de tipo folicular
(CFT) asociado a la hiperestimulacion de TSH, y cuando existe altas cantidades de yodo
sérico esta relacionado con cancer de tipo Papilar (CPT), produciendo un bloqueo en la

captacion de yodo por la tiroides y provocando hiperproduccion de TSH.
2.2.3.3. Sustancias quimicas

El uso de sustancias quimicas en muchas de las actividades humanas, pueden generan
una gran contaminacion con productos carcinogénicos, e incluso producir dafio tiroideo
directo, por ejemplo, en la agricultura el uso de arsénico, benceno y componentes de
pesticidas son responsables de un 80 — 90% de los casos de cancer.

2.2.3.4. Factores genéticos

“Es aceptado el historial familiar como segundo riesgo mas conocido para desarrollar
una enfermedad. EI factor genético representa el 25% de los casos en el carcinoma
medular, siendo este el tipo menos frecuente de cancer de tiroides” (SEOM, 2008, pag.
1). Ademé&s se ha estudiado la relacion de este tipo de cancer con una mutacion
especifica en el protoncogén RET. Sin embargo siendo el cancer medular muy diferente
a tumores bien diferenciados de tiroides (papilar y folicular) se podria decir que son
otros los factores genéticos que regulan la predisposicion a la aparicion y

comportamiento.

“Alrededor del 5% de las personas que presentan cancer papilar y el 20- 25% de los que
presentan cancer medular tienen un familiar que lo ha padecido” (Pérez, 2006, pag. 21).

“El carcinoma papilar puede ser también una manifestacion de varios sindromes
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hereditarios como son el sindrome de Gardner o la enfermedad de Cowden” (SEOM,

2008, pag. 2).

2.2.3.5. Factores hormonales

El funcionamiento normal de la glandula tiroidea esta mediado por una interaccion entre

hormonas y factores de crecimiento; si existe un desequilibrio hay un mayor riesgo de

presentar una tumorigénesis tiroidea. Un estudio a nivel mundial realizado por National

Cancer Institute (2005) muestran datos a favor de un mecanismo hormonal:

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 masculino-
femenino puede variar mucho en diferentes regiones (desde 1,2: 1 a
mas de 4: 1), aunque siempre a favor de las mujeres.

Luego de la menopausia se reduce la diferencia en incidencia entre
sexos a 1,5:1 (mujer/hombre).

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

Los niveles hormonales de TSH: cuando existen niveles elevados de
TSH que provocan una hiperestimulacién crénica del tiroides dan
como resultado un aumento en el tamafio del tejido debido al
incremento en la cantidad de células. Esta estimulacion puede generar
clones de células foliculares alteradas con un mecanismo defectuoso
de reparacion del ADN. Lo que generaria que estas células deriven en
una neoplasias

Hormonas Sexuales: Se sabe que el estrégeno eleva los niveles séricos
de la tiroglobulina fijadora de tiroxina ( TBG, thyroxine binding
globulines) lo que a su vez eleva los niveles de T4, asi que las mujeres
tienen niveles de TBG en el 10 y 20% mayores que los de los
hombres y aumentan hasta el 50 % durante el embarazo, con un
aumento equivalente de la TSH, las elevaciones estrégenos mensuales

y durante los embarazos, inducen las elevaciones de TSH que
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estimulan el tiroides y favorecen a la larga sus afecciones (Gonzéles
G. F., 1999, pag. 19).

2.2.3.6.  Ingesta de tabaco y alcohol

El alcohol ejerce una estimulacion directa sobre la hipofisis para producir TSH y es uno
de los efectos que pudiera explicar su modulacion en la tumorigénesis tiroidea: en este
caso se considera como un factor de riesgo, aunque el habito de fumar como el consumo
de alcohol tienen un efecto anti-estrogeno que disminuye los niveles de estrogenos lo
que genera un efecto protector. Segun el estudio de Preston-Martin (2013) el habito de

fumar reduce un 40% el riesgo de cancer de tiroides.
2.2.3.7. Afecciones benignas previas

Existen patologias hereditarias que se han asociado a diferentes tipos de cancer de
tiroides, relacionados con predisposicion familiar. Aun asi, la mayoria de las personas
que padecen céncer de tiroides no presentan esta condicion con antecedentes familiar de
la enfermedad. Una anormalidad preexistente en la tiroides puede conducir a la
transformacion de una lesion benigna, o de bajo grado de malignidad, en una lesion

maligna o de alto grado de malignidad.

El cancer medular tiroideo resulta como consecuencia de heredar un gen anormal y en
estos casos se conoce como carcinoma medular de tiroides familiar y en combinacion
con tumores de otras glandulas endocrinas se conoce como neoplasia endocrina maltiple
tipo 2 (MEN 2).

2.2.4. Factores pronostico

Existen algunos criterios para determinar los factores prondsticos en una patologia como
el cancer de tiroides bien diferenciado, el mas aceptado en la actualidad es el (AMES,
por sus siglas en ingles), estos son edad, metastasis, diseminacion y tamafio. Uno de los
factores mas importaste podria serla edad, y el género ya que esta enfermedad se

presenta con mayor frecuencia en mujeres mayores de 45 afios. Sin embargo otros
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factores para la evaluacion del paciente es el tipo histologico del carcinoma que puede
influir directamente con el prondstico y la recuperacion después del tratamiento.

Dentro de los criterios se encuentra el factor de alimentacion, evaluando si existe la
ingesta de yodo en la alimentaciéon y junto a este factor otras caracteristicas ambientales
de los pacientes como la exposicion de radiacion en alguna época de su vida, la
exposicion prolongada a sustancias quimicas y habitos de consumo de alcohol o de
tabaco.

2.3. Marcadores de susceptibilidad

En los procesos de sintesis y secrecién hormonal de tiroides se realiza el
estudio del gen TG, siendo la proteina méas expresada en la glandula
tiroidea, por su funcion en la sintesis y almacenamiento de hormonas
tiroideas (T4, T3) y yodo. Con lo cual, si existe una alteracion en este gen
afectaria directamente la fisiologia de la tiroides y se convierte en un
importante factor de riesgo para el desarrollo del carcinoma tiroideo
(Matakidou A, 2004). Se han identificado 14 polimorfismos de nucleétido
simple (SNP’s) en el gen TG que tienen una asociacién significativa con
la tiroiditis autoinmune (Ban Y. G., 2003, pag. 15119), lo que sugiere que
el gen TG se perfile como un marcador de susceptibilidad para patologias

de la glandula tiroidea.

Si existe un polimorfismo o la combinacion de varios polimorfismos conocidos como
haplotipos, estarian asociados a un cambio en el comportamiento de la enfermedad,
pudiendo modificar el riesgo de esta enfermedad, incluso la evolucion y la respuesta
sobre el tratamiento, asi estos polimorfismos pueden actuar como marcadores de
susceptibilidad. En la seleccion de las variantes genéticas del gen TG, se tomd como
referencia un estudio realizado por Pérez (2006), donde se evaluaron y asociaron
deferentes polimorfismos para diferentes genes de la glandula tiroidea en la poblacién
espanola, el interés es conocer si los polimorfismos SER734ALA y ARG1980TRP, que

se asociaron a la ocurrencia de la enfermedad en poblacion espafiola, presentan dicha
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influencia en poblacion ecuatoriana y, en base a esto, pueden servir como marcadores de

susceptibilidad para progresion y desarrollo del cancer tiroideo bien diferenciado.
2.3.1. Genes Relacionados con la sintesis de hormonas

El estudio genético de los procesos celulares, de sintesis y de fisiologia de las hormonas
tiroideas, a la par de las herramientas moleculares permiten obtener mayor informacion
y resultados méas confiables sobre el mecanismo de enfermedades. La tiroglobulina
(TG), la tiroperoxidasa (TPO), el receptor de la TH (TSHR), o las proteinas acopladas a
los receptores, junto con el transportador de yodo dependiente de sodio (NIS), son las
moléculas implicadas en la hisiologia de la tiroides.

La relevancia que existe en conocer los genes que modulan la actividad fisiologica de la
glandula tiroides es debido a que los desequilibrios hormonales son uno de los los
principales factores que desencadenan una enfermedad del tiroides, por lo cual todos los
genes que codifican proteinas para la sintesis y regulacion hormonal, puedrian conferir

suceptibilidad a presentar cancer de tiroides.

Proteinas especificas del tiroides

Biosintesis

Coloide

Membrana
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Memb basal
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Figura 3. TH, NIS, TPO y TSHR, que participan en la biosintesis y secresion de las hormonas tiroideas
T3y T4

Elaborado por: Kopp, 2001.

15




2.3.2. Gen Tiroglobulina (TG)

“La TG es la proteina méas expresada en la glandula tiroides, y funciona como armazon
para la hormogénesis, almacenamiento de hormonas y yodo” (Matakidou A, 2004, pag.
369).

El gen humano TG fue mapeado en 1985 es el estudio de Baas F, et al a traves de
técnicas de hibridacion in situ y analisis de trasferencia Southern de hibridos en células
somaticas, y ubicé a este gen en el brazo largo del cromosoma 8 y regionalmente en la
banda g24, ademéas se muestra que el gen TG se encuentra distal de c-myc, hacia el
telémero del brazo largo del cromosoma 8. En los Gltimos afios se ha completado la
organizacion estructural del gen TG humano por sondas de Reverse Transcriptase (RT-

PCR) y secuenciacion.

Esquema del cromosoma 8.
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Figura 4. Gen TG localizado en la region 8924

Elaborado por: GeneCard, 2014.

El gen TG codifica para una glicoproteina de alto peso molecular, 660
KDa, conformada por 5496 aminoacidos y estructurada en dos
subunidades de 300 KDa con un 10% de azucares y 1% de Yodo (OMIM,
2014). Esta proteina se sintetiza exclusivamente en el tirocito, a nivel del
reticulo endoplasmico y se glicosila en el aparato de Golgi de la célula
folicular, constituyendo casi la totalidad del coloide tiroides. Una vez que
se ha formado, se localiza en la interfase célula-coloide en donde se
produce la yodacion y posteriormente, el acoplamiento de las yodotininas
utiles en la sintesis de las hormonas tiroideas, para luego depositarse en el
coloide (Satiesteban , 2006, pag. 3).
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“Se han identificado 14 SNP’s en el gen TG, y més especificamente un grupo de SNP’s,

en el exdn 10, 12 y 33, que tienen asociacion significativa con la tiroiditis autoinmune”
(Ban Y. G., 2003, pag. 15120). Estos SNP’s se pueden utilizar para el estudio de los

errores innatos en la sintesis de TG y como marcadores de susceptibilidad a

enfermedades como el cancer.

Tabla 1. 14 SNP’s del Gen Tiroglobulina (TG)

Marker Allele SNP Nucleotide  Amino acid Amino acid
name location position position substitution
E10SNP24  T/G Exon 10 2200 734 Ser/Ala
E10SNP158 T/C Exon 10 2334 778 Pro/Pro
E12SNP AlG Exon 12 3082 1027 Met/Val
E18SNP-20 T/T Intron 17 _ _ _
E18SNP88  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 CIT Exon 33 5995 1980 Arg/TRP
E34SNP 33 A/G Intron 34 - - -
E34SNP 73 G/A Intron 34 - - -
E43SNP4 CIT Exon 43 7408 2469 Leu/Leu
E43SNP97 T/C Exon 43 7501 2500 Arg/Trp
E46SNP CIT Exon46 7920 2621 Tyr/Tyr

Nota: Ban, Yang 2003.

17



2.3.2.1. Polimorfismo Ser 734 Ala

“Este polimorfismo se ubica en el exdn 10 de lagen TG, designado TG_E10SNP24,
que consiste en un cambio de una T por una G en el nucleétido 2200 y dando como
resultado ya sea un Ser o Ala en el residuo 734 (S734A)” (OMIM, 2014).

