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RESUMEN

El carcinoma de tiroides (CT) es la neoplasia mas comun del sistema endocrino y su
incidencia en Colombia se ha incrementado en los ultimos afios. El cancer es una
enfermedad genética, esporadica o hereditaria, que puede desencadenarse por

interaccién de factores genéticos y ambientales.

Diversos estudios epidemioldgicos, han mostrado una relacion entre el riesgo de padecer
CT y el impacto de factores externos como: el estrato socioecondmico, el nivel educativo
y el consumo de alcohol y cigarrillo. De otra parte, dado que existe una mayor incidencia
en el género femenino, se ha planteado la posibilidad de encontrar diferencias de tipo
hormonal, entre casos y controles sanos, evaluando factores como la planificacion
hormonal, la edad de la menarquia y menopausia, el numero de hijos nacidos vivos y la

lactancia.

Teniendo en cuenta lo anterior, en el presente estudio, se analizaron dichos factores a
partir de las entrevistas de 253 pacientes, pareados por género y lugar de procedencia,
con controles sanos, mayores de 50 anos y sin antecedentes familiares de cancer en
primer y segundo grado de consanguineidad. Se evidencié una mayor ocurrencia de
cancer de tiroides en las mujeres que en los hombres, con una relacién de 8:1; el
carcinoma papilar fue el mas frecuente (93,5%), seguido por el folicular (5,9%) y medular
(<1%). La edad promedio de diagnostico fue de 46 afios en casos con carcinoma papilar
de tiroides (PTC, por sus siglas en inglés), y de 45 afios en hombres y 60 afios en mujeres

con carcinoma folicular de tiroides (FTC, por sus siglas en inglés).

El analisis del riesgo mediante el calculo de Odds ratio (OR), revel6 que existe un
incremento significativo en el riesgo de padecer la enfermedad en pacientes de estrato
socioeconomico medio-alto y el nivel de escolaridad superior, ademas, se presento un
incremento del riesgo en los casos que presentaron menarquia temprana, planificacion

hormonal y menopausia no funcional.



De otra parte, en cuatro analisis GWAs de pacientes de Europa y Asia, se ha reportado
el incremento de la susceptibilidad en personas con el alelo de riesgo para los
polimorfismos de los SNPs: rs1867277, rs965513, rs944289, rs116909374, rs2439302,
rs966423 y rs6983267, y considerando que no han sido estudiados en poblaciones de
América del Sur, se realiz6 la genotipificacion alelo especifica de estos polimorfismos,
usando el sistema KASPAR. A partir de los genotipos obtenidos, se realizaron pruebas
de equilibrio de Hardy Weingber (HW) y de asociacion en el programa Plink,
encontrandose que todos presentan un incremento significativo del riesgo, a excepcion
del rs966423, que no cumplié con el equilibrio de HW, por lo tanto, no se incluyo en los
calculos de OR individuales y combinados. El analisis combinado de los SNPs rs965513,
rs944289, rs116909374, rs2439302 y rs6983267, reveld estar relacionados con una
probabilidad tres veces superior en los portadores de 7 o mas alelos riesgo.

La mayor parte de los diagndsticos actuales no son concluyentes, pues se basan en la
aspiracion por aguja delgada (BACAF). Afortunadamente, ha tomado fuerza el
diagnostico molecular, basado en el analisis de mutaciones en genes como BRAF,
asociados con el desarrollo, mal prondstico, recurrencia, metastasis de la enfermedad y
respuesta a tratamientos pre y post quirurgicos. Por esta razén, se amplificd y secuencio
el exon 15 del gen BRAF, en el ADN de 164 muestras de tejido tumoral tiroideo,
encontrandose que la mutacion V600E, se presenté en el 55% de las muestras de PTC,
sin variaciones entre género y edad de diagndstico, pero con una mayor frecuencia en
casos con complicaciones como lesiones bilaterales, mayores a 1cm y con metastasis
a ganglios linfaticos. Adicionalmente, se realiz6 la deteccidon por PCR aleloespecifica de
esta mutacion en muestras de sangre de 239 pacientes, las cuales fueron homocigotas
para el alelo silvestres en su totalidad, confirmando la naturaleza esporadica y

especificidad de la mutacién V600E en este tipo histoldgico.

Palabras clave: carcinoma de tiroides, genotipificacién, ADN, sangre, mutacién V600E,
gen BRAF, SNPs de susceptibilidad.



ABSTRACT

The thyroid carcinoma (CT) is the most common endocrine neoplasia and its incidence
in Colombia has increased in recent years. Cancer is a genetic, sporadic or inherited
disease that can be triggered by interaction of genetic and environmental factors.

Several epidemiological studies have shown a relationship between the risk of CT and
the impact of external factors such as: socioeconomic status, educational level and
consumption of alcohol and cigarettes. Moreover, since there is a higher incidence in
females, has raised the possibility of finding hormonal differences between cases and
healthy controls, it has evaluated factors such as hormonal planning, age at menarche

and menopause, the number of live births and breastfeeding.

Considering the above, in the present study, we evaluated these factors using interviews
of 253 patients, matched by gender and geographical origin, with healthy controls, older
than 50 years and without family history of cancer in first and second degree of
consanguinity. An increased occurrence of TC was evident in women than in men, with a
ratio of 8:1; papillary carcinoma was the most frequent (93.5%), followed by follicular
(5.9%) and medullar (<1%). The average age at diagnosis was 46 years in cases with
PTC, 45 in men and 60 in women with FTC.

Risk analysis by calculating odds ratio (OR), revealed a significant increase in the risk of
disease in patients with medium-high socioeconomic status and higher educational level,
also it showed an increased risk in cases with early menarche, hormonal contraception

and artificial menopause.

Moreover, in four analyzes GWAs of patients from Europe and Asia, has reported
increased susceptibility in people with risk allele for polymorphisms (SNPs): rs1867277,
rs965513, rs944289, rs116909374, rs2439302, rs966423 and rs6983267 and
considering that they have not been studied in populations of South America, we
genotyped these polymorphisms by allele specific PCR, using KASPAR system. From

the genotypes obtained we performed Hardy Weinberg (HW) and association tests in the



software Plink, finding that all are involved in a significantly increased risk, except for
rs966423, which did not fulfilled the HW equilibrium test, therefore, it was not included in
the calculations of individual and combined OR. The combined analysis of SNPs:
rs965513, rs944289, rs116909374, rs2439302 and rs6983267, showed a three-fold

increased probability of disease in carriers of 7 or more risk alleles.

