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

cuidadosos en scparar la especulacién de la verdad.

Carl Sagan
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Tntroduccion

1. INTRODUCCION

1.1. El tiroides

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

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

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

donde se produce la calcitonina.

Glandula tiroides

cartilago tiroides

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

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

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

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


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

la region del promotor del gen diana.

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

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

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

mecanismos intrinsecos (autorregulacion tiroidea).

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

proteolisis.

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

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

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

del crecimiento y glucocorticoides.


http://www.monografias.com/trabajos14/administ-procesos/administ-procesos.shtml#PROCE
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La autorregulacion tiroidea es un mecanismo intrinseco de regulacion mediante el
cual el tiroides puede modular la cantidad de yodo que capta y la cantidad de hormona
tiroidea que sintetiza, con independencia de TSH. En respuesta a un aumento brusco de
la administracion de yodo, reduce su transporte activo y, por ende, las concentraciones
de yodo intratiroideo por debajo de niveles inhibitorios, alcanzandose asi una nueva
situacion de equilibrio. Disminuye a su vez la formacién de AMPc en respuesta a TSH,
la sintesis de TG, la yodacion y la liberacion de hormonas tiroideas (Efecto WOLF-

CHAIKOFF) (Eng et al., 1999).

1.1.1. Patologias del tiroides

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

como en su severidad, prondstico y tratamiento.

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

secrecion excesiva produce hipertiroidismo (o tirotoxicosis).

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

derivan hacia la malignidad (carcinoma tiroideo).

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

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

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

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

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

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

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

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

A) Epiteliales Derivados del Epitelio Folicular
- Diferenciado

Carcinoma papilar y variantes

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

« Encapsulado folicular ~ « Columnar

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

- Indiferenciado o Carcinoma Anaplasico

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

C) De Otro Origen
Linfoma
Sarcoma
Metastasis

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

(Roque et al., 1998).

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

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

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

para el cancer folicular.

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

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

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

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

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

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

los fibrosarcomas (Vassallo y Barrios, 2003).

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

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

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

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

tipo reactivo) (Albores-Saavedra, 2002).

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

precedentes.

1.1.2.1. Base molecular del cancer de tiroides

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

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


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

celular (Segev et al., 2003).

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

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

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

al,. 2001).

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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


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

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

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

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

Cancer folicular

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

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

Cancer medular

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

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

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

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

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

1.1.2.2. Factores de riesgo del cancer de tiroides

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

que implique la combinacion de varios factores.

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

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

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

corporal) (Fleites, 1999).

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

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

a) Radiaciones ionizantes

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

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

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

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

cuello durante la infancia es del 30-40 %.

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

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

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

mayor valor.
b) Dafio tiroideo directo por sustancias quimicas

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

c) Factores genéticos

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

aborto (Kolonel, ef al., 1990).

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

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

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

saturada y colesterol en la dieta).

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

Rossing et al., 1998).

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

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

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

surgir).

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

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

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

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

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

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

elevados mantenidos de TSH es un mecanismo comun.

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

de Suecia).

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

causa (WHO/UNICEF/ICCIDD, 1999).

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

explicar esta asociacion:

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

riesgo de cancer (por hipersecrecion cronica de TSH).

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

dietético-hormonal.

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

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

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

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

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

f) Afecciones tiroideas benignas previas.

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

et al., 2002).

1.1.2.3. Tratamiento del cancer tiroideo

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

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

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

1.1.2.4. Factores prondstico

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

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

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

los de alto riesgo (ACOR, 2005).

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

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

2005).

1.2. Marcadores de susceptibilidad

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

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

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

Hemminki y Shields, 2002).

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

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

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

de 20.000 a 60.000, por lo que si asumimos que existen unos 30.000 genes en el

20



Introduccion

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

los casos este cambio es no conservativo.

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

expresion génica (MacAuley y Ladiges, 2005).

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

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

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

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

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

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

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

comprender los mecanismos carcinogénicos.

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

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

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

de dafio en el DNA.

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

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

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

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

2002; Vodicka et al., 2004).

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

mas de 30 con un papel indirecto.

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

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

1.2.2. Genes de reparacion y SNPs

1.2.2.1. Genes del mecanismo de reparacién BER

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

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

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

DNA.

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

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

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

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

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

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

desestructuradas (Figura 4).

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

requiere ni del dominio N terminal ni del BCRTII.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

1.2.2.1.2. Gen OGG1

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

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

los procesos de carcinogénesis y de envejecimiento.

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

OHJG, tanto a nivel nuclear como mitocondrial.

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

2001; Shinmura y Yokota, 2001).

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

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

1997).

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

lesiones, incluyendo la 8-oxoadenina.

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

funcion de OGG1 contribuyen al proceso carcinogénico.