“El exon 10 podria estar relacionado con los sitios hormogénicos y su funcionalidad
seria ser aceptor de yodotirosina y dador de yodofenoxil” (Moya , Mendive, Rivolta,
Vassart, & Targovnik, 2000, pag. 789). “Ademas el exdn 10 participa en la codificacion
de las unidades repetitivas ricas en cisteina y se ha sugerido que el dominio de TG
responsable de su unién a la membrana se localiza en el exén 10” (Mendive , Rivolta,
Moya, Vassart, & Targovnik, 2001, pag. 485). Con lo cual, los cambios en el exon

darian como resultado una baja afinidad por su receptor.
2.3.2.2. Polimorfismo Arg 1980 Trp

“La identificacion de un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) en el exon 33,
designado TG_E33SNP, consiste de un cambio de una C por una T en el nucledtido
5995 del ARNm, lo que resultaria en Arg o Trp. Esta sustitucion de aminoécidos en el
gen TG, podria predisponer a patologias del tiroides.” (OMIM, 2014, pag. 1).

“El ex6n 33 fue considerado de interés debido a que sintetiza repeticiones ricas en
cisteina las que permiten la correcta estructura terciaria y el plegamiento de las
proteinas, facilitando el transporte intracelular” (Collins, y otros, 2004, pag. 6337). “En
conclusion si existe un cambio de un aminoacido hidrofilico como la arginina por un
hidrofébico como el triptéfano podria alterar la estructura terciaria y por consiguiente la
formacion de la proteina” (Ban Y. G., 2003, pag. 15120) y debido a este cambio
estructural de la proteina, su trasporte hasta el sitio de yodacion no se podria realizar y

ocasionaria deficiencias hormonales.
2.4.  Técnicas moleculares para deteccion de marcadores de susceptibilidad

Los polimorfismos representan la fuente de variacion mas abundante en el
genoma humano, dando las diferencias interindividuales y hereditarias de

cada individuo. La identificacion de polimorfismos asociados a
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enfermedades comunes podria generar informacion precisa y preventiva,
obteniendo diagnosticos tempranos y herramientas para mejorar el
tratamiento de este tipo de patologias; resultados conseguidos a través de
estudios de asociacion de genes candidatos y los polimorfismos dentro de
ellos (Suh & Vijg, 2005, pag. 45).

Existen en la actualidad numerosas técnicas para el estudio de variaciones
genéticas, poblacionales que permiten explicar patrones mediante
marcadores moleculares, estos son segmentos de ADN con o sin funcion
conocida gque proporcionan informacion sobre variacion. Algunas de ellas
son aplicables a todo tipo de muestras bioldgicas, mientras que otras son
especificas para cada uno de los materiales de partida (Lopez-Duran ,
Campo-Trapero , Cano-Sanchez , Diez-Pérez , & Bascones-Martinez ,
2010, pag. 2).

Para el uso de las técnicas de deteccion de marcadores de susceptibilidad, es necesario
empezar con la obtencion de material genético ya sea ADN, ARN, entre otros, para esto
se utiliza las diferentes técnicas de extraccion de &cidos nucledtidos, utilizando Kits
comerciales o extraccion manual. Posteriormente se utiliza técnicas como la PCR que es
muy utilizada dentro de los procedimientos de deteccion de marcadores de
susceptibilidad, junto con otros como PCR-RFLP’s, membranas de poliacrilamida o
incluso mas sensibles como secuenciacion y con los afios estas técnicas irdn haciendose

mas sensibles a la deteccion de variaciones genéticas.

2.4.1. Extraccion y cuantificacion

2.4.1.1. Extraccién de acidos nucleicos

La extraccion y purificacion de acidos nucleicos constituye la primera etapa en la
mayoria de los estudios de biologia molecular y de todas las técnicas de recombinacion
de ADN. Los protocolos de extraccién permiten obtener el ADN a partir de diversas
fuentes como: sangre, tejidos, muestras de saliva, como material de partida para

diferentes herramientas moleculares.

19



Para hacer méas rapida y eficiente la extraccion de acidos nucleicos se utiliza un kit de
extraccion comercial Pure link Genomic DNA Kits. Este protocolo se basa en el
atrapamiento de ADN en una membrana y la materia organica es desechada. El Kit

provee de todos los reactivos necesarios para la extraccion.
2.4.1.2. Cuantificacion de acidos nucleicos

Para garantizar buenos resultados en técnica moleculares posteriores a la extraccion es
necesario una cuantificacion precisa del ADN molde. Es asi que co una poca cantidad de
ADN utilizada en reacciones como la de secuenciacion o la de PCR se produce datos de
secuencias con baja sefial, ruido de fondo, errores y ambigtiedades, por otro lado exceso
de DNA molde también puede producir efectos similares. Es por ello que la
cuantificacion de la muestra es un paso previo muy importante para realizar cualquier

técnica molecular.

La cuantificacion tiene que realizarse cuantitativamente vy
cualitativamente para evaluar la cantidad de ADN extraido y a la vez la
calidad del mismo, ya que podria estar degradada por un mal manejo en
su almacenamiento o manipulacion. ElI método cuantitativo puede
realizarse mediante la medida de la absorbancia a 260nm en un
espectrofotdmetro, sin embargo en la actualidad se cuenta con el equipo
espectrofotometro Thermo Scientific NanoDrop 2000 que puede realizar
la lectura de concentracion y pureza u automatizado en 15 segundos
(Thermo Scientific, 2014).

El método cualitativo confirma la cuantificacion y la calidad de ADN
mediante electroforesis en gel de agarosa y comparado con un marcador
de concentracion conocida. Mediante la electroforesis podremos detectar
otros posibles problemas presentes en las muestras, como la presencia de
mas de un amplificado en el caso de fragmentos de PCR o la deteccion de
dimeros de los oligos utilizados en la amplificacion. (De Necochea &
Canul, 2004, pag. 23).
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2.4.2. Técnicade PCR
2.4.2.1. Generalidades de la PCR

La PCR (Polymerase Chain Reaction) es una técnica molecular muy utilizada por su
capacidad replicativa y tiene un limite de deteccion mucho mayor que otro tipo de
técnicas o cualquiera de sus variedades. Es una técnica que tiene varias aplicaciones y se
ha convertido en una herramienta muy importante en la biologia molecular; sus
aplicaciones van desde la genética de poblaciones, evolucion molecular y genémica

hasta la medicina forense.

La técnica de PCR fue descrita inicialmente por Khorana y colaboradores
en 1974, y perfeccionada por Mullis en 1986, llegando a ser una de las
mas utilizadas actualmente ya que permite la obtencion de millones de
copias de un fragmento de ADN en solo 30 o 50 ciclos a partir de
material genético bicatenario, que posteriormente se separa en dos hebras
mediante incremento en la temperatura y cada uno de las hebras aisladas
sirve de molde para la sintesis y amplificacion de una nueva hebra de
ADN (Espinosa Asuar, 2011, pag. 42). Para que se lleve a cabo la técnica
se requiere algunos insumos, como la polimerasa que trabaja a
temperaturas muy altas ya que proviene de la bacteria Thermus aquaticus,
que vive a altas temperaturas (79°C a 85°C). Ademas se requiere los
oligonuclettidos Ilamados también primers que tienen la misma
secuencia que una de las cadena de ADN vy el otro lleva la secuencia
complementaria estos son necesarios para que se inicie la transcripcion,
también el uso de dinocleotidos (dNTP’s) de un amortiguador o buffer,
ademéas mantener las condiciones del proceso como el nivel de Ph y
determinadas cantidades de magnesio ya que la polimerasa necesita de
iones de magnesio para funcionar adecuadamente, sin embargo mucho
magnesio inhibe a la polimerasa, y poco puede generar productos

inespecificos. (Pérez de Castro, 2010, pag. 17)

La primera reaccion llamada desnaturalizacion ocurre a 95°C en el cual la cadena de

ADN molde se abre o desnaturaliza, quedando en cadena sencilla, después ocurre la
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segunda reaccion llamada de hibridacion a una temperatura promedio entre 40°C y
60°C, durante este periodo se van formando y rompiendo los puentes de hidrogeno de
los oligonucleotidos de las cadena simple de ADN y aquellas uniones complementarias
mas estables se alinearan formando una pequefia region de doble cadena. Aqui actla la
polimerasa uniéndose es este pequefio fragmento de doble cadena y comienza a copiar
en sentido 5'a 3"agregando una base mas formando un puente de hidrogeno para
mantenerse estable para la siguiente reaccion. Después, a una temperatura de 72°C
ocurre la elongacidn, la polimerasa alcanza su maxima actividad y genera un millon de
copias a partir del fragmento de ADN formados por los oligonucleétidos alineados.
Como cada fragmento sirve como base para sintetizar otros en el siguiente ciclo. “El
numero de copias aumentara exponencialmente con una sola molécula de ADN, en el
ciclo 1 se producen 2'=2 nuevos fragmentos, en el ciclo 2 seran 22, esto es, 4
fragmentos recién sintetizados, y asf, con 35 ciclos de PCR se produciran 21 + 22 ...+

234 = 23%nuevos fragmentos” (Eguiarte & Souza, 2012, pag. 67).

Técnica de PCR

dth cvele

Exponential amplificatic

oo I 35t cviele
template DNA

36
4 copics Beopies 16 copies 32 copies 2 =68 billion copics

Figura 5. Esquema de Reaccion en cadena de la Polimerasa.
Elaborado por: Vierstracte, 1999.

Para la deteccién del producto de la PCR se realiza mediante corrido
electroforético y dependiendo del tamafio de la amplificacion y la
resolucion que deseemos utilizaremos agarosa o acrilamida a distintas
concentraciones que servira de soporte para la separacion de fragmentos

de acuerdo al tamafio de cada uno. Esto debido a que el soporte forma
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una especie de red con agujeros, por la cual obligamos a pasar los
fragmentos de ADN, migrando a traves de corriente eléctrica, hacia el
polo positivo, ya que la carga de una molécula de ADN es negativa por la

presencia de grupos fosfato (P) (Wilches , 2004, pag. 21).
2.4.2.2. Marcadores moleculares

Los marcadores moleculares son una herramienta til para localizar y aislar genes de
interés, ademas los datos obtenidos tienen la ventaja de trabajar directamente con la base
genética de variacion y estos pueden ser tratados universalmente. Las variaciones en el
ADN se dan por resultado de una mutacion en la sustitucion de un solo nucleétido
(polimorfismos de un solo nucledtido — SNP’s), insercion o delecion de fragmentos de
ADN de diversas longitudes (desde uno a varios miles de nucleétidos), o duplicacion o
inversion de fragmentos de ADN” (Rentaria, 2007, pag. 22). “Los diferentes tipos de
marcadores se diferencian por su capacidad de identificar polimorfismos en un loci
unico o multiples y son de tipos co-dominantes 0 dominantes™” (Simpson , 1997, pag.
74).

2.4.2.3. PCR-RFLP

El analisis de polimorfismos de la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP’s)
fue descubierta en 1985 y fue el primer marcador molecular de ADN utilizado por
experto en genética de poblaciones. Los RFLP’s son causados por rearreglos del ADN
tales como pérdidas, inserciones sustituciones de secuencias o nucledtidos Unicos, lo que

genera una ganancia o pérdida de sitios de restriccion” (Rentaria, 2007, pag. 23).

Esta técnica se usa como marcador, ya que puede mostrar la relacion genética entre
individuos, sus principales aplicaciones son para los estudios sobre el mapeo genémico,
el andlisis de enfermedades genéticas, entre otras. “Cuando se utiliza esta técnica para
estudios de susceptibilidad a enfermedades genéticas es una herramienta que busca los
alelos por RFLP’s que muestren patrones de herencia similares a los de la enfermedad,
es por eso que si se compara con otra poblaciones se podria predecir el riesgo a contraer

esa enfermedad” (Rentaria, 2007, pag. 23).
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Mediante este medio se puede evidenciar diferencias presentes en el
ADN que son reconocidas por enzimas de restriccion Unicas
(endonucleasas). Cada una de estas enzimas que son de origen bacteriano
reconoceran y cortardn solamente una secuencia especifica de bases
nitrogenadas en el ADN, por consiguiente cualquier cadena de ADN
puede ser reconocida y cortada en fragmentos de longitud definida; y
cualquier mutacion dentro de esos sitios, podria cambiar el patron del
fragmento y permitir que se detecte un RFLP al comparar dos o mas
genomas (Valadez & Kahl, 2000, pag. 25).