Most of the current diagnosis are inconclusive, since they are based on fine needle
aspiration (FNA). Fortunately, molecular diagnostics have gained strength, based on the
analysis of mutations in genes such as BRAF, associated with the development, poor
prognosis, recurrence, metastasis of the disease and response to pre and post surgical
treatments. For this reason, we amplified and sequenced exon 15 of the BRAF gene in
DNA in 164 tumor samples of thyroid, finding that the V600OE mutation occurred in 55%
of samples PTC, without differences between genders and age of diagnosis, but it was
more often in cases with complications such as: bilateral lesions, size bigger than 1 cm
and with lymph node metastases. Additionally, we performed the detection by allele
specific PCR of this mutation in blood samples from 239 patients and all of they were
homozygous for the wild allele, confirming that V60OE is a sporadic and specificity

mutation in this histological type.

Keywords: Thyroid carcinoma, Genotyping, Blood and Tissue DNA, V600E mutation,
BRAF, susceptibility gene SNPs.



INTRODUCCION

De acuerdo con su incidencia, el cancer de tiroides ocupa el quinto lugar de importancia
en mujeres colombianas lo cual lo convierte en la neoplasia mas comun del sistema
endocrino. GLOBOCAN (2012), reporta para Colombia una incidencia de 1,2 hombres y
8,6 mujeres por 100.000 habitantes. En el afio 2012 se presentaron 68.179 casos en
hombres (0.9% de todos los tipos de cancer) y 229.923 en mujeres (3.5% de todos los

tipos de cancer), siendo el octavo cancer mas comun en mujeres a nivel mundial.

El carcinoma epitelial de tiroides, se origina en las células foliculares o parafoliculares de
la glandula tiroides. El de las células foliculares puede ser clasificado en: diferenciado
(papilar y folicular) y mal diferenciados (insular o pobremente diferenciado y anaplasico
o indiferenciado). La mayoria (80%) corresponden a papilar que, en general, tiene buen
prondstico, es tratable y a menudo curable (INC, 2010). El carcinoma medular de tiroides
tiene su origen en las células C o parafoliculares del tiroides y representa del 3 al 10%
de los casos; dentro de este grupo, se estima que el 25% de los casos familiares estan
asociados al sindrome de neoplasia endocrina multiple (MEN) de tipos 2A 'y 2B, y a la
forma familiar sin asociacion con otras endocrinopatias (CMTF) (Carrefio et al., 2001;
Eng et al., 1997; Eng, 1999).

En Colombia, el diagndstico del carcinoma de tiroides se realiza por aspiracion con aguja
fina (BACAF), aproximadamente en el 10% de estos BACAF los resultados son
indeterminados o sospechosos, como consecuencia de la dificil interpretacién citolégica
que tienen los patrones foliculares o de células de Hurtlhe, ademas, entre el 15y 25%
de los nddulos con hallazgos citolégicos indeterminados, se confirman como malignos
luego de la cirugia (Duque, Garcia, Osorio & Rendon, 2008). Este examen, no aporta
datos sobre la invasion de ganglios linfaticos, recurrencia y metastasis, en este sentido,
una buena opcidén para aproximarse a dicha informacién es el uso de herramientas

moleculares, como la secuenciacion del gen BRAF, importante en la regulacién del ciclo
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celular a través de la activacion de la ruta de las MAP quinasas (Chang & Karin, 2001;
Lupi et al., 2007; M. Xing, 2010; M. Xing et al., 2005).

El riesgo poblacional de presentar carcinoma de tiroides es variable, razén por la cual,
en el presente estudio, se tipificaron siete polimorfismos: (rs1867277, rs965513,
rs944289, rs116909374, rs2439302, rs966423 y rs6983267), previamente analizados y
relacionados con la susceptibilidad a presentar dicho carcinoma en otras poblaciones
como Australia (Bullock et al., 2012), Japon (Bychkov et al., 2013), Italia (Cipollini et al.,
2013), Espafia (Landa et al., 2009), Islandia, Estados Unidos, Holanda (Ghoussaini et al.,
2008; Gudmundsson et al., 2009, 2012), Bielorrusia (Takahashi et al., 2010), Estados
Unidos (Jendrzejewski et al., 2012; Neta et al., 2012), Norte de Europa - UK (Jones et al.,
2012) y China (Ai et al., 2014; Wang et al., 2013).

Debido a que el cancer expresa fenotipos que dependen de la interaccion de los
componentes genético y ambiental, en este trabajo se tuvieron en cuenta como posibles
factores genéticos la mutacion V600E del gen BRAF y los siete polimorfismos
mencionados; como factores ambientales se tomaron algunas caracteristicas
clinicopatolégicas como el tipo y grado histologico, la clasificacion TNM y el estado del
tumor, ademas de variables exdégenas, como el género, la edad, el consumo de cigarrillo

y alcohol, entre otras.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Como se dijo anteriormente, los diferentes fenotipos del cancer obedecen a la interaccion
de desordenes genéticos, con el medio ambiente. El origen de las mutaciones genéticas
puede ser hereditario o esporadico y variar dependiendo de la poblacién estudiada.
Parte del componente ambiental esta constituido por factores exégenos como el

tabaquismo y/o el alcoholismo, frecuentemente asociados con esta patologia.

Las mutaciones responsables del mayor porcentaje de CT se consideran esporadicas, el
5% atribuido a genes de alta penetrancia es de caracter hereditario e incluye parte del
carcinoma medular y los sindromes MEN2A y MEN2B. Los carcinomas diferenciados de
tiroides, entre los que se cuentan las variedades papilar y folicular, se clasifican casi
siempre como esporadicos pero, ultimamente, se ha descrito que el carcinoma papilar

puede ser el resultado de una enfermedad de agregacion familiar (Mosso et al., 2007).

En el caso especifico del carcinoma de tiroides, objeto de este trabajo, se considero
importante ampliar a Colombia el estudio de marcadores y genes previamente analizados
en poblaciones europeas por su relacion con la susceptibilidad al desarrollo de la
enfermedad, como los SNPs: rs1867277, rs965513, rs944289, rs116909374,
rs2439302, rs966423 y rs6983267 (Akulevich et al., 2009; Ghoussaini et al., 2008;
Gudmundsson et al., 2009; Jazdzewski et al., 2008; Jendrzejewski et al., 2012; Jones
etal., 2012; Landa et al., 2009; M. Li et al., 2011; Matullo et al., 2001; Rogounovitch et al.,
2006; Takahashi et al., 2010; Wang et al., 2013) y la mutacién V600E del gen BRAF,

asociada con un mal pronéstico de la enfermedad (Lupi et al., 2007; M. Xing et al., 2005).
Adicionalmente, se tuvo en cuenta el impacto que algunas caracteristicas clinico-

patolégicas y factores exdégenos como el cigarrillo y el alcohol podrian llegar a tener frente

al incremento del riesgo.
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Bajo este contexto y teniendo en cuenta que Colombia es un pais multiétnico, se plante6
la posibilidad de que existiesen variantes y/o combinaciones nuevas para estos genes
en la poblacion muestreada, que pudiesen estar relacionadas estadisticamente con un
incremento de la susceptibilidad a desarrollar este tipo de enfermedad. Con base en lo

anterior, el proyecto se propuso dar respuesta a la siguiente pregunta:

¢ Existe una asociacion estadistica, individual o combinada, de los polimorfismos de los
SNPs rs1867277, rs965513, rs944289, rs116909374, rs2439302, rs966423 y rs6983267,
la mutacion VG60OE del gen BRAF vy los factores exdgenos y/o clinico-patologicos
considerados en la investigacion, con la susceptibilidad a desarrollar cancer de tiroides

en la poblacion muestreada?
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2. JUSTIFICACION

El carcinoma de tiroides es la neoplasia mas comun del sistema endocrino y su gran
variabilidad en cuanto a la forma de presentacién, respuesta a tratamiento y evolucion,
constituye un problema desde el punto de vista patoloégico, quirdrgico y oncoldgico
(Harach, Soubeyran, Brown, Bonneau, & Longy, 2000; Xing, Liu, Xing, & Trink, 2011). El
Instituto Nacional de Cancer de Estados Unidos (NCI, 2013) estimé para el afo 2013,
60.220 casos nuevos de carcinoma de tiroides (3.6% del total) y 1.850 muertes por esta
causa. En Colombia, el Instituto Nacional de Cancerologia (INC, 2010), entre los afios
2000 a 2006, reportd una incidencia anual para carcinoma de tiroides en Colombia de
140 casos en hombres y 3.442 en mujeres (tasa cruda anual de 0,7 y 16,0
respectivamente), constituyéndose en la neoplasia mas comun del sistema endocrino.
Ademas de los factores genéticos, el desarrollo de neoplasias tiroideas puede
desencadenarse por factores ambientales y hormonales, debido, esencialmente, a que
su funcionamiento depende del aporte externo de yodo y de la regulacion del sistema
endocrino (Xing, 2010).

El diagnéstico del carcinoma de tiroides por aspiracidon con aguja delgada o BACAF,
generalmente, no es concluyente ni aporta informacion sobre la invasion de ganglios
linfaticos, recurrencia o metastasis. Una buena opcién para obtener un diagndstico mas
confiable es el uso de herramientas moleculares, como la secuenciacion del gen BRAF,
que puede poner en evidencia algunas mutaciones asociadas con la recurrencia y el mal
pronostico, debido a su importancia en la activacion de la ruta de sefalizacion de las
MAP quinasas, involucrada en el control y regulacion de la apoptosis, inflamacion,
crecimiento celular y diferenciacién (Chang & Karin, 2001; Lupi et al., 2007; Xing, 2010;
Xing et al., 2005). Adicionalmente, la susceptibilidad al cancer de tiroides puede
establecerse mediante la tipificacion de los polimorfismos de los SNPs: rs1867277,
rs965513, rs944289, rs116909374, rs2439302, rs966423 y rs6983267, reportados para
las poblaciones europeas (Akulevich et al., 2009; Ghoussaini et al., 2008; Gudmundsson
et al., 2009; Jazdzewski et al., 2008; Jendrzejewski et al., 2012; Jones et al., 2012; Landa
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et al., 2009; M. Li et al., 2011; Matullo et al., 2001; Rogounovitch et al., 2006; Takahashi
et al., 2010; Wang et al., 2013).

Con este trabajo, se han fortalecido las alianzas -para estudios de cancer-, entre
diferentes grupos de investigacion en Colombia, el Instituto Nacional de Cancerologia,
IPSs, EPSs vy, las Universidades de Oxford y California-Davis, las cuales permiten la
formacion de investigadores, el intercambio y la transferencia de tecnologias que
estimulan el uso de la genética en la practica médica. El desarrollo de este proyecto
respalda la solicitud del grupo para ser parte del consorcio internacional de estudios
genéticos de cancer de tiroides, liderado por la Universidad de Oxford, en el cual

participan grupos de Inglaterra, Espafa, Francia, Italia, Turquia e Iran.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Analizar molecularmente los SNPs rs1867277, rs965513, rs944289, rs116909374,
rs2439302, rs966423 y rs6983267, la mutacion V600E del gen BRAF y algunos
componentes clinico-patoldgicos, en pacientes diagnosticados con carcinoma de
tiroides, con el fin de evaluar estadisticamente la asociacion, individual o combinada,

de los mismos en el desarrollo de esa patologia.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Evaluar en muestras de sangre de pacientes y controles, las variantes de los SNPs
rs1867277, rs965513, rs944289, rs116909374, rs2439302, rs966423 y rs6983267,
con el fin de establecer estadisticamente su asociacién con la presencia o ausencia

de la enfermedad.

* Determinar molecularmente la presencia de la mutacion V600E del gen BRAF, en el
ADN extraido a partir de sangre y tejido tumoral de los pacientes, con el fin de

establecer su caracter germinal o somatico.
* Analizar estadisticamente variables clinico-patolégicas y ambientales como el

consumo de tabaco y alcohol para establecer la relacion del riesgo a desarrollar

carcinoma de tiroides.
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4. HIPOTESIS

Ho No existe asociacién estadistica, individual o combinada, de los polimorfismos de los
SNPs rs1867277, rs965513, rs944289, rs116909374, rs2439302, rs966423 y rs6983267,
la mutacion V60OE del gen BRAF y los factores exdgenos y/o clinico-patologicos
considerados en la investigacion, con la susceptibilidad a desarrollar cancer de tiroides

en la poblacion muestreada.

H1 Los SNPs tipificados, las mutaciones de BRAF vy los factores exdégenos y/o clinico-
patolégicos, considerados en la investigacion, presentan una asociacion, individual o
combinada, con la susceptibilidad a desarrollar cancer de tiroides en la poblacion

muestreada, que es significativa estadisticamente.
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5. MARCO TERICO Y ANTECEDENTES

5.1 LA GLANDULA TIROIDES

La glandula tiroidea se origina como una proliferacion de células epiteliales
endodérmicas en el foramen cecum de la lengua del adulto, que posteriormente
desciende al cuello como un componente del conducto tirogloso. Normalmente es blanda
y desigual en formas y pesos (alrededor de 20 gramos). Se compone de dos I6bulos
laterales, un puente de union y el istmo, tejido tiroideo de grosor variable, pero mucho
mas delgado que los Iébulos laterales. En una persona normal, el istmo puede ser
palpado contra la traquea -entre el cartilago cricoides y el manubrio esternal- (Cafiadas-
Garre et al., 2011; Mansberger & Wei, 1993). Los I6bulos laterales se encuentran bajo la
musculatura vertical y los musculos esternocleidomastoideos, siendo dificil palparlos aun
en una persona joven. Cada I6bulo mide aproximadamente 4.5 cm de alto, 1-2cm de
ancho y 2-3 cm de grosor. Las células foliculares constituyen el 98% del contenido
celular tiroideo y estan especializadas en la regulacion, produccion y secrecion de las
hormonas tiroxina (T4) y triyodotironina (T3), estas hormonas requieren yodo (100-
200ug/dia) y el aminoacido tirosina, para su sintesis y sus funciones son: aumentar la
tasa metabdlica basal, intervenir en la sintesis proteica y aumentar la sensibilidad a las
catecolaminas (tales como la adrenalina), ademas de ser fundamentales para el
desarrollo y el crecimiento en la etapa fetal y neonatal (Young, Lowe, Stevens, & Heath,
2006).