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

de prostata (Evans, 2005).

1.2.2.2. Genes del mecanismo de reparacién por recombinacion homaéloga

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

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

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

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

ATPasa y actian de forma similar en la reparacion.

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

1998; O'Regan et al., 2001).
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Figura 5: La recombinacién homéloga en células somdticas consiste en un intercambio entre cadenas
catalizado por Rad52 y Rad51 y que involucra XRCC2 y XRCC3 e, indirectamente BRCA1 y BRCA2.
adaptada de http://www.nih.gov/sigs/dna-rep.html (Goode et al., 2002)

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

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

RH, en comparacion con las lineas celulares parentales.

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

estructuras filamentosas en presencia de DNA de simple cadena.

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

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

1.2.2.2.2. Gen XRCC3

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

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

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

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

1.2.3. Genes relacionados con la sintesis hormonal del tiroides

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

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

Biosintesis

Coloide

Lisososma
™~
Membrana
Membrana basal —— Apical

Secrecién

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

1.2.3.1. Gen TSHR (Receptor de TSH)

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

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

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

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

dominios por el exon 10.

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

2004)

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

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

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

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

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

estimulante del tiroides, causan hipotiroidismo congénito

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

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

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

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

humano de la TSH.

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

2003).

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

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

1.23.2.Gen TG

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

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

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

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

respectivamente.

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

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

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

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

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

eventos de duplicacion intragénica y de fusion.

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

2003). (Tabla 1).

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

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

SNP Alelo Localizacion Posicion Posicion Sustitucion
nucléotido aminoacido

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

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

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

E34SNP+73 G/A Intron 34

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

Tomado de Ban et al., 2003

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

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

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

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

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

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

1.2.4. Genes de control del ciclo celular

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

ningln cambio aparente en PTPRJ.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

1.3.1. Evaluaciéon de marcadores de susceptibilidad

1.3.1.1. Métodos convencionales

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

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

que combinan PCR o sus productos con la hibridacion.

1.3.1.1.1. PCR

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

Ingenieria Genética y a toda la Biologia Molecular.

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

llevadas a cabo a distintas temperaturas (Figura 8).

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

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

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

(Leonardo y Kornblihtt, 1993).

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

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

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

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

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

microarrays (Imyanitov et al., 2004).

1.3.1.2. PCR en tiempo real en la deteccion de SNPs

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

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

Silva y Wittwer, 2000).

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

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

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

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

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

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

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

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

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

capilares; D. Capilares de 20 uL de capacidad y su tapa. http://www.roche-mb.com
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Figura 11: Esquema del interior del termociclador LightCycler Roche. A. Camara térmica donde va
colocado el carrusel, la espiral y los ventiladores;, B. El fluorimetro con la LED y los canales de
deteccion de fluorescencia. hittp://www.roche-mb.com

Este sistema se caracteriza por:

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

(Figuras 10y 11).

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

que contiene un diodo LED (light emitting diode), que emite luz azul (470nm) que
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excita los fluorocromos amarillos, fluoresceina (FAM, FITC) y SYBR Green y c) a tres
canales que detectan la luz emitida por los fluorocromos o el SYBRGreen en tres
diferentes longitudes de onda: luz verde (530 nm, fluoresceina y SYBRGreen), luz roja

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

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

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

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

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

real y en la pantalla del ordenador.

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

contaminacion.

El sistema Ligthcycler permite usar distintos protocolos para la incorporacion y

deteccion de fluorescencia. Las dos técnicas mas comunes son:

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

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

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

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

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

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

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

denominado aceptor.

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

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

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

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

1.3.1.2.1. Diseilo de sondas FRET

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

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

(Figura 14).

-de20a30NT
- més estable que el aceptor -de20a30NT

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

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

=

Cadena complementaria no marcada

Maxima distancia
entre sonda y cebador
5 3’

Figura 14: Diseiio de las sondas FRET.

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

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

marcadas.
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1.3.1.2.2. Deteccién de mutaciones con sondas FRET

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

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

Cadena complementaria no marcada

B

A

Cadena complementaria no marcada

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

sangre, tejidos u otras fuentes orgénicas.

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

especificos para cada una de las variantes alélicas.

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

con el alelo alternativo (Figura 17).

5!

3, e Falso apareamiento

o
SNP

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

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

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

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

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

consume tiempo, recursos y se necesitan ciertas habilidades.

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

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

Cada una de las estrategias de optimizacion de la AS PCR tiene sus limitaciones.
La incorporacion de falsos apareamientos adicionales exige un disefio cuidadoso para
no crear problemas de inestabilidad. La busqueda de las concentraciones 0ptimas de los
componentes es un proceso laborioso y largo, que conlleva complicados disefios de
PCR multiplex. El us