“Para el andlisis de RFLP’s, se obtiene un amplicon del gen de interés mediante PCR y
posteriormente se realiza la digestion con enzimas de restriccion” (Castafio & Bilbao,
1997, pag. 307). Los fragmentos amplificados son revelados por electroforesis en gel de
agarosa Yy tefiidos con bromuro de etidio y estos fragmentos son detectados a través de
diferencias en el peso molecular de los fragmentos homdlogos de restriccion del ADN

genomico.

“Esta técnica pese a ser mas rapida y facil de realizar que otras puede presentar
desventajas, una de ellas es la necesidad de grandes cantidades de ADN de buena

calidad para la deteccion del loci de copia Unica” (Rentaria, 2007, pag. 23).
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CAPITULO 3

MATERIALES Y METODOS

3.1. Obtencion de muestras

Se obtuvo 25 muestras de biopsia de tiroides patoldgica de pacientes del Hospital
oncolégico SOLCA Nucleo de Quito, que se recolectd durante los meses de julio a
noviembre del 2014 y 25 muestras embebidas de parafina de biopsias de tiroides
recolectado en el mes de noviembre del 2014. Los pacientes participantes del estudio
firmaron los consentimientos informados. (Anexo 3).Las muestras de ADN control se
extrajo de sangre periférica de voluntarios de la universidad de las américas diferentes
proyectos del Instituto de investigaciones Biomédicas de la misma universidad. Para este

estudio se tomd 50 muestras de ADN y se procedio a la cuantificacion.

3.2. Extraccién y purificacion de ADN
3.2.1. Extraccion de ADN a partir de muestras embebidas en Parafina

Pure Link ™ Genomic ADN Kits de invitrogen™

Para la extraccion de ADN de tejido embebido en parafina se utilizo el kit de extraccion
Pure Link ™ Genomic ADN Kits de invitrogen™, empleando el protocolo sugerido

por el fabricante, el cual se detalla de la siguiente manera:

Como paso previo se regulo el termobloque a una temperatura de 55°C, para la etapa de

lisis celular.

Se cort6 una pequefia seccion de tejido tumoral (alrededor de 20 mg) usando una hoja
de bisturi No. 11, se colocd en un microtubo estéril de 1.5 mL y se afiadio a la muestra
1mL de xilol, se someti6 a vortex durante 2 minutos y se centrifugd la muestra por 3
minutos a temperatura ambiente, después se desechd el sobrenadante y se repitid este
lavado dos veces con xilol con las mismas caracteristicas anteriormente descritas. Una
vez desechado el ultimo sobrenadante se afiadio 100 pL de etanol al 100% al tubo y se
sometio a vortex durante 30 segundos a temperatura ambiente, luego se centrifugd a

6000 rpm durante 3 minutos y se desechd el sobrenadante, fue necesario realizar un
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lavado mas con etanol al 100%, una vez que se desecho el sobrenadante, se colocé los
microtubos en la estufa a 73 °C para que se evapore los residuos de etanol por el tiempo
necesario, aproximadamente 30 min, una vez que se han secado, se afiadié 180 pL de
buffer de digestion Purelink, junto con 20 pL de proteinasa K, se someti6 a vortex por 1
minuto y posteriormente se incubo en el termobloque a 55°C durante toda la noche.
Trascurrido este tiempo se centrifugd el tubo a maxima velocidad por 3 minutos a
temperatura ambiente y se trasfirié el sobrenadante a un nuevo microtubo estéril de 1.5
mL, luego se afiade 20 puL de RNAasa al lisado, se mezclé con vértex por 1 minuto y
dejo reposar por 2 minutos a temperatura ambiente, se afiadié 200 puL de Genomic Lysis
Binding Buffer y se mezcl6 con vortex, se afiadié 200 pL de etanol al 100% y se sometio
a vortex brevemente. Luego se transfirio todo el contenido aproximadamente 640 pL en
una columna de purificacion Purelink™ y se centrifugd a 10000 rpm por 1 minuto a
temperatura ambiente, luego se desechd el tubo de recoleccion y se colocd la columna
en un nuevo tubo de recoleccion , se afiadié 500 pL de Buffer 1 de lavado , se
centrifug6é a 10000 rpm por 1 minuto a temperatura ambiente y se procedid hacer los
mismo que en el paso anterior y se hizo un segundo lavado con buffer 2 de lavado, se
centrifugd a maxima velocidad por 3 minutos a temperatura ambiente, se desecho el
tubo de recoleccién y se coloca la columna de purificacion sobre un microtubo estéril de
1.5mL, luego se afiadié 50 pL de solucion Buffer de Elucion en la columna y se dejé
reposar por 1 minuto, por Gltimo se centrifugd a maxima velocidad por 1 minuto a
temperatura ambiente para finalmente obtener ADN gendmico purificado. Se descarta la
columna y se almacena el microtubo con ADN en congelacién a -20°C.

3.2.2. Extraccion de ADN a partir de muestras de Tejido Tumoral Fresco

Pure Link ™ Genomic ADN Kits de invitrogen™

Para la extraccion de ADN de tejido tumoral fresco se utilizd el kit de extraccién
Pure Link ™ Genomic ADN Kits de invitrogen™, empleando el protocolo sugerido

por el fabricante, el cual se detalla de la siguiente manera:

Como un paso previo se regulé el termobloque a una temperatura de 55°C, para el paso

de lisis celular.

26



Primero se colocd la muestra de tejido tumoral fresco en un tubo de microcentrifuga
esteril, se afiadié 1 mL de lisis Mix en el tubo, esto consiste en lisis buffer 180 pL y 20
uL proteinasa K, asegurandose de que el tejido esta completamente inmerso en el
tampon de lisis. Se realizd a Vortex durante 10-15 segundos para mezclar los reactivos
con la muestra. Posteriormente se incubd durante toda la noche a 55°C hasta que la lisis

se complete.

Trascurrido este tiempo se centrifugd el tubo a maxima velocidad por 3 minutos a
temperatura ambiente, se trasfirio el sobrenadante a un nuevo microtubo estéril de 1.5
mL y se afiadié 20 pL de RNAasa al lisado, se mezcl6 con vortex por 1 minuto y se la
dejo reposar por 2 minutos a temperatura ambiente, luego se afiadié 200 uL de Genomic
Lysis Binding Buffer y se mezcl6 con vértex. Se afiadio 200 pL de etanol al 100% y se
sometio a vortex brevemente. Luego se transfirio todo el contenido aproximadamente
640 pL en una columna de purificacion Purelink™ 'y se centrifugé a 10000 rpm por 1
minuto a temperatura ambiente, posteriormente se desecho el tubo de recoleccion y se
colocd la columna en un nuevo tubo de recoleccion , y se afiadié 500 pL de Buffer 1 de
lavado , se centrifugé a 10000 rpm por 1 minuto a temperatura ambiente y se procedid
hacer los mismo que en el paso anterior, se realiz6 un segundo lavado con buffer 2 de
lavado , se centrifugd a maxima velocidad por 3 minutos a temperatura ambiente, se
desechd el tubo de recoleccion y se colocéd la columna de purificacion sobre un
microtubo estéril de 1.5mL, luego se afiadié 50 pL de solucién Buffer de Elucién en la
columna y se deja reposar por 1 minuto, por ultimo se centrifugé a maxima velocidad
por 1 minuto a temperatura ambiente para finalmente obtener ADN gendmico
purificado. Se descarta la columna y se almacena el microtubo con ADN en congelacion
a-20 °C.

3.2.3. Analisis cualitativo y cuantitativo

Para la determinacion cuantitativa del ADN extraido se utiliz6 NanoDrop 2000/2000
Cleaning and Rondition Thermo Cientific. Primero se aplicé 3 pL de agua ultra pura en
el lector bajo del pedestal, importante no usar agua ionizada u otro liquido para lavar la

superficie del instrumento, se bajo el brazo del lector a la columna que contiene el
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liquido, se dejo leer por 5 0 7 segundos aproximadamente, se limpid el agua de ambos
lectores (arriba y abajo) del pedestal con un papel absorbente

Para iniciar el blanqueo se tom6 2 pL de Purelink Genomic Elotion buffer, y se espero la
lectura por 5 0 6 segundos luego se limpio la muestra de ambos lectores con papel
absorbente, posteriormente se realizé la primera medicion con la mismas muestra del
blanqueo, tomando 2 pL de Purelink Genomic Elotion buffer, se limpid la muestra de
ambos lectores con papel absorbente y por ultimo se procedid a medir las
concentraciones de ADN tomando 2 puL de ADN extraido, se coloco en el lector y se lo
cerrd, luego se esperd por 5 o 7 segundos. Una vez terminada la lectura de todas las

muestras se lavo el lector superior e inferior con agua ultra pura y se cerro6 el programa.

Para la determinacion cualitativa, se realizO electroforesis en gel de agarosa, la
concentracion a la cual es preparado depende del tamafio de molécula de ADN a

analizarse. En este caso se prepard un gel de agarosa al 2%.

Se preparé la cantidad de agarosa grado biologia molecular necesaria para alcanzar el
volumen deseado de gel al 2%, se disolvié la agarosa en Buffer TBE 1X y se afor¢ al
volumen final deseado, se calentd la solucidn casi hasta ebullicion en microondas
durante 2 min, hasta que la agarosa se disuelva completamente en el Buffer TBE 1X. Se
afiadio bromuro de etidio para tefiir el gel, en una relaciéon de 2 pL del mismo por cada
20 mL de TBE 1X empleado. Se dispens6 la mezcla en una cubeta para electroforesis
con peineta y se dejo solidificar la misma a temperatura ambiente. Una vez listo el gel se
procedié a cargar las muestra en cada uno de los pocillos, adicionando 3 pL de carga
(Blue Juice Loading buffer 10x, invitrogen) para 7 uL de muestra. Se coloc6 3 pL de
marcador de peso molecular de 100pb (100 bp DNA Ladder (100-3000bp), (LabNet
International, Inc.) en el primer pocillo del gel que sirvié como referencia el peso de
ADN que se va analizar. La migracién por electroforesis se realizé por 45 min a 100v, y
los resultados obtenidos se visualizaron en el transiluminador ImagenQuant 300 (GE

Healthcare life Sciences) a una longitud de onda de 365 nm.
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3.3. Determinacion del genotipo
3.3.1. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

3.3.1.1. Especificacion de cebadores

Los cebadores empleados para la amplificacion de los exones 10 y 33 del gen TG,
fueron definidos por Ban en el 2003, las caracteristicas de los cebadores estan descritas
en la Tabla 2.

Tabla 2. Secuencia de los cebadores utilizados para la amplificacion de las regiones de interés del gen de
Tiroglobulina (TG)

Exén | Cambio de Secuencia 5 — 3 fragmentos Producto
nucleétido PCR
10 SER734ALA F5GGTTTTATCTTGGTCTTTCC3 | TT =376 376
T G R 5'CAGCCTCATACAGACTTTGA | 16=376.281.95
Nt 2200 ¥ GG=281, 95
33 Arg1980Trp F 5 CACTCATGCATATTGACCAA CC=148, 176 324
c>T 3 cT
Nt 5995 R 5 CTGAGGATTTGTAAAAGCAT 304148 176
3
TT=324

Nota: (Pérez, 2006, pag. 98)

3.3.2.  Amplificacion del exon 10

Las concentraciones y cantidades de los reactivos utilizados para la amplificacion del

fragmento de 376 pb, en el ex6n 10 del gen TG. Se describe en la siguiente tabla:
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Tabla 3. Reactivos y concentraciones para amplificar el polimorfismo Ser734Ala del gen TG

Reactivos Concentracion Concentracion Volumen
inicial final 1x (ul)
AND 10 ng 2
Buffer 10x 1x 25
MgCI2 50mM 2mM 0.8
dNTP’s 10mM 0.2mM 0.5
cebador Fw 10 0.2 1
Cebador Rv 10 0.2 1
Platinium Taq Polimerasa 5 Ulul 15U 0.3
Agua Ultra Pura 21.9
Volumen Final 30

Nota: Peralta, Natalia 2015.

El programa de amplificacion se detalla en la tabla 4 usando el termociclador
(Multigene Labnet international, Inc.), el revelado de los resultados se observaron por
corrida electroforética en gel de agarosa al 2%, en el transiluminador ImagenQuant 300

(GE Healthcare life Sciences).

Tabla 4. Programa de amplificacion del polimorfismo Ser734Ala, Gen TG.