Por otro lado, las células parafoliculares son células epiteliales originadas a partir de la
cresta neural (ectodermo), carecen de polaridad y son las productoras de la calcitonina,
hormona peptidica que participa en el metabolismo de calcio-fosforo (Cafiadas-Garre
et al., 2011).
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5.2 CARCINOMA DE TIROIDES

El carcinoma de tiroides es la neoplasia mas comun del sistema endocrino, la incidencia
mundial es de 68.179 casos en hombres (0.9% de todos los tipos de cancer) y 229.923
en mujeres (3.5% de todos los tipos de cancer), representando el octavo cancer mas
comun en mujeres (GLOBOCAN, 2012). La Sociedad Americana de cancer de Estados
Unidos, estimo para el afio 2015, 65.450 casos nuevos de carcinoma de tiroides (47.230
en mujeres y 15.220 en hombres) y 1.950 muertes por esta causa (American Cancer
Society, 2015). En Colombia, el Instituto Nacional de Cancerologia (INC), entre los afos
2000 y 2006, reporté una incidencia anual para carcinoma de tiroides en Colombia de
140 casos en hombres y 3.442 en mujeres (tasa cruda anual de 0.7 y 16.0
respectivamente), constituyéndose en la neoplasia mas comun del sistema endocrino
(INC, 2010).

La gran variabilidad en cuanto a la forma de presentacion, respuesta a tratamiento y
evolucion, hacen de esta enfermedad un problema, desde el punto de vista patolégico,
quirurgico y oncoldgico. Algunos subtipos de tumores tiroideos forman parte de
sindromes hereditarios originados por distintas alteraciones genéticas, lo cual pone en
evidencia la complejidad de la enfermedad (Cafadas-Garre et al., 2011; Harach et al.,
1999). Ademas de los factores genéticos, el CT puede desencadenarse por factores
ambientales y hormonales, dado que el funcionamiento de la glandula depende del
aporte externo de yodo y de la regulacién del sistema endocrino (Williams, 1999. Los
factores ambientales incluyen elementos genotdxicos (que producen dafio en el ADN)
como el yodo radiactivo y no genotoxicos, como la deficiencia de yodo en la dieta que

estimula la secrecion de la hormona tirotropica (TSH), (DeLellis et al., 2004).

Dependiendo de su origen celular, los tumores tiroideos se clasifican en dos grupos:
carcinomas de las células foliculares tiroideas y carcinomas de las células
parafoliculares. Los carcinomas de origen folicular a su vez se pueden subdividir en
carcinomas bien diferenciados (WDTC), carcinomas pobremente diferenciados (PDTC)

y carcinomas anaplasicos o indiferenciados de tiroides (ATC) (DeLellis et al., 2004).
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Los tumores bien diferenciados engloban dos subtipos de carcinoma: el papilar de
tiroides (PTC) y el folicular de tiroides (FTC). Finalmente, los tumores de origen
parafolicular solo incluyen un subtipo: el carcinoma medular de tiroides (MTC) (DelLellis
et al., 2004).

La edad media de aparicion del carcinoma de tiroides varia en funcion del subtipo, siendo
de 45-50 afios para los pacientes con PTC, de 50 afios en los casos de FTC y MTC, y
de 60 anos para los pacientes diagnosticados con ATC (Delellis et al., 2004). Son
numerosos los estudios que han demostrado que el carcinoma de tiroides es 4 0 5 veces
mas frecuente en mujeres que en hombres y, que esta diferencia tiende a diluirse en las
franjas de edad precoz y avanzada, por ejemplo, en Estados Unidos, la incidencia anual
es de 2,2 nifas y 0,9 nifios por millén, mientras en adolescentes la diferencia entre
geéneros se incrementa con una proporcion de 2,5-6 casos en mujeres por cada hombre
(Figge, 2006), para Japon se reporta una relacion de hasta 13:1 (Wartofsky, 2010). Este
hecho podria explicarse por la existencia de factores de susceptibilidad relacionados con
receptores de hormonas sexuales o por las rutas moleculares que éstos activan (Papini
et al., 2002), dicha disparidad no parece tener relacion con factores ambientales o
dietarios ni con mutaciones somaticas en BRAF, RET/PTC y NTRK, y a pesar que el
estatus del receptor de estrégeno presenta diferencias en la expresion en diferentes tipos
histologicos de CT, su relacion con especificamente con el tumor aun no esta clara
(Rahbari, Zhang, & Kebebew, 2010).

5.2.1 Carcinoma Papilar de Tiroides (PTC). Es un tumor epitelial maligno que muestra
evidencias de diferenciacion celular, manteniendo caracteristicas propias de las células
foliculares tiroideas (tales como la polaridad y produccién de Tg) (DeLellis et al., 2004).
Es el carcinoma tiroideo mas frecuente (80%) y registra una supervivencia total superior
al 90% (Xing, 2010). Su incidencia es tres veces superior en la mujer con respecto al
hombre aunque, entre los pacientes mayores de 50 afios y en los casos pediatricos, la
diferencia tiende a reducirse. Alrededor de un 3-7% de los PTCs son familiares (Corvi
et al., 2001), siendo ésta una forma mas agresiva, habitualmente multifocal en origen y
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con una edad de aparicion mas temprana que las formas esporadicas (Alsanea et al.,
2000).

El PTC generalmente hace metastasis via linfatica, gracias a la abundante red de vasos
linfaticos que irrigan los lobulos tiroideos, por tanto, la metastasis en los ganglios
cervicales es bastante comun. Ademas, esta neoplasia es multicéntrica en un 20% de
los casos y bilateral en un tercio, ya sea en origen o por expansion linfatica intraglandular.

Las metastasis via hematdégena son muy poco frecuentes (Schlumberger, 1998).

El PTC convencional o clasico, es un tumor de crecimiento lento, bien diferenciado y
frecuentemente no encapsulado, caracterizado por la presencia de papilas, formadas por
un eje conjuntivo, revestido por células epiteliales cubicas con nucleos alargados y de
borde irregular, muchos sin cromatina visible (de aspecto vacio) y con pequefios
nucléolos adyacentes a la membrana nuclear. También son comunes los surcos y las
inclusiones nucleares. Otras caracteristicas propias de este subtipo tumoral son la
formacion de calcificaciones, la presencia de coloide y de células gigantes
multinucleadas. Como se muestra en la Tabla 1, es necesario destacar que la entidad
“‘PTC” engloba multitud de variantes con caracteristicas histopatolégicas y moleculares
exclusivas, que difieren de las propias del PTC clasico y que permiten su identificacion
(Canadas-Garre et al., 2011; Garavito et al., 2010). Dentro de estas variantes son de
especial interés por su frecuencia y caracteristicas: la folicular (FVPTC), la esclerosante
difusa (DSV) y la de células altas (TCV) (DeLellis et al., 2004).

Ademas de las caracteristicas histologicas, se han descrito cuatro lesiones genéticas
presentes en las fases tempranas de la tumorogénesis del PTC esporadico: 1.
Reordenamientos cromosomicos, 2. Translocaciones balanceadas 3. Inversiones, que
afectan a los receptores tirosina quinasa RET y NTRK1 y 4. Mutaciones activadoras en
los proto-oncogenes RAS y BRAF (Patel & Shaha, 2006). Todas estas alteraciones
activan la ruta de las MAP quinasas (mitogen-activated protein kinases) y son
mutuamente excluyentes, es decir, no se da mas de una en un mismo tumor, salvo que

éste sea policlonal (Knauf et al., 2005; Nikiforova et al., 2003; Saenko et al., 2003).
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Tabla 1. Variantes histolégicas del carcinoma papilar de tiroides.

* Esclerosante difuso

* Folicular difusa (multinodular)

* Célula clara, alta y columnar

Mayor agresividad * Trabecular

* Des-diferenciado: cancer pobremente

diferenciado con componente de cancer papilar

* Encapsulado
Mejor pronéstico * Microcarcinoma

* Microtumor papilar

Variante folicular
« Solida

Oxifilica (oncocitica)

» Estroma nodular exuberante similar a fascitis
Sin diferencia nodular

» Macrofolicular (similar a bocio)

* Warthin-like

* Cribiforme-morular

* Con estroma lipomatoso

* Atipia nuclear

* Necrosis tumoral

Caracteristicas » Extension extratiroidea
histolégicas de mal « Compromiso de la capsula tiroidea
pronéstico * Invasion vascular arterial o venosa*

» Metastasis ganglionares

* Invasion a tejidos periganglionares

* La invasion vascular comparada con la invasion capsular del tumor tiene un
peor pronostico, ya que incrementa el riesgo de enfermedad metastasica
temprana.

Fuente: Garavito et al., 2010.
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5.2.2 Carcinoma Folicular de Tiroides (FTC). Es un tumor epitelial maligno que muestra
evidencias de diferenciacién celular y carece de las caracteristicas nucleares propias del
PTC (DeLellis et al., 2004). Constituye el 10% de las malignidades tiroideas (Montero-
Conde et al.,, 2008), siendo su incidencia superior en las areas yodo-deficientes. A
diferencia del PTC, el FTC presenta: peor prondstico (tasa de supervivencia a los cinco
anos de seguimiento del 40%), una edad de aparicion mas tardia y apenas se presenta
en edades pediatricas. Se propaga via hematdgena, principalmente a pulmén y huesos,
siendo un 20% la frecuencia de metastasis distal en el momento de diagndstico del tumor.

La expansion via linfatica es poco comun (5%).

Este tipo de carcinoma se relaciona con mutaciones puntuales en la familia de proto-
oncogenes RAS (codones 12, 13 y 61 de K-RAS, H-RAS, N-RAS) y el reordenamiento
PAX8/PPARYy. Al igual que sucede en el PTC, estas alteraciones representan vias
alternativas en el desarrollo temprano de los carcinomas foliculares, coincidiendo en el
mismo tumor en casos excepcionales (Nikiforova et al., 2003, Cassol & Asa, 2011).

Las mutaciones puntuales en RAS constituyen la unica alteracién molecular temprana
compartida por varios tipos de patologias tiroideas: FTC, FVPTC y FA, que curiosamente
presentan un rasgo histolégico comun, la arquitectura folicular. Teniendo en cuenta estas
mutaciones, las mas frecuentes son las que afectan al codén 61 de NRAS. La prevalencia
de esta alteracion varia segun la serie estudiada, siendo mayor en regiones geograficas

yodo-deficientes (Montero-Conde et al., 2008).

5.2.3 Carcinoma Anaplasico o indiferenciado de tiroides (ATC). Se trata de un tumor muy
agresivo originado a partir de las células foliculares tiroideas y representa el 5% de los
carcinomas tiroideos. De acuerdo con su histologia aparece total o parcialmente
compuesto por células que han perdido la diferenciacion, de manera que solo es posible
reconocer su origen gracias a marcadores inmunohistoquimicos especificos (positividad
a la queratina), y al mantenimiento de caracteristicas estructurales propias de una
diferenciacion epitelial previa (presencia de desmosomas y tonofilamentos) (Brown &
Cohen, 2008, DeLellis, 2006). Algunos datos relativos a alteraciones moleculares indican
que las mutaciones en BRAF y RAS parecen conferir una predisposicion a desarrollar
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ATC. Aproximadamente el 15% de los carcinomas pobremente diferenciados y un mayor
porcentaje de tumores indiferenciados son BRAF-positivos. Esta condicion genética esta
asociada a la presencia de un componente papilar en estos tumores. Asimismo, los ATC
positivos para mutaciones en RAS, con frecuencia presentan un componente folicular
(Handkiewicz-Junak, D., Czarniecka, A., & Jarzab, B., 2010; Montero-Conde, et al, 2008).

5.2.4 Carcinoma Pobremente Diferenciado de Tiroides (PDTC). Los carcinomas tiroideos
pobremente diferenciados (PDTC) constituyen una entidad controvertida. Segun la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) son neoplasias originadas a partir de las células
foliculares del tiroides, la mayoria de los pacientes que desarrollan un PDTC mueren en
los tres afos siguientes al diagnéstico, debido principalmente a su extension local y a las

metastasis a distancia, (DeLellis et al., 2004).

El prondstico depende del tamarfio del tumor, el grado de invasién local y las metastasis,
la cirugia aplicada y la respuesta al tratamiento con radio-yodo (Nishida, et al., 1999;
Sobrinho-Simoes, et al., 2002). La ambigliedad de esta patologia asi como la variabilidad
en los criterios diagndsticos, dificultan la estimacién de la prevalencia de la enfermedad.
Esta aceptado que parte de estos tumores se originan a partir de una lesion precursora,
que puede ser tanto un FTC como un PTC (Sobrinho-Simoes, et al., 2002). No obstante,
no se descarta que la mayoria de los casos sean de novo (Pilotti et al., 1997) al igual que
sucede con los tumores anaplasicos, para los cuales se ha documentado, la progresion
de tumores bien diferenciados a tumores anaplasicos con pérdida de expresion del gen
supresor de tumores p53 y se han descrito zonas de transicion entre estas morfologias

tumorales, pero se cree que también pueden surgir de novo (Patel & Shaha, 2006).