N° Ciclos Etapas Temperatura Tiempo
1 Desnaturalizacion inicial 94 5 min
Desnaturalizacion 94 1 min
30 Hibridacion 59 1min
Elongacion 72 1min
1 Elongacion final 72 5 min
1 Temperatura de mantenimiento 4 0

Nota: Peralta, Natalia 2015.
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3.3.3. Amplificacion del exon 33

Las concentraciones y cantidades de los reactivos utilizados para la amplificacion del

fragmento de 324pb, en el exon 33 del gen TG. Se describe en la tabla 5.

Tabla 5. Reactivos y concentraciones para amplificar el polimorfismo Arg1980Trp del gen TG

Reactivos Concentracion Concentracion Volumen
inicial final 1x (ul)
ADN 10 ng 2
Buffer 10x 1x 2.5
MgCI2 50mM 2mM 0.8
dNTP’s 10mM 0.2mM 0.5
cebador Fw 10 0.2 1
Cebador Rv 10 0.2 1
Platinium Taq Polimerasa 5 Ulul ri.5uU 0.3
Agua Ultra Pura 21.9
Volumen Final 30

Nota: Peralta, Natalia 2015.

El programa de amplificacion se detalla en la tabla 6 usando el termociclador
(Multigene Labnet international, Inc.), el revelado de los resultados se observaron por
corrida electroforética en gel de agarosa al 2%, en el transiluminador ImagenQuant 300

(GE Healthcare life Sciences)
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Tabla 6. Programa de amplificacion del polimorfismo Arg1980Trp del gen TG.

N° Ciclos Etapas Temperatura Tiempo

1 Desnaturalizacion inicial 94 5 min
Desnaturalizacion 94 1 min
30 Hibridacion 59 1min
Elongacion 72 1min
1 Elongacion final 72 5 min

1 Temperatura de A o

mantenimiento

Nota: Peralta, Natalia 2015.

3.3.4. Digestion del amplicon de la region de interés del exén 10

El polimorfismo corresponde a un SNP localizado en el exon 10, del gen Tg, que
consiste en un cambio de base T por una G en el nucleétido 2200 y dando como
resultado ya sea un Ser o Ala, respectivamente en el residuo 734 (S734A). La digestidn
del producto de PCR de la region de interés del exon 10 se realizé con la enzima de
restriccion Blp | de New England Biolabs Inc. El genotipo resultante de los individuos

para el polimorfismo puede ser homocigoto (TT o GG) o hetrocigoto (TG).

Enzima Blp |

5  .GCTNAGC...3
3...CGANT,CG...5

Figura 6. Secuencia de reconocimiento de la enzima

Elaborado por: New England Biolabs Inc, 2015

Para el reconocimiento y revelado de la digestién con enzima se utiliz6 el siguiente

protocolo detallado en la tabla 7.
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Tabla 7. Concentracion y Volumenes de reactivos utilizados para la PCR-RFLP del exén 10

Reactivos Concentracion inicial Concentracion final Volumen 1x (UI)
PCR 15
Buffer 10x 1x 15
Enzima Blp | 50 Ulul 7U 0.6
Volumen Total 20

~ Nota: Peralta, Natalia 2015.

La digestion se realiz6 durante toda la noche a 37°C en la incubadora. Finalmente las
muestras se corrieron en un gel de agarosa al 4%. La enzima Blp | tiene una diana de
corte en el alelo variante 734 Ala cortando el amplificado en dos fragmentos, mientras
que el alelo sin cambio Ser734 no se digiere. El genotipo homocigoto normal Ser/Ser, se
identifica al observar una banda de 376pb, el genotipo homocigoto variante Ala/Ala, se
identifico al observar 2 bandas de 281pb y 95pb, y el genotipo heterocigoto Ser/Ala al
observar 3 bandas de 376pb, 281pb y 95pb.

3.1.1. Digestion del amplicén de la region de interés del exén 33

El polimorfismo corresponde a un SNP localizado en el exén 33, del gen Tg, que
consiste en un cambio de base C por una T en el nucledtido 5995 y dando como
resultado ya sea una base Arg o Trp, respectivamente en el residuo 1980 (A1980T). La
digestion del producto de PCR de la region de interés del exdn 33 se realiz6 con la
enzima de restriccion Hpy 991 de New England Biolabs Inc. EI genotipo resultante de los

individuos para el polimorfismo puede ser homocigoto (TT o CC) o hetrocigoto (TC).

Enzima Hpy 991

5...CGWCG...3
3.. ,GCWGC...5

Figura 7. Secuencia de reconocimiento de la enzima.

Elaborado por: New England Biolabs Inc, 2015
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Para el reconocimiento y revelado de los resultados de digestion se utiliz6 el siguiente

protocolo detallado en la tabla 8.

Tabla 8. Concentracion y Volumenes de reactivos utilizados para la PCR-RFLP del exén 10

Reactivos Concentracion inicial Concentracion final Volumen 1x ( UI)
PCR 15
Buffer 10x 1x 15
Enzima Hpy 99I 50 Ulul 7U 0.6
Volumen Total 20

~Nota: Peralta, Natalia 2015.

La digestion se realizé durante toda la noche a 37° C en la incubadora. Finalmente las
muestras se corrieron en gel de agarosa al 4%. La enzima Hpy 991, tiene la diana en el
alelo sin cambio 1980Arg, cortando en dos fragmentos y el que tiene el cambio 1980Trp
permanece sin digerir. EI genotipo homocigoto normal Arg/Arg, se identificd al
observar 2 bandas de 148pb y 176pb, el genotipo homocigoto variante Trp/Trp al
observar una banda de 324pb y el grupo heterocigoto Arg/Trp al presentar 3 bandas de
324pb, 148pb, 176pb.

3.2. Analisis de datos

Para el andlisis de frecuencia alélica de los datos tanto para las muestras casos, como las
muestras control, se dividio el nimero de alelos alterados para el nimero total de alelos
estudiados en el grupo siendo el doble de individuos estudiados debido a que cada
individuo posee dos alelos. Ademas se calculé la frecuencia genotipica para los grupos
casos y controles, para esto se divide el numero de individuos con cada genotipo para el
numero total de individuos. Para determinar el equilibrio en la poblacion estudiada se
suma de frecuencias genotipicas y para un solo locus debe ser igual a 1,00 y las

frecuencias esperadas se obtienen a partir de las frecuencias alélicas mediante la

ecuacion de Hardy-Weinberg p? + 2pq + ¢ = 1.
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3.2.1. Chi-cuadrado

Chi-cuadrado () es una prueba estadistica que a través de una eleccion
permite contrastar hipotesis, esta herramienta se emplea en el analisis de
dos 0 mas grupos y de dos 0 mas variables. Dichas variables se ordenan
en “tablas de frecuencias” o “tablas de contingencia”, las cuales permiten
relacionar entre variables y comparar su grado de ocurrencia (Suérez,
2012, pag. 1)

“Esta prueba estadistica trabaja con las frecuencias de las observaciones, es decir con los
numeros crudos observados y no con porcentajes, ya que estos ultimos enmascaran el

efecto real de los datos originales” (Yanez, 2010, pag. 75).

La prueba trabaja con la diferencia entre las frecuencias observadas y las frecuencias

esperadas, la formula para ( x?) es:

Chi-cuadrado (¢?)

CETY

€1 €7 €3 En

2 (0; — e)?
Xprueba = Z—

€

(0, —e))? (0,—€;)° (03—e3)” (o —€,)°
z s 1 2 2 3 3 n 1
Xpr'ueba— + + +

Figura 8. Formula para calculo de ( x?)

Elaborado por: (Suérez, 2012, pag. 1)

Siendo:
O= el valor observado,

E= el valor esperado

Para cualquier “tabla de contingencia”, lo grados de libertas corresponden al numero de

valores en la tabla que hay que especificar para fijar todos los demas.
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3.2.2. 0Odds Ratio

“El concepto de Odds Ratio se define como la asociacion entre un evento y la
vulnerabilidad a éste, el cual puede ser cuantificado mediante el empleo del riesgo
relativo (RR) y Odds ratio (OR)” (Sdcrates , Pavlov, & Clavero, 2010, pag. 52). Este
concepto corresponde a la razon entre la probabilidad de que un evento ocurra y la
probabilidad de que no ocurra. Para el calculo de esta prueba estadistica se utiliza la

siguiente férmula.

En este caso Odds Ratio corresponde a:

Ejemplo

obienOE=a/b = axd

c/d cxb

Figura 9.Tabla en estudio de casos y controles por OR

Elaborado por: (Merino, 2007, pag. 1)

En la interpretacion de OR es necesario tener en cuenta cual es el factor o
variable predictiva que se estudia y cual es el resultado o desenlace.
Entonces cuando se obtiene un valor de OR inferior a la unidad se
interpreta como que el desenlace es menos frecuente en la categoria o
grupo que se ha elegido como de interés si en el grupo de referencia el

evento ocurriera por azar (Socrates , Pavlov, & Clavero, 2010, pag. 53).
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CAPITULO 4
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Edad y Sexo

Dentro del grupo de 50 muestras de pacientes con cancer de tiroides, la edad promedio
es de 47, en un rango que va de los 18 a los 68 afios. En el andlisis se encontré que 28
pacientes (56%) se sittan sobre la edad promedio y 22 pacientes (44%) estan en un

rango inferior.

En cuanto a la relacion por género 14 corresponden a sexo masculino (28%) y 36 a sexo
femenino (72%). Esto corresponde a una relacién 2.5:1, lo que concuerda con lo descrito
en el Registro Nacional de tumores en epidemiologia del cancer en Quito, en cuya
recopilacion de datos desde 1994 hasta el 2006 se identifico un promedio de 194 casos
nuevos por afo y en los varones la incidencia también aumenta, pero con una proporcion
mucho menor. Observamos que en los casos de estudio mas del 50% tiene una edad
superior a los 40 afios lo que concuerda con lo descrito por la American Cancer Society,
donde hay un predominio femenino en un rango de 40 a 59 afios y en menor nimero de
casos de hombres con un rango 60 a 79 afios. En la figura 10 y 11 se muestran los

grupos de pacientes con cancer de tiroides por género y por grupos etarios.

Distribucién etaria de Casos y
Controles

20
N ‘I"i
0

18-28 29-38 39-48 49-58 59-83

m Casos m Controles

Figura 10. Frecuencia de edad en casos y controles

Elaborado por: Peralta, Natalia 2015.
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Distribucidn por género de Casos y controles

40
30
20
10

Casos Controles

® Femenino = Masculino

Figura 11. Frecuencia por género en casos y controles

Elaborado por: Peralta, Natalia 2015

4.2. Consumo de alcohol

Para analizar el consumo de alcohol, se dividio el grupo de estudio en consumidores y
no consumidores, es asi como el nivel de riesgo son un tanto arbitrarios, puesto que las
cantidades de alcohol consideradas como de riesgo son dinamicas y dependen del sexo y

de las caracteristicas individuales (étnica, peso, capacidad metabdlica, salud, etc.)

Dentro del grupo de pacientes la proporcion de individuos que consumen alcohol es
menor con 32% frente al 68% que no consumen alcohol. La proporcidn de individuos en

el grupo control fue 64% de consumidores y 36% no consumidores de alcohol.

En la figura 12 Se muestra los grupos de pacientes con cancer de tiroides por

consumidores y no consumidores.
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Frecuencia de consumo de Alcohol en casos y

controles

40
30
20
10

Casos

Controles

m Consumidores ® No consumidores

Figura 12. Frecuencia del consumo de alcohol e casos y controles

Elaborado por: Peralta, Natalia. 2015

4.3. Consumo de tabaco

En lo que respecta al habito de fumar, se dividié al grupo de casos en fumadores y no
fumadores; siendo la proporcion de no fumadores, mayor con un 86% en relacion a la

proporcién de fumadores con el 14%. El grupo control tiene una proporcion de

fumadores menor con un 46%,

la figura 13 se muestra los grupos de pacientes con cancer de tiroides por consumidores

y no consumidores de tabaco.

en relacién a la proporcién de no fumadores de 54%. En
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Frecuencia del consumo de tabaco en casos y
controles

50

€asos Controles

® Fumadores ® No fumadores

Figura 13. Frecuencia del consumo de tabaco en casos y controles
Elaborado por: Peralta, Natalia 2015.