5.2.5 Cancer de tiroides del epitelio folicular asociado a sindromes hereditarios. La gran
mayoria de los tumores tiroideos de célula folicular tienen un caracter esporadico, y sélo
una pequena proporcién, cercana a un 6% es consecuencia de una alteracién genética
asociada a una mayor susceptibilidad a desarrollar carcinomas tiroideos (Loh, 1997). Asi,
encontramos agregaciones familiares de PTC, para las cuales no se conoce el gen

responsable, y varios sindromes hereditarios, cuyo gen es conocido, asociados a una
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mayor susceptibilidad a desarrollar distintos subtipos de carcinoma tiroideo. Entre los
sindromes hereditarios asociados a desarrollo de cancer de tiroides se destacan: la
Poliposis Adenomatosa Familiar (FAP, por sus siglas en inglés) o Sindrome de Gardner,

el Sindrome de Cowden y el Complejo de Carney.

5.2.6 Cancer medular de Tiroides (MTC). Constituye entre el 3-10% de todas las
neoplasias malignas de la glandula tiroides, y tiene su origen en las células
parafoliculares del tiroides (células C) (Carrefio, et al., 1997). Se estima que el 25% de
los casos son familiares, y forman parte de la neoplasia endocrina multiple tipo 2 (NEM
2) y el 75% son esporadicos (Forga Llenas, 2007). Se distinguen 3 formas clinicas de
CMT hereditario: asociado al Sindrome de Neoplasia Endocrina Multiple: (MEN) de tipo
2A y 2B, y la forma familiar sin asociacion con otras endocrinopatias (CMTF). En mas
del 95% de los casos hereditarios existe una mutacién del proto-oncogén RET
(REarranged during Transfection) localizado en la region pericentromérica del
cromosoma 10 (10g11.2) (Eng, 1999).

5.3 ESTADIFICACION

La clasificacion de los diferentes estados del tumor se planted para ayudar al clinico a
planear y evaluar los resultados del tratamiento, informar sobre el pronéstico y facilitar el
intercambio de datos entre distintos profesionales, teniendo en cuenta que la
supervivencia de los pacientes cuya enfermedad esta localizada es mayor que la de
aquellos en los que se ha extendido mas alla del 6rgano de origen. El Comité Conjunto
Estadounidense sobre el Cancer (por sus siglas en inglés AJCC) y la Union Internacional
Contra el Cancer (UICC), crearon el sistema de estadificacion TNM que se usa para
describir la mayoria de los tipos de cancer. En las tablas 2 y 3, se presentan los items
tenidos en cuenta en el sistema de clasificacibn TNM y los estados para cancer
diferenciado de tiroides basados en la séptima edicion de los protocolos de AJCC/UICC
(Ghossein et al., 2011).
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Tabla 2. Sistema de clasificacion TNM para cancer de tiroides.

Tumor Primario (pT)

pTX: No se puede evaluar el tumor primario.

pTO0: No hay evidencias del tumor primario

pT1: Tumor de 2 cm o menos, limitado a la tiroides

pT1a: Tumor 1 cm o menos, limitado a la tiroides

pT1b: Tumor mayor a 1 cm pero no mayor a 2 cm, limitado a la tiroides

pT2: El tumor mide mas de 2 cm, pero no mas de 4 cm, limitado a la tiroides

pT3: Tumor mayor a 4 cm limitado a la tiroides o con minima extension extratiroidal.
pT4a: Avance moderado de la enfermedad. Tumor de cualquier tamafio extendido mas
alla de la capsula tiroidea a los tejidos blandos subcutaneos, laringe, traquea, esofago
o el nervio laringeo recurrente.

pT4b: Enfermedad muy avanzada. El tumor invade la fascia prevertebral o envuelve la

arteria caroétida o los vasos mediastinales.

Los carcinomas anaplasicos siempre se consideran T4.

T4a Carcinoma anaplasico Intratiroidal— resecable quirdrgicamente

T4b Carcinoma anaplasico extratiroidal — no resecable quirirgicamente

Ganglios linfaticos regionales (pN)

PNX: No se establecié el estado de los ganglios

pNO: No hay ganglios metastasicos

pN1a: Metastasis a ganglios de Nivel VI (pretraqueal, paratraqueal vy
prelaringeos/Delfianos).

pN1b: Metastasis a los ganglios cervicales unilaterales, bilaterales, contralaterales
(Niveles I, Il, lIl, IV, V) o retrofaringeales o mediastinales superiores (Nivel VII).
Metastasis a distancia (pM)

pMX: No se establecio la presencia de metastasis.

pMO: No hay metastasis a distancia.

pM1: Hay metastasis a distancia.

Fuente: Modificado y traducido de la séptima edicion de los protocolos de AJCC/UICC
(Ghossein et al., 2011)
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Tabla 3. Clasificacidon de estados del carcinoma de tiroides.

Estados en Carcinoma Papilar o Folicular

Menores de 45 aios. 45 afios de edad 0 mas
Estado | Cualquier T Estado | T1 NO MO
Cualquier N Estado |l T2 NO MO
MO Estado lll T3 NO MO
T1,203 N1a MO
Estado Il Cualquier T Estado IVA T4a NOoN1a MO
Cualquier N Cualquier T N1b MO
M1 Estado IVB T4b Cualquier N MO

Estado IVC Cualquier T CualquierN M1

Carcinoma Indiferenciado

Carcinoma Medular (cualquier edad) (Anaplasico)
Estado | T NO MO | Siempre es considerado estado IV
Estado Il T203 NO MO Estado IVA T4a, Cualquier N, MO
Estadolll T1,203 N1a MO
Estado IVA T4a NOoN1a MO |EstadoIVB T4b, Cualquier N, MO

Cualquier T N1b MO
Estado IVB T4b CualquierN MO | Estado IVC Cualquier T,
Estado IVC Cualquier T CualquierN M1 Cualquier N, M1

Fuente: Modificado y traducido de la séptima edicion de los protocolos de
AJCC/UICC (Ghossein et al., 2011).

Ademas de lo anterior, los pacientes pueden clasificarse segun el riesgo de recurrencia
(Tabla 4), la cual se incrementa con la edad, aunque también es alta en jévenes. Debe
valorarse después de la cirugia inicial y la ablacion con yodo radiactivo (I-'3"), teniendo
en cuenta factores como la radicalidad de la reseccion, la invasion locorregional, la

invasion micro o macroscopica a los tejidos blandos peritiroideos, las variantes
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histolégicas, la invasion vascular y la presencia de captaciones por fuera del lecho

tiroideo en el primer rastreo post-ablacién (Garavito et al., 2010).

Tabla 4. Estratificacion de los pacientes segun el riesgo de recaida.

Bajo riesgo Alto riesgo
(<T3 sin invasion local NOMO) (cualquiera de los siguientes)
* Entre 15y 45 afios de edad * <15 0> 45 afnos de edad
» Compromiso unilateral de la tiroides * Tumor primario > 4 cm
e Tumor primario <4 cm » Extension a los tejidos vecinos
+ Sin extension a los tejidos vecinos » Compromiso de ambos I6bulos tiroideos
+ Sin compromiso ganglionar + Compromiso ganglionar
+ Sin metastasis a distancia * Metastasis a distancia
» Sin variante histoldgica agresiva » Variante histoldgica agresiva

* Angioinvasion, atipia o necrosis
Fuente: Garavito et al., 2010.

5.4 EPIGENETICA'Y CANCER DE TIROIDES

Recientes estudios han demostrado que los procesos que afectan la actividad del ADN
sin alterar su secuencia, son claves en la regulacién de los ciclos celulares y estan
relacionados con diversas patologias, entre ellas el cancer. Se ha encontrado que
variaciones en la dieta, el consumo de alcohol o tabaco, la exposicidon a contaminantes
ambientales, variaciones en los niveles hormonales, entre otros, pueden modificar los
patrones epigenéticos (Simmons, 2008). Dentro de los mecanismos epigenéticos se
encuentran: la metilaciéon del ADN, la modificacién de las histonas y los ARN no

codificantes asociados al silenciamiento de genes (Franco Vera, 2009).
Cambios en los patrones de metilacion se han relacionado con diversos canceres
incluyendo el de tiroides, en el cual se ha sugerido que contribuye a la desdiferenciacién

y la generacién de tumores heterogéneos (Hansen et al., 2011). La metilacion de genes
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supresores de tumor como PTEN se han asociado con el decrecimiento de la
diferenciacion del tejido, por otro lado, genes como SLC5A5, también conocido como
NIS y NKX2-1, pueden presentar alteraciones en su funcidon por hipermetilacion en

carcinomas indiferenciados de tiroides (Y. Kondo, 2009; Vu-Phan & Koenig, 2014).

Se ha reportado que el 30% de los tumores tiroideos presentan metilacion de las islas
CpG en el promotor de los genes p16INK4A y RAS (Russo, Damante, Puxeddu, Durante,
& Filetti, 2011; M. Xing et al., 2005).

La modificacién de histonas puede activar o inactivar la transcripcion de genes, entre
ellos los oncogenes, aunque no esta claro cuales de estos son activados en cancer de
tiroides, se ha demostrado que la acetilacion de la histona H3 es mas alta en tejidos con

esta patologia que en los normales (Puppin et al., 2011).

Los ARN no codificantes largos (IncRNAs) pueden cambiar la estructura de
cromosoémica, dentro de este tipo de moléculas se encuentra HOTAR, relacionado con
la sobreexpresion de numerosos genes y a pesar de no haber sido estudiado aun en
cancer de tiroides, se ha relacionado con el gen PTEN (Blumenthal & Dennis, 2008;
Smith et al., 2011). El candidato de susceptibilidad al cancer papilar de tiroides 3
(PTCSCS3, por sus siglas en inglés) es un INcCRNA relacionado con supresion tumoral que
ejerce subregulacién en tumores tiroideos (Jendrzejewski et al., 2012), cabe destacar,
que en el presente estudio, se incluye el analisis del SNP rs944289 que se encuentra
localizado a 3,2kb de este gen y se ha relacionado con una fuerte supresion de la
expresion de PTCSC3 en presencia del genotipo TT, respecto a los heterocigotos y

homocigotos del alelo C (Jendrzejewski et al., 2012).

El conocimiento de dichos patrones epigenéticos es de gran importancia para el
tratamiento de la enfermedad puesto que se ha demostrado in vitro que en lineas
celulares de tiroides es posible restablecer la actividad normal de genes como NIS, TPO,
tiroglobulina y PAX, mediante el uso de enzimas histona-deacetilasas (HDAC, por sus
siglas en inglés), lo cual no solo frena el proceso de desdiferenciacion tumoral sino que

restablece la morfologia normal del tejido (Furuya et al., 2004; Y. Kondo, 2009; Pugliese
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et al., 2013; Vu-Phan & Koenig, 2014). Desde el punto de vista del tratamiento post-
quirurgico del CT, esto brinda la posibilidad de destruccién de células tumorales
residuales puesto que podria incrementar la captacion del iodo radioactivo, al restablecer
la actividad de genes como TPO y NIS (Russo et al., 2011), para quienes ademas, se ha
reportado sub-expresion en presencia de la mutacion V60OE de BRAF (analizada en este

estudio).

5.5 FACTORES DE RIESGO

Edad y género: La incidencia del carcinoma papilar de tiroides, es mayor en mujeres que
en hombres, el reporte de incidencia del Instituto Nacional de Cancerologia, es 5 veces
mayor en mujeres, en el afio 2010 -1,8 y 6.9 por cada 100.000 en hombres y mujeres,
respectivamente- (Garavito et al., 2010). Por otra parte, el carcinoma medular, que
presenta una incidencia menor al 3% de todos los tipos de cancer de tiroides, ocurre casi
con la misma frecuencia en ambos sexos (Grubbs et al., 2008). La diferencia en
incidencia entre sexos y edades podria estar indicando que las hormonas femeninas
pueden estar implicadas en el desarrollo de la enfermedad dado que los receptores de
estrogeno son expresados en células foliculares y promueven su proliferacion, pero aun
no es clara la relacion entre la carcinogénesis tiroidea y las hormonas sexuales
(Kawabata et al., 2003; Papaleontiou & Haymart, 2014).

El cancer de tiroides puede aparecer a cualquier edad, no obstante, la edad media de
diagndstico varia, por ejemplo, en Espafia, el Ministerio de sanidad, servicios sociales e
igualdad, reporta una edad media entre los 40 y los 53 afos; para Corea, de 47 anos
(Lang et al., 2014), para Japén, de 25 a 55 afios (Wartofsky, 2010). El carcinoma de
tiroides bien diferenciado se presenta en pacientes entre 20-50 anos (Parkin, et al.,
2005).

Se han reportado casos de carcinoma de tiroides desde los 5 afios de edad, aunque esta
enfermedad es muy rara en nifios menores de 15 anos, -entre 1,5 y 3% de todos los tipos

de cancer en nifios- (Wartofsky, 2010). En Estados Unidos, la incidencia anual es de 0,9
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nifos y 2,2 nifas por millén, mientras en adolescentes, la proporcion reportada es de 2,5-
6:1 casos con carcinoma papilar de tiroides y se increment6 a 100 y 120 por millon entre
los 50 y 80 anos (Figge, 2006).