4.4. Extraccién de ADN

Después de realizada la extraccion de ADN de las 25 muestras de tejido embebido en
parafina, se obtuvo ADN genomico, cuya presencia fue comprobada mediante la
realizacion de electroforesis en gel de agarosa al 2%; tal como lo podemos observar en
la figura 14.

Gel de agarosa de la extraccion de ADN parafinas

M123 4 567829

(-

Figura 14. Fotografia de un gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio de los resultados de la
extraccion de ADN gendmico de muestras embebidas en parafina.

Elaborado por: Peralta, Natalia 2015.
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Después de realizada la extraccion de ADN de las 25 muestras de tejido tumoral fresco,
se obtuvo ADN gendmico de buena calidad, cuya presencia fue comprobada mediante la
realizacion de electroforesis en gel de agarosa al 2% tal como podemos observar en la

figura 15.

Gel de agarosa de la extraccion de ADN tumores

M 123456 7 8CN

Figura 15. Fotografia de un gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio de los resultados de la
extraccién de ADN gendmico de muestra tumoral fresca.

Elaborado por: Peralta, Natalia 2014.

La cuantificacion de ADN total se realizé por espectrofotometria. Para el grupo de casos
se obtiene un rango de 6,6 ng/ul a 588.4 ng/ul, el promedio de ADN extraido de parafina
fue de 76.88 ng/ul, y el promedio de ADN en tumores 191.68 ng/ul. Por otro lado las
muestras de ADN de los individuos control se obtiene en un rango de 7 ng/uL a 122

ng/ul, y una concentracion promedio de 86 ng/pl.

El material bioldgico conservado en bloques embebidos en parafina representa la fuente
primaria e incalculable de informacion en investigaciones, principalmente de tipo

retrospectivo, esto es por su facilidad de obtencién y almacenamiento durante largos
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periodos de tiempo y lo que le permite seguir siendo una fuente basica de ADN
genoémico. Pero pese a mantener estas caracteristicas también pueden presentarse
problemas significativos en el momento de su extraccion, ya que se podria observar una
degradacion de los &cidos nucleicos durante el proceso de fijacion de la muestra en el
bloque de parafina, por ejemplo: “El uso de formaldehido puede producir
entrecruzamientos entre &cidos nucleicos y proteinas, hidrolizando los enlaces
fosfodiéster del ADN lo que da como resultado ADN de mala calidad con exceso de
inhibidores” (De Armas, Cap0, & Gonzalez, 2006, pag. 172), teniendo asi una
incidencia directa en los procedimientos posteriores como la amplificacion vy

secuenciacion, pues los resultados a obtener serian menos exitosos.

Para evitar que la parafina interfiera con las técnicas moleculares posteriores fue
necesario realizar tres lavados con xilol y uno con etanol, para garantizar el contacto de
los reactivos de extraccion con la muestra bioldgica de interés; las desventajas
encontradas al utilizar esta fuente de ADN fue que algunas muestras contenian poca
cantidad de ADN o de mala calidad reflejada en el gel de agarosa al 2% lo que impedia
que la amplificacion del gen TG en la técnica de PCR resulte satisfactoria; para lograr
con éxito este procedimiento fue necesario realizar un ensayo de dilucion de las

muestras de ADN extraido para garantizar la disminucion de inhibidores.

Por otra parte los resultados obtenidos de las muestras de tejido tumoral fresco, ademas
de presentar una alta concentracion de ADN, demostré una buena calidad la cual fue
observada en el gel de agarosa al 2%, siendo asi 6ptima para los procesos posteriores a

la extraccion.

4.5. Determinacién del genotipo

4.5.1. Reaccion en cadena de la polimerasa

Mediante la técnica de PCR se amplificaron los dos fragmentos de interés, el exén 10 y

el exon 33 del gen TG, que contienen los polimorfismos de estudio.

45.1.1. Amplificacion del exén 10
Se obtuvo la amplificacion de un fragmento de 376pb del exon 10 del gen TG, que

contiene el polimorfismo Ser734Ala, tanto en los grupos afecto como en los grupos
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controles, los resultados fueron observados en un gel de agarosa al 2%, en el
transiluminador ImageQuant 300, como se presenta en la figura 16.

Gel de agarosa amplificacion exon 10

9 10 11 12 CN

Figura 16. Fotografia en gel de agarosa al 2%, tefiido con bromuro de etidio de los resultados de la
amplificacién del exén 10 con una banda de 376pb.

Elaborado por: Peralta, Natalia 2014.

4.5.1.2. Amplificacion exon 33

Se obtuvo la amplificacion de un fragmento de 324pb del exén 33 del gen TG, que
contiene el polimorfismo Arg1980Trp, tanto en los grupos afecto como en los grupos
controles, los resultados fueron observados en un gel de agarosa al 2%, en el

transiluminador ImageQuant 300, como se presenta en la figura 17.
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Gel de agarosa amplificacion exon 33

M1 2 3 45 67 8 910 11 1213 14 15

Figura 17. Fotografia en gel de agarosa al 2%, tefiido con bromuro de etidio de los resultados de la
amplificacion del exdn 33 con una banda de 324pb

Elaborado por: Peralta, Natalia 2015

45.2. Digestion con enzimas de restriccion

Los productos de amplificacion de los exones 10 y 33 del gen TG, que contienen los
polimorfismos de interés, se digirieron con enzimas de restriccion especificas, revelando

asi sus genotipos.
4.5.2.1. Digestion del amplicdn del exon 10

Los resultados de la técnica de PCR- RFLP con la enzima Blp I, del amplicon de 376pb
son observados en gel de agarosa al 4%, esto debido a que los cortes de la enzima dan
como resultado una banda de 95pb casi en el limite del Ladder con marcador de 100pb,
es por ello que a mayor porcentaje se observa una mejor migracion del ADN sin que se

pierda el fragmento amplificado. La fotografia se muestra en la figura 18.
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Digestion del amplicén 10

1. 2 34 56 7 8 910 11 1213 14151GCN

i R 4 R I *s - ¥

’ -

=

fﬂ.

1. Ser/Ala 2. Alal/Ala 3. Seri/Ser

Figura 18. Fotografia de un gel de agarosa al 4%, tefiido con bromuro de etidio de los resultados de la
digestion enzimatica con Blp I, del producto de PCR del ex6n 10. En el carril 1 se observa el genotipo
Ser/ala, en el carril 2 el genotipo Ala/Ala en el carril 3 el genotipo Ser/ser

Elaborado por: Peralta, Natalia 2015.

4.5.2.2. Digestion del amplicon del exon 33

Los resultados de la técnica de PCR- RFLP con la enzima Hpy 991, en un amplicén de
324pb son observados en gel de agarosa al 4%, esto debido a que los cortes de la enzima
dan como resultado dos bandas, una de 176pb y otra de 148pb muy cercanos entre si, es
por ello que a mayor porcentaje se observa una mejor migracion del ADN sin que se

pierda el fragmento amplificado. La fotografia se muestra en la figura 18.
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Digestion del amplicon 33
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1. Arg/Trp 18. Trp/Trp

Figura 19. Fotografia de un gel de agarosa al 4%, tefiido con bromuro de etidio de los resultados de la
digestion enzimatica con Hpy 991, del producto de PCR del ex6n 33. En el carril 1 se observa el genotipo
Arg/Trp y en el carril 18 el genotipo Trp/Trp.

Elaborado por: Peralta, Natalia 2015

Un desequilibrio en el metabolismo de la glandula tiroidea puede generar patologias
como el cancer, es por esto que los genes responsables de codificar proteinas para la
sintesis y secrecion de hormonas tiroideas serian de gran interés en los estudios de dicha
enfermedad. “La relevancia que tienen los genes que codifican para TG y TSHR en las
patologias benignas del tiroides los hacen candidatos de susceptibilidad al cancer de
tiroides” (Matakidou A, 2004, pag. 371).

Existen varios estudios de asociacion genética a los carcinomas de mayor incidencia a
nivel global, como colon, mama, piel, entre otros. Sin embargo los estudios genéticos
del cancer de tiroides no tienen una amplia investigacion a nivel mundial, debido a que
esta enfermedad presenta baja mortalidad y buen prondstico. Segln analisis previos
sobre epidemiologia del cancer de tiroides hay indicadores de la interaccion de factores
ambientales como radiacion ionizante, enfermedades benignas previas del tiroides como
factores de riesgo relevantes. De igual manera existen pocos ensayos a nivel mundial de
asociacion entre polimorfismos de TG y céancer de tiroides, sin embargo existe un

estudio el cual plantea la hip6tesis de que la variante polimoérfica GIn2511Arg de TG
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incrementara la susceptibilidad a desarrollar céncer tiroideo no medular. “Como
resultado se sugiri6 que puede contribuir significativamente a la incidencia de

carcinomas no medulares de tiroides” (Matakidou A, 2004, pag. 372).

Se ha realizado estudios sobre si el alelo T confiere susceptibilidad a enfermedad
autoinmune de la tiroides (AITD3; 608.175). En un estudio de 1.214 pacientes de raza
blanca en el Reino Unido con dicha enfermedad, se examinaron los mismos SNP’s en
el gen TG como los estudiados por Ban et al. (2003), Collins et al. (2004) y se encontrd

una evidencia de asociacion de esta variante con AITD.

En el estudio realizado por Ban en el 2003 en pacientes de raza caucasica en poblacién
Norte Americana dio como resultado que el gen TG esta relacionado con la enfermedad
autoinmune de la tiroides (AITD) y que una combinacion de al menos dos SNP’s del
gen TG, confiere susceptibilidad para dicha enfermedad. Ademas, el exén 33 mostro
evidencia en conferir susceptibilidad a la enfermedad de Graves. Y en el 2012 se realiz6
la misma asociacion de polimorfismos del gen TG en poblacidn Asiatica y el cual podria
conferir susceptibilidad para AITD. Otro estudio de susceptibilidad fue realizado por
Collins en el 2004 en pacientes de Reino Unido confirmo la presencia de cuatro
polimorfismos en ex6n 10,12 y 33 que confieren susceptibilidad a dicha enfermedad.

El estudio realizado por Pérez 2006, en poblacion espafiola dio como resultado que
todas las variantes polimorficas estudiadas en los exones 10, 12 y 33 incrementaron la
susceptibilidad a padecer cancer de tiroides, se presume que debido a su localizacion en
exones correspondientes a dominios funcionales de la proteina, podria alterar su

funcionalidad y con ello la fisiologia tiroidea.
4.6. Frecuencia de alelos

Una vez recopilados los genotipos observados por medio de digestion enzimatica
(exones 10 y 33), se analizaron las frecuencias alélicas de cada polimorfismo. Los
resultados de los genotipos de las 100 muestras para el polimorfismo Ser734Ala se
detallan en el anexo 4 y los genotipos de las 100 muestras para el polimorfismo

Arg1980Trp se detallan en el anexo 5.
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4.6.1. Polimorfismo Ser734Ala

Del grupo de pacientes de cancer de tiroides, 4 fueron homocigotos normales (TT), 17
fueron homocigotos raros (GG) y 29 fueron heterocigotos (TG). En el grupo de
controles se encontré que 5 fueron homocigotos normales (TT), 16 fueron homocigotos
raros (GG) y 29 fueron heterocigotos (TG). En cuanto a la frecuencia del alelo T, en los
casos afectos fue de 0.37 y 0.39 en los controles; mientras que la frecuencia del alelo G
en casos y afectos fue de 0.63 y 0.61 respectivamente. Con el equilibrio de Hardy
Weinberg, se obtuvieron valores que muestran que el grupo de individuos afectados y
controles se encuentra en equilibrio con un valor de 1 La distribucién de las frecuencias

genotipicas y alélicas se detallan en la tabla 8.

Tabla 8. Estadistica descriptiva de los polimorfismos Ser734Ala

Poblacion Genotipo N° individuos % Frecuencia Frecuencia x?
genotipica alélica HWE
Afectos Ser/Ser (T/T) 4 16 0,08 37 (0.37)
Ser/Ala (T/G)
29 50 0,58 1
Ala/Ala (G/G)
17 34 0,34 63(0.63)
Total 50
Controles Ser/Ser (T/T) 5 10 0,10 39 (0.39)
Ser/Ala (T/G)
29 50 0,58 1
Ala/Ala (G/G)
16 40 0,32 61(0,61)
Total 50

Nota: Peralta, Natalia 2015
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4.6.2. Polimorfismo Argl1980Trp

Del grupo de pacientes de cancer de tiroides, 47 fueron heterocigotos (CT), 3 fueron
homocigotos raros (TT) Yy no se encontraron homocigotos normales (CC). En el grupo
de controles se encontrd que 35 fueron heterocigotos (CT), 15 fueron homocigotos raros
(TT) y no se encontraron homocigotos normales (CC). En cuanto a la frecuencia del
alelo C, en los casos afectos fue de 0.47 y en los controles 0.35; mientras que la
frecuencia del alelo T en casos y afectos fue de 0.53 y 0.65 respectivamente. Mediante el
analisis de Hardy Weinberg, realizado para cada grupo, se obtuvieron valores igual a 1
gue muestran que los individuos afectos si se encuentran en equilibrio al igual que el
grupo de pacientes. La distribucion de las frecuencias genotipicas y alélicas se detallan

en la tabla 9.

Tabla 9. Estadistica descriptiva del polimorfismo Arg1980Trp

Poblacién Genotipo N° individuos % Frecuencia Frecuencia x?
genotipica alélica HWE
Afectos Arg/Arg (C/IC) 0 0 0.00
Arg/Trp (C/T) 47 94 0,47 47 (0.47) 1
Trp/Trp (T/T) 3 6 0,53 53(0.53)
Total 50
Controles Arg/Arg (C/IC) 0 0
Arg/Trp (CIT) 35 70 0,35 35(0.35) 1
Trp/Trp (T/T) 15 30 0,65 65(0.65)
Total 50

Nota: Peralta, Natalia 2015

Para el polimorfismo Ser734Ala, podemos ver que las frecuencias presentada por el
alelo variante G es de 0.63 en pacientes y 0.61 en controles y el alelo T presenta una
frecuencia del 0.37 en pacientes y 0.39 en controles lo que hace pensar que no existe

diferencias significativas entre las frecuencias alélicas de ambos grupos, lo que
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concuerda con un estudio realizado a nivel mundial realizado a un grupo de 1000
individuos de diferentes continentes dando como resultado un promedio de 64% para la

presencia el alelo variante G y el 36% para el alelo T.

Para el polimorfismo Arg1980Trp, podemos ver que la frecuencia del alelo variante T en
pacientes es 0.55 y ligeramente mayor en controles 0.65 lo que nos indica que la variante
genética no estaria asociada a la enfermedad pese a presentar diferencias significativas
entre grupos. Por otro la frecuencia presentada por el alelo normal C en pacientes es
0.47 frente a 0.35 en controles lo que hace que se detecten diferencias entre las
frecuencias alélicas de ambos grupos. En estos datos podemos ver gue tanto en el grupo
control como en el grupo de los afectos, la presencia del alelo variante T estad en mayor
proporcion que el alelo C, lo que a diferencia del estudio, anteriormente mencionado,
realizado a un grupo de 1000 individuos en el que un 33% de la muestra presentaba el

alelo variante T y el 67% el alelo C.
4.6.3. Analisis estadistico

El andlisis de Chi cuadrado nos permite conocer la asociacion de los genotipos con los
grupos bajo estudio y determinar el nivel de significacion de la variante genética entre

ambos grupos. Los resultados estadisticos se muestran en la tabla 10.

Tabla 10. Andlisis de Chi- cuadrado para los grupos estudiados para cada polimorfismo

Polimorfismo Ser734Ala
Genotipo ser/Ser Ser/Ala Ala’Ala x® F
Casos 4 29 17
0,084 0.65
Controles 5 29 16 )
Polimorfismo Argl 980T
Genotipos | Arg/Arg ArgTrp Trp/Trp x? F
Casos 0 47 3
= ,
Controles 0 35 15 9736 0.004

Nota;: Peralta, Natalia 2015.

Para el polimorfismo Ser734Ala se encontr6 que el valor de x? es 0.084 y p es igual a
0.75, siendo este un valor de probabilidad no significativo puesto que es mayor a 0.05, lo
que indicaria que no existen diferencias entre grupos, esto se debe a que el genotipo
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Ser/Ser se encuentra en igual proporcion en casos como en controles; de igual manera
ocurre con el genotipo variante Ala/Ala ya que también se encuentra un equilibrio entre

Casos y controles.

En cuanto al polimorfismo Arg1980Trp, se obtuvo 9,756 como valor de x? y p es igual
a 0.004 siendo este un valor menor a 0.05, mostrando diferencias significativas entre los
grupos, es decir la presencia del genotipo Arg/Trp se encuentra en mayor frecuencia
frente al genotipo Ala/Ala, tanto en casos como en controles, es decir la presencia del

alelo variante es similar en proporcién que el alelo normal.

En la tabla 11 se detalla el andlisis estadistico para el polimorfismo Ser734Ala vy el

polimorfismo Arg1980Trp.

Tabla 11. Analisis de los genotipos observados para cada polimorfismo

Polimorfismo Ser734Ala del Exdn 10
Genotipo/Gr{  Casos Control OR IC95 % P
Ser/Ser 4 5 0.800 0.195a 3.283 0.757
Ser/Ala 29 29 0.941 0400a 2213 0.891
Ala/Ala 17 16 0.753 0.171a3.313 0.707
Polimorfismo Arg1980Trp del Exdn 33
Genotipo/Gri  Casos Control OR 1C95 % P
Arg/Arg 0 0 0.747 0.015 a 38.584 0.885
Arg/Trp 47 35 67.143 1.803 a 24 999 0.005
Trp/Trp 3 15 4 429 0.074 a 264 037 0.476

Nota: Peralta, Natalia 2015.

Dentro del polimorfismo Ser74Ala no se encuentra un genotipo relevante al obtener
Odds ratios menores a la unidad, es decir que la presencia de un genotipo no es factor de
probabilidad para presentar la enfermedad, de igual manera la probabilidad no es

significativa siendo valores mayores a 0.05.

Por otro lado el polimorfismo Arg1980Trp el genotipo Art/Trp presenta relevancia a la
enfermedad con un OR d 67.143 y una probabilidad significativa lo que se traduce que
la presencia de este genotipo en un individuo le daria un riesgo de 67 veces mas de

padecer la enfermedad.
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A diferencia del estudio realizado por (Pérez, 2006, pag. 181), donde si se encontro una
relacion entre ambos polimorfismos y su incidencia en el desarrollo de céancer de
tiroides, donde para Ser734Ala los resultados obtenidos fueron OR de 1,51 (1.14- 1,99)
y un valor de probabilidad de 0.001; por su parte en el caso de Arg1980Trp el valor de
OR fue de 2,35 (1.50- 3.66) y su probabilidad menor de 0.001, presentando ambos un
equilibrio alélico. Como conclusion se podria decir que el gen TG podria ser un
marcador de susceptibilidad para dicha enfermedad en poblacion espafiola. Ademas en
el polimorfismo Arg1980Trp se encontraron los 3 genotipos dentro de los 442

participantes.

“Entre otros estudios de asociacién del gen TG estd el estudio en el riesgo de
enfermedades autoinmunes murina y humanas, resultando buenos marcadores de
susceptibilidad a la enfermedad de Graves y a la tiroiditis de Hashimoto, en poblacién
norteamericana” (Ban Y. G., 2003, pag. 15123). “Estos resultados fueron comparados en
el estudio de Collins y colaboradores, donde no encontraron asociacion entre las
variantes y el desarrollo de la enfermedad autoinmune en poblacién de Reino Unido”
(Collins, y otros, 2004, pag. 6338). “Por ultimo se evalud en la poblacion asiatica la
variante del exon 33, donde no encontraron influencia del polimorfismo sobre el

desarrollo de enfermedades autoinmunes de tiroides” (Ban, y otros, 2012, pag. 37504).

4.6.4. Modulacién de los factores ambientales (edad, género, alcohol y
tabaco)
4.6.4.1. Género

Para conocer la relacion que existe entre los factores ambientales con el desarrollo de
cancer de tiroides se realiz6 Odds ratios que nos permite conoce el riesgo relativo que
tiene cada uno de los genotipos sobre la predisposicion a la enfermedad. Los resultados

se detallan en la tabla 12.
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Tabla 12. Analisis estadistico, estratificado por género, para los grupos en estudio con el cancer de

Tiroides.
Polimorfismo Argl980Trp
Mujeres |  OR95%IC P Hombres OR 95 % IC P
Genotipos Casos [Controles Casos | Controles
Arg/Trp 32 23 3,130 (0.858 - 11.417)| 0.0839 14 12 15,08 (0.770 - 295.205) | 0.0738
Trp/Trp 4 9 0 6
Polimorfismo Ser734ala
Mujeres ‘ OR95%IC P Hombres OR95%IC P
Genotipos Casos [Controles Casos | Controles
Ser/Ser 4 0 5 0
Ser/Ala 24 5 2.020 (0.094 - 43.291)| 0.6529 17 12 7,857 (0.397 - 155.421) | 0.1758
AlafAla 8 9 5,400 (1.393 -20.922) | 0.0147 10 6 0.850 (0.242 - 2.976) 0.7954

Nota: Peralta, Natalia, 2015

La distribucion de genotipos para el polimorfismo Arg1980Trp estratificado por género
muestra que en mujeres se presenta mayormente el genotipo Arg/Trp, lo que confiere un
OR igual a 3,13 y una probabilidad asociada de 0.08, ligeramente mayor a 0.05. Lo que
significa que hay 3 veces mayor probabilidad de presentar este genotipo en mujeres Y en
el caso de hombres esta probabilidad es mayor con un valor de OR igual a 15.080 y una

probabilidad estadistica asociada de 0.073 ligeramente superior a 0.05.

Por otro lado el polimorfismo Ser734Ala, muestra un valor de 0.01 para p en el genotipo
Ser/Ala, lo que significa que las mujeres podrian presentar mas frecuentemente este
cambio de base cuando tienen la enfermedad. Sin embargo en el grupo de hombres no se
encontré diferencias entre grupos, ni alguna asociacion entre el género y la

predisposicion a presentar un genotipo.

El alto porcentaje de casos de mujeres con cancer de tiroides se
justificaria en relacion a las hormonas sexuales, principalmente con el
incremento en los niveles de estrégenos ya que estos elevan los niveles
séricos de la tiroglobulina fijadora de tiroxina ( TBG, thyroxine binding
globulines) lo que a su vez eleva los niveles de T4, es asi que las mujeres
tienen niveles de TBG de entre 10% y 20% mayores que en hombres, los

cuales pueden aumentar hasta un 50% durante el embarazo, con
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incrementos equivalentes de la TSH; el aumento de estrdgenos mensuales
y durante los embarazos inducen a las elevaciones de la TSH que
estimulan la tiroides y a la larga favorecen a sus afecciones (Gonzales G.

F., 1999, pag. 125).

4.6.4.2. Edad

Tabla 13. Andlisis estadistico, estratificado por género, para los grupos en estudio con el cancer de
Tiroides.

Polimorfismo Ser734Ala
Genotipo 39-48 49-58 OR P
Ser/Ser 0 1
Serfala 10 8 0412 (0.015 a 11.458) 0.6011
Alafala 4 5 1,6625 (0.312 to 7.819) 0.5870
Polimorfismo Argl980Trp
Genotipo 39-48 49-58 OR P
Arg/Trp 12 = 0.269 (0.010 a 7.189) 0.433
Trp/Trp 1 0

Nota Peralta, Natalia, 2015

Se realizaron andlisis con dos grupos de edad obtenidos sin que se aprecie diferencia
significativa para ninguno de ellos. La interaccion entre el genotipo y la edad no tuvo
efecto significativo sobre el riesgo en ninguno de los polimorfismos del gen TG. Las OR

fueron inferiores a la unidad en la mayoria de los casos
4.6.4.3. Consumo de alcohol y tabaco

El anélisis estratificado por habitos de consumo de alcohol y tabaco, para los grupos en

estudio, se muestra en la tabla 14.
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Tabla 14. Anélisis estadistico, estratificado por consumo de alcohol, para los grupos en estudio con el

cancer de Tiroides.

Polimorfismo Ser734Ala del Exon 10

Genotipo Alcohol No alcohol OR IC95 % P
Ser/Ser 4 5 0.800 0.195a 3.283 0.757
Ser/Ala 29 29 1,539 0.646 a 3.663 0.331
Ala/ala 13 20 1,231 0278 a 5454 0.785

PolimorfismoArgl980Trp del Exdn 33

Alcohol No alcohol OR IC95 % P
Arg/Arg 0 0 0.785 0.015a40518 0.904
Arg/Trp 46 36 1,022 0.366 a 2.855 0.967
Trp/Trp 10 8 0.611 0.015a4522 0.103

Nota: Peralta, Natalia 2015

Por otra parte los resultados obtenidos para el consumo de alcohol muestran un OR
menor a 1 considerado como un factor protector lo que significaria que el consumo de
alcohol podria disminuir la probabilidad de tener cancer de tiroides. Este resultado es
corroborado por Preston, Franchesci, Ron y Negri en el 2003, en cuyo estudio no se
encontrd asociacion, por el contrario, el consumo de alcohol es citado como factor que
disminuye el riesgo de padecer cancer tiroideo, debido a que el alcohol actia en el
organismo como anti-estrogeno, al igual que sucede con el habito de fumar. (Gonzéles
G. F., 1999, pag. 128). Por otra parte en el estudio realizado por Pérez 2006, en
poblacién espafiola encuentra significancia entre el genotipo Arg/Arg con el consumo de
alcohol; donde el riesgo para estos individuos fue de 0,27 veces menor que para los no

bebedores del mismo genotipo.
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Tabla 15. Analisis estadistico, estratificado por consumo de cigarrillo, para los grupos en estudio con el
cancer de Tiroides.

Polimorfismo Ser734Ala del Exdn 10
Genotipo no tabaco tabaco OR IC95 % P
Ser/Ser 3 ) 0.159 0.035a0.721 0.017
Ser/Ala 44 14 5,500 2170a13.939 0.0003
Ala/ala 12 21 0.8750 0.1844 to 4.1510 0.867
PolimorfismoArgl980Trp del Exdn 33
no tabaco tabaco OR IC93 % P
Arg/Arg 1] 0 26319 0.049 3 1.33 0.6447
Arg/Trp 23 59 07797 0.262 a 2324 0.6551
Trp/Trp ) 12 1,923 0.034 to 108.515 0.751

Nota: Peralta, Natalia 2015

En el polimorfismo Ser734Ala se encuentra el genotipo Ser/Ala con un OR de 5.5 y un
valor de probabilidad significativo lo que significativa que las personas que presenten
este genotipo tiene 5 veces mas probabilidad de presentar la enfermedad si consumen
tabaco. En el polimorfismo Arg1980Trp el genotipo Arg7Trp presenta un valor de 2.53
pero sin probabilidad estadistica significativa, estos valores comparados con un estudio
realizado por Pérez 2006, en la poblacion espafiola se determind que el consumo de
tabaco no tuvo efecto significativo sobre ninguno de los SNP’s en estudio, teniendo un
valor de OR inferior a 1, incluyendo el genotipo Ala/Ala del ex6n 10 con un OR igual a
0.67 gue sin embargo no presenta riesgo de significacion estadistica. Un estudio similar
realizado por Preston, Franchesci, Ron y Negri en el 2003, sugiere que el consumo
habitual de tabaco se asocia a la reduccion en un 40 % de riesgo a presentar cancer de

tiroides.
4.6.4.4. Asociacion estratificado por tipo de cancer

El cancer bien diferenciado puede constituir dos estirpes, cancer papilar y cancer
folicular, se analizaron las variantes genéticas estratificando por tipo de estirpe, los

resultados se detallan en la tabla 16.
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Tabla 16. Estudio de la asociacion de las variantes genéticas del gen Tg, estratificado por tipo de cancer

Polimorfismo Argl980Trp

Genotipo Papilar Folicular OR 95 % IC
Arg/Trp 39 a

3,658 (0.192 a 69.679) 0.3883
Trp/Trp 3 0

Polimorfismo Ser7344la

Papilar Folicular OR 95 % IC
Ser/ser 3 3 0.346 (0D.039 a 3.080) 0.3414
Ser/Ala 13 2 6,500(0.731 8 57.831) 0.0932
Ala/Ala 26 3 18.000(2.113 3 153.311) 0.0082

Nota: Peralta, Natalia 2015

En el polimorfismo Arg1980Trp se encontraron los genotipos Arg/Trp 'y Trp/Trp en los
50 pacientes, de los cuales 39 fueron diagnosticados con cancer de tiroides papilar y
presentaron genotipo Arg/Trp y solo 3 pacientes presentaron el genotipo variante
Trp/Trp. Con respeto al cancer de estirpe folicular solo 8 pacientes presentaron el
genotipo Arg/Trp y ninguno el genotipo variante, dentro del analisis de OR se obtuvo
un valor de 3.658 pero sin probabilidad estadistica significativa. Para el genotipo
Arg/Trp,

Se puede concluir que la variante genética no estd asociada a presentar cancer papilar o
cancer folicular. En un estudio similar en poblacion europea se encontrd que un cambio
en la base incrementd la susceptibilidad a desarrollar cualquiera de los dos tipos de

cancer diferenciados.

Con respecto al polimorfismo Ser734Ala, se muestra que en el cancer papilar hay un
predominio con el genotipo variante Ala/Ala, seguido por la heterocigosidad del
genotipo variante Ser/Ala, y para el cancer de estirpe folicular; 3 pacientes con el
genotipo variante Ala/Ala y 2 para el genotipo variante Ser/Ala. Después dl anélisis de
OR se obtuvo el valor del genotipo Ser/Ala 6.500 pero la probabilidad estadistica no era

significativa, pero por otro lado el genotipo Ala/Ala presento un OR de 18.00 y una
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significancia de 0.008 lo que se traduce que hay 18 veces méas de probabilidad de
presentar cancer papilar si se tiene este genotipo Con esto se concluye que el genotipo
Ala/Ala podria estar relacionado positivamente con la ocurrencia del cancer de tiroides
papilar. “Resultados similares se presentan en el estudio Europeo donde se muestran
diferencias significativas con valores de OR mayores para la variante Ala/Ala, sin
embargo este efecto fue independiente del caracter histoldgico del carcinoma, ya que
este genotipo incrementd la susceptibilidad tanto en las variantes foliculares como

papilares” (Pérez, 2006, pag. 112).
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CONCLUSIONES

No se encontrd asociacion de las variantes genéticas Ser734Ala y Arg1980Trp del gen
tiroglobulina (TG) con el riesgo en el desarrollo y progresion de cancer tiroideo bien
diferenciado en muestras de pacientes diagnosticados de SOLCA Nucleo de Quito. Por

lo tanto se acepta la hipotesis nula.

El polimorfismo Ser734Ala presenta los tres genotipos para el grupo de casos; 4
homocigotos normales (TT), 17 homocigotos raros (GG) y 29 heterocigotos (TG). En el
grupo de controles se encontré6 que 5 fueron homocigotos normales (TT), 16
homocigotos raros (GG) y 29 heterocigotos (TG). En cuanto a la frecuencia del alelo T,
en los casos afectos fue de 0.37 y en los controles de 0.39; mientras que la frecuencia del

alelo G tanto en controles como en afectos fue de 0.63 y 0.61 respectivamente.

Las frecuencias genotipicas para el polimorfismo Arg1980Trp fueron 47 heterocigotos
(CT), 3 homocigotos raros (TT) y no se encontraron homocigotos normales (CC), en el
grupo de casos Yy en el grupo de controles se encontrd que 35 fueron heterocigotos (CT),
15 homocigotos raros (TT) y no se encontraron homocigotos normales (CC). En cuanto
a la frecuencia del alelo C, en los casos afectos fue de 0.47 y en los controles 0.35;

mientras que la frecuencia del alelo T en controles 0.65 y en afectos fue de 0.53.

Dentro de la variante genética Argl980Trp, los genotipos Arg/Trp y Trp/Trp, no estan
asociados a presentar una mayor incidencia para el cancer papilar ni para el cancer

folicular.

En la variante genética Ser734Ala, el genotipo Ala/Ala tiene una mayor probabilidad de

presentar cancer de tiroides de estirpe papilar.

El genotipo Arg/Trp presenta mayor probabilidad de ocurrencia en hombres que en

mujeres. Por su parte el genotipo Ala/Ala se presenta en mayor frecuencia en mujeres.
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Existe un fuerte predominio de la enfermedad entre los 39 y 58 afios con un promedio de
47 afos. En el estudio por genotipos no se encontrd relacion con ninguna de las

variantes en estudio.

Como resultado de este estudio se determind que existe mayor ocurrencia en el habito
de fumar relacionado con el genotipo Ser/Ala.

Segun los resultados de esta investigacion el consumo de alcohol esta asociado con la
disminucion en la frecuencia de la enfermedad, es asi que podria disminuir la

probabilidad de tener cancer de tiroides bien diferenciado.

El kit empleado junto con el protocolo de extraccion de acidos nucleicos sugerido por
invitrogen permitio obtener ADN de calidad y cantidad aceptable, a partir de muestras

bioldgicas de tumor fresco y parafinas.

El aumento de ciclos en el programa del termociclador durante la técnica de PCR
permitié una satisfactoria amplificacion del ADN proveniente de parafina, debido a su

baja calidad y exceso de inhibidores.
Las enzimas de restriccion son una herramienta Gtil para la identificacion de variantes

genéticas a través de cortes precisos, que a su vez nos permiten la identificacion de

genotipos del gen en estudio.
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RECOMEDACIONES

Dar continuidad a este tipo de trabajos para impulsar la investigacion genética de
enfermedades que afectan a la poblacion ecuatoriana.

Ampliar el nimero de participantes en el estudio para futuras investigaciones

sobre cancer de tiroides.

Debido a que el cancer es una enfermedad multigénica, se sugiere buscar
nuevos genes candidatos como en la sintesis de hormonas, reparacion y

regulacion celular.

Se propone para estudios posteriores con asociacion de genes, elaborar
haplotipos con el fin de obtener marcadores de susceptibilidad especificos para

el cancer de tiroides bien diferenciado.

Hacer un estudio del gen Tiroglobulina en poblacidon Ecuatoriana con el fin de
conocer los genotipos propios de la poblacion para los polimorfismos del mismo

gen.

Debido a los resultados obtenidos en la cuantificacién del ADN se recomienda
utilizar muestras de tejido fresco para lograr mejores resultados en técnicas

moleculares posteriores.

Realizar secuenciacion de los genotipos como técnica de verificacion de

resultados.
Utilizar técnicas como re purificar el ADN extraido, diluir y cuantificar el

mismo o incluir BSA a la extraccion de ADN, si existe exceso de inhibidores

que imposibilita la amplificacién en PCR.
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ANEXOS

Anexo 1. Carta de autorizacion por parte de SOLCA Ndcleo de Quito para tomar las
muestras bioldgicas.

SOCIEDAD DE LUCHA CONTRA EL CANCER
50!.("

ECUADOR ¥01361

NUCLEO DE QUITO

OF. No. 205.14-P
Quito, 22 de julio/2014

Sefior M.D D.B

César Paz y Mifio

Decano del Instituto de Investigaciones Biomédica
Facultad de Ciencias de la Salud

Presente.-

Hago referencia a su comunicacién de fecha 10 de julio en el cual solicita
autorizacién para que el Dr. Patricio Peralta tome muestras de tejido tumoral y
sangre periférica de pacientes diagnosticados con cancer de tiroides para el
proyecto de investigacién denominado: “Asociacion de las variantes Ser734A/a y
Arg1980Trp del gen tiroglobulina (TG) con el cancer tiroideo en poblacién
ecuatoriana”.

Al respecto tengo a bien indicarle que esta autorizada su solicitud, el Dr. Peralta
podra colaborar con la investigacion que se desarrollara en el Instituto de
Investigaciones Biomédicas.

Atentamente, v
LR /)

/

/

* Y

) . /; -‘./_{t/((‘f.‘;‘;‘/
Ing. Soloh Espinosa Ayala
Gral. Brig. ®
Presidente de SOLCA
Nucleo de Quito

cc. Direccion Ejecutiva
Direccion Médica
Dr. Peralta
Docencia
Recursos Humanos

SEAJaxc
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Anexo 2. Carta de certificacion de la realizacién del estudio en el Instituto de

Investigaciones Biomedicas.

Instituto de Investigaciones Biomédicas
UNIVERSIDAD DE LAS AMERICAS
Laurcate International Universities
Telf/Fax (593-2) 3340229 Mail: iib-udla@udla.edu.ec

Quito, julio 10,2014

Ingeniera
Diana Calero
DIRECTORA DE BIOTECNOLOGIA DE LOS RECURSOS NATURALES

Presente.-

Certifico que la sefiorita Natalia Carolina Peralta Vallejo estudiante de noveno semestre de la
carrera Biotecnologia de los Recursos Naturales de la Universidad Politécnica Salesiana
realizard su tesis de grado con el tema “Asociacion de las variantes Ser734Ala y Argl980Trp
del gen tiroglobulina (TG) con el cancer tiroideo bien diferenciado en la poblacion
ecuatoriana”. La cual se desarrollard en el Instituto bajo mi cargo como parte de la linea de
investigacion de éste centro de la Universidad de las Américas. Debo puntualizar que esta tesis
es parte de un proyecto de investigacion sobre cancer, cuyos resultados son propiedad
intelectual del instituto de Investigaciones Biomédicas, y parte de los mismos seran cedidos
para dicha tesis como colaboracion con su Universidad, asi mismo nos comprometemos a que
las posibles publicaciones y trabajos cientificos que surjan de esta tesis se hard con los

respectivos créditos a las dos instituciones colaboradoras.

Atentamente,

87
L2 s
Paz-y-Miio, M.D. D.B.
Decano del Instituto de
Investigaciones Biomédicas
Facultad de Ciencias de la Salud

Instituto de Investigaciones Biomédicas
Facultad de Ciencias de la Salud

Queri y Avd. Granados, Bloque 5. P-3
P R
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Anexo 3. Consentimiento informado — Informacion al paciente.

Instituto de Investigaciones Biomédicas

UNIVERSIDAD DE LAS AMERICAS

Laurcate International Universitices

CONSENTIMIENTO INFORMADO — INFORMACION AL PACIENTE

Antes de proceder a la firma de este consentimiento informado, lea atentamente la informacién que a
continuacioén se le facilita y realice las preguntas que considere oportunas.

Importancia:

Se conoce poco acerca de la etiologia del cancer en general y del tiroideo en particular debido a que es
una enfermedad indolente, de buen pronéstico y baja morbi-mortalidad en comparacién con otros tipos de
cancer. Ademas se considera que tienen una estrecha relaciéon con el ambiente, la exposicion a
radiacion electromagnética y a edades avanzadas.

La probabilidad de ser diagnosticado con cancer de tiroides ha aumentado en los ultimos afios, la mayor
parte de esto se debe al aumento de uso de ecografias de la tiroides, la cual puede detectar pequefios
nédulos de tiroides que de otra manera no se hubiesen encontrado. Sin embargo, los estudios a nivel
molecular son limitados en Ecuador a pesar de su alta especificidad y sensibilidad. El objetivo de este
estudio es desarrollar nuevos métodos para el diagnoéstico molecular oportuno de céancer tiroideo que
ganen confiabilidad y menor agresividad.

Implicaciones para el donante/paciente:

« La donacién/participacion es totalmente voluntaria.

« El donante/paciente debe ser mayor de edad. En casos en que el donante/paciente es menor de
edad, los padres/tutores legales actuaran como personas responsables.

« El donante/paciente puede retirarse del estudio cuando asi lo manifieste, sin dar explicaciones y sin
que esto repercuta en sus cuidados médicos.

« El estudio derivado carece de caracter lucrativo y sera financiado con fondos del Instituto de
Investigaciones Biomédicas (II1B) de la Universidad de las Américas (UDLA).

« Todos los datos de caracter personal, obtenidos en este estudio son confidenciales.

« La donacion/informacion obtenida se utilizara exclusivamente para los fines especificos de este
estudio.

Procedimiento para la obtencion de muestra:

Para poder llevar a cabo este estudio, necesitamos que usted done voluntariamente una muestra
de tejido tumoral y de sangre. En ningun caso se le realizaran intervenciones especificamente para este
estudio. Como le mencionamos, las muestras que utilizaremos para este estudio se obtendran a partir de
las intervenciones programadas por su médico tratante y que usted necesita para el diagnéstico y
seguimiento de la enfermedad.

Riesgos de la investigacion para el donante/paciente:

El estudio para el que se solicita la donacién voluntaria no acarrea ningln riesgo para
donante/paciente.

Si requiere informacién adicional se puede poner en contacto con nuestro personal de BACM en el
teléfono: 23970000 o en el correo electronico: iib-udla@udla.edu.ec
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Anexo 4. Resultados de los genotipos para el exén 10.

Individuos Tamafio del Genotipo
fragmento
1 281,95 Homocigoto Ala/Ala
2 376 Homocigoto Ser/Ser
3 281,95 Homocigoto Ala/Ala
4 376,281,95 Heterocigoto Ser/Ala
5 376,281,95 Heterocigoto Ser/Ala
6 376,281,95 Heterocigoto Ser/Ala
7 281,95 Homocigoto Ala/Ala
8 376,281,95 Heterocigoto Ser/Ala
9 376,281,95 Heterocigoto Ser/Ala
10 281,95 Homocigoto Ala/Ala
11 281,95 Homocigoto Ala/Ala
12 376,281,95 Heterocigoto Ser/Ala
13 376,281,95 Heterocigoto Ser/Ala
14 281,95 Homocigoto Ala/Ala
15 281,95 Homocigoto Ala/Ala
16 376,281,95 Heterocigoto Ser/Ala
17 376,281,95 Heterocigoto Ser/Ala
18 376 Homocigoto Ser/Ser
19 376,281,95 Heterocigoto Ser/Ala
20 376,281,95 Heterocigoto Ser/Ala
21 376,281,95 Heterocigoto Ser/Ala
22 376,281,95 Heterocigoto Ser/Ala
23 281,95 Homocigoto Ala/Ala
24 376,281,95 Heterocigoto Ser/Ala
25 376,281,95 Heterocigoto Ser/Ala
26 376,281,95 Heterocigoto Ser/Ala
27 376,281,95 Heterocigoto Ser/Ala
28 376,281,95 Heterocigoto Ser/Ala
29 281,95 Homocigoto Ala/Ala
30 376,281,95 Heterocigoto Ser/Ala
31 376,281,95 Heterocigoto Ser/Ala
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32 281,95 Homocigoto Ala/Ala
33 281,95 Homocigoto Ala/Ala
34 376,281,95 Heterocigoto Ser/Ala
35 376,281,95 Heterocigoto Ser/Ala
36 376 Homocigoto Ser/Ser
37 376,281,95 Heterocigoto Ser/Ala
38 281,95 Homocigoto Ala/Ala
39 281,95 Homocigoto Ala/Ala
40 376,281,95 Heterocigoto Ser/Ala
41 376,281,95 Heterocigoto Ser/Ala
42 281,95 Homocigoto Ala/Ala
43 281,95 Homocigoto Ala/Ala
44 376 Homocigoto Ser/Ser
45 281,95 Homocigoto Ala/Ala
46 376,281,95 Heterocigoto Ser/Ala
47 376,281,95 Heterocigoto Ser/Ala
48 281,95 Homocigoto Ala/Ala
49 376,281,95 Heterocigoto Ser/Ala
50 376,281,95 Heterocigoto Ser/Ala
51 376 Homocigoto Ser/Ser
52 376,281,95 Heterocigoto Ser/Ala
53 376,281,95 Heterocigoto Ser/Ala
54 376,281,95 Heterocigoto Ser/Ala
55 376,281,95 Heterocigoto Ser/Ala
56 376,281,95 Heterocigoto Ser/Ala
57 376,281,95 Heterocigoto Ser/Ala
58 281,95 Homocigoto Ala/Ala
59 376 Homocigoto Ser/Ser
60 376,281,95 Heterocigoto Ser/Ala
61 376,281,95 Heterocigoto Ser/Ala
62 281,95 Homocigoto Ala/Ala
63 376,281,95 Heterocigoto Ser/Ala
64 281,95 Homocigoto Ala/Ala
65 376 Homocigoto Ser/Ser
66 376,281,95 Heterocigoto Ser/Ala
67 376 Homocigoto Ser/Ser
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68 281,95 Homocigoto Ala/Ala
69 376,281,95 Heterocigoto Ser/Ala
70 376,281,95 Heterocigoto Ser/Ala
71 281,95 Homocigoto Ala/Ala
72 376,281,95 Heterocigoto Ser/Ala
73 281,95 Homocigoto Ala/Ala
74 281,95 Homocigoto Ala/Ala
75 281,95 Homocigoto Ala/Ala
76 376,281,95 Heterocigoto Ser/Ala
77 281,95 Homocigoto Ala/Ala
78 281,95 Homocigoto Ala/Ala
79 376,281,95 Heterocigoto Ser/Ala
80 281,95 Homocigoto Ala/Ala
81 281,95 Homocigoto Ala/Ala
82 281,95 Homocigoto Ala/Ala
83 376,281,95 Heterocigoto Ser/Ala
84 376,281,95 Heterocigoto Ser/Ala
85 376,281,95 Heterocigoto Ser/Ala
86 376,281,95 Heterocigoto Ser/Ala
87 376,281,95 Heterocigoto Ser/Ala
88 281,95 Homocigoto Ala/Ala
89 281,95 Homocigoto Ala/Ala
90 376,281,95 Heterocigoto Ser/Ala
91 376,281,95 Heterocigoto Ser/Ala
92 376,281,95 Heterocigoto Ser/Ala
93 376,281,95 Heterocigoto Ser/Ala
94 376,281,95 Heterocigoto Ser/Ala
95 376,281,95 Heterocigoto Ser/Ala
96 281,95 Homocigoto Ala/Ala
97 376,281,95 Heterocigoto Ser/Ala
98 376,281,95 Heterocigoto Ser/Ala
99 376,281,95 Heterocigoto Ser/Ala
100 376 Homocigoto Ser/Ser

72




Anexo 5. Resultados de los genotipos para el exon 33.

Individuo Tamario del Fragmento Genotipo
1 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
2 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
3 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
4 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
5 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
6 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
7 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
8 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
9 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
10 324 Homocigoto Trp/Trp
11 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
12 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
13 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
14 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
15 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
16 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
17 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
18 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
19 324 Homocigoto Trp/Trp
20 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
21 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
22 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
23 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
24 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
25 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
26 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
27 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
28 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
29 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
30 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
31 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
32 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
33 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
34 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
35 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
36 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
37 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
38 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
39 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
40 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
41 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
42 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
43 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
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44 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
45 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
46 324 Homocigoto Trp/Trp
47 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
48 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
49 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
50 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
51 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
52 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
53 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
54 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
55 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
56 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
57 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
53 324 Homocigoto Trp/Trp
59 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
60 324 Homocigoto Trp/Trp
61 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
62 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
63 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
64 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
65 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
66 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
67 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
68 324 Homocigoto Trp/Trp
69 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
70 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
71 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
72 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
73 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
74 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
75 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
76 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
77 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
78 324 Homocigoto Trp/Trp
79 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
80 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
81 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
82 324 Homocigoto Trp/Trp
83 324 Homocigoto Trp/Trp
84 324 Homocigoto Trp/Trp
85 324 Homocigoto Trp/Trp
86 324 Homocigoto Trp/Trp
87 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
88 324 Homocigoto Trp/Trp
89 324 Homocigoto Trp/Trp
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90 324 Homocigoto Trp/Trp
91 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
92 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
93 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
94 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
95 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
96 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
97 324 Homocigoto Trp/Trp
98 324 Homocigoto Trp/Trp
99 324 Homocigoto Trp/Trp
100 324,148,176 Heterocigoto Arg/Trp
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Anexo 6. Kit de extraccion de ADN

Anexo 7. Técnica de extraccion de ADN

76



Anexo 8. Muestra de tumor de Tiroides fresca

Anexo 9. Bloques de parafina de tumores de tiroides
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Anexo 10. Técnica de PCR

Anexo 11. Elaboracion de electroforesis en gel de agarosa
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