Exposicion a radiacion: La asociacion de la enfermedad con la radiacion proveniente de
bombas nucleares se evidencid en estudios de pacientes de Hiroshima y Nagasaki
(1945), las Islas Marshall (1954) y Nevada (1951-1962), y en el accidente nuclear de
Cherndbil (1986), donde los efectos de la radiacién son mas fuertes en nifios, teniendo
en cuenta la contaminacion presente en la leche y debido a que la tiroides juvenil es mas
susceptible al dafio y presenta mayor crecimiento y proliferacion (T. Kondo, Ezzat, & Asa,
2006). La exposicidn a radiacién incrementa el riesgo de padecer cancer papilar de
tiroides entre un 30 a 50% (Wartofsky, 2010).

Ingesta reducida de yodo: el yodo es requerido para la produccion de hormonas tiroideas
(organificacion). La deficiencia de yodo genera bocio o crecimiento de la tiroides como
mecanismo compensatorio. La incidencia de FTC en areas con deficiencia de yodo es
alta, mientras que en areas con suficiente yodo es mas comun el PTC, ademas, en
experimentos con modelos animales se ha evidenciado el cambio morfolégico de los
tumores foliculares a papilares al realizar suplementacién con yodo (T. Kondo et al.,
2006).

Tiroiditis linfocitica: la infiltracion linfocitica es frecuente en PTC, lo cual podria indicar
que hay factores inmunolégicos implicados en el progreso del tumor (T. Kondo et al.,
2006).

Historia familiar: el riesgo de padecer carcinoma de tiroides derivado de las células
foliculares se incrementa en personas con familiares de primer grado afectados por la
enfermedad, Hemminki, Eng, & Chen (2005), encontraron un incremento de 3,2 a 6,2
veces en pacientes con un padre o hermano con carcinoma de tiroides, respectivamente.

El carcinoma de tiroides puede asociarse con sindromes familiares como la polipdsis
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familiar (con mutaciones en APC), el sindrome de Cowden (con mutaciones en PTEN) y

el sindrome de Werner (con mutaciones en WRN) (Lindor & Greene, 1998).

El riesgo de padecer carcinoma de tiroides no medular se incrementa entre 4 a 9 veces,
en las personas que tienen un familiar de primer grado con la enfermedad y, aunque la
mayor parte se ha relacionado con sindromes que predisponen al cancer, como la
poliposis adenomatosa familiar (FAP) o el sindrome de Cowden, muchos estudios
reportan familias con la enfermedad sin evidencia de sindromes de carcinoma familiar
conocidos (Pal et al., 2001).

5.6 TIPIFICACION DE POLIMORFISMOS RELACIONADOS CON LA
SUSCEPTIBILIDAD AL CARCINOMA DE TIROIDES

Las poblaciones humanas, al igual que las de otras especies, acumulan un acervo
genético independiente, pero dado el alto intercambio genético entre poblaciones, incluso
alejadas, y los fendbmenos de migracion, es probable que muchos polimorfismos se
compartan, motivo por el cual, es importante tipificar algunos marcadores relacionados

previamente con el incremento de la susceptibilidad a padecer la enfermedad.

Tres estudios de asociacion de genomas completos (GWAs, por sus siglas en inglés),
han logrado identificar polimorfismos de nucleétido unico (SNPs) asociados con la
susceptibilidad al cancer de tiroides en poblaciones como Japon (Bychkov et al., 2013),
Italia (Cipollini et al., 2013), Espafia (Landa et al., 2009), Islandia, Estados Unidos y
Holanda (Ghoussaini et al., 2008; Gudmundsson et al., 2009, 2012), Bielorrusia y Rusia
(Takahashi et al., 2010), USA (Jendrzejewski et al., 2012; Neta et al., 2012), Europa del
Norte y Reino Unido (Jones et al., 2012) y China (Ai et al., 2014; Guo et al., 2014; Wang
et al., 2013). Dicha asociacién no ha sido estudiada en Sur América, por lo cual, los SNPs
con mayor asociacion en las poblaciones mencionadas fueron incluidos en el analisis del

presente estudio:
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La variante rs1867277 (9q22.23) del 5UTR de FOXE1, afecta la transcripcién del
gen y el reclutamiento de factores de transcripcion USF1/USF2, cuando presenta
mutaciones y se ha reportado en pacientes de cancer de tiroides de Espafia (Landa
et al., 2009).

El marcador rs965513 (9g22.33), se encuentra a 57kb del gen FOXE1, (factor de
transcripcion especifico de la tiroides), implicado en la morfogénesis de la tiroides
y fue asociado al cancer no medular de tiroides en la poblacion irlandesa
(Gudmundsson et al., 2012; Jones et al., 2012) y china (Wang et al., 2013).

El rs944289 (14q13.3), no presenta genes de referencia asociados pero esta muy
cerca del factor de transcripcidn tiroideo NKX2-1, que es probablemente el mejor
candidato como fuente de asociacion con el carcinoma de tiroides, ya que tiene un
papel destacado en el desarrollo de la tiroides y es importante en la regulacion
transcripcional de genes implicados en la supervivencia y diferenciacion de las
células tiroideas en migracién (Gudmundsson et al., 2012; Jendrzejewski et al.,
2012; Wang et al., 2013).

rs116909374 (14913.3), se ha relacionado con carcinoma de tiroides en pacientes
de Espana e Islandia, el gen mas cercano a este SNP es MBIP que codifica una
proteina reguladora, pero ademas, esta cerca de NKX2-1 (Gudmundsson et al.,
2012).

rs2439302 (8p12), localizado en el primer intrén del gen NRG1, que codifica una
proteina de sefalizacion que media interacciones célula-célula y esta implicada en
el desarrollo del sistema nervioso, el corazéon, el seno y otros o&rganos
(Gudmundsson et al., 2012; Wang et al., 2013).

rs966423 (2935), localizado en un intréon del gen DIRC3, se ha asociado con un
incremento al riesgo de presentar carcinoma papilar de tiroides en la poblacion de

China (Wang et al., 2013).
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>  1s6983267 (8g24), muestra una posible interaccion con el proto-oncogén c-MYC y
se ha relacionado con cancer de prostata, ovario (Ghoussaini et al., 2008) y tiroides
en la poblacion europea (Jones et al., 2012) y alta asociacion con el cancer de colon
en China (Li et al., 2011).

Tomaz y colaboradores (2012), en un analisis de pacientes y controles de Portugal,
reportan una asociacion significativa en casos con y sin antecedentes familiares de
cancer (familiares y esporadicos) para los rs1867277 (OR= 1,7 y P=0,0022) y rs965513
(OR= 2,58 y P<0,0001).

Para nifios y pacientes jovenes (edades entre 2 y 22 afos), expuestos a contaminacion
derivada del accidente de Chernobil de Bielorrusia y Rusia, Takahashi et al., (2010),
encontraron una asociacion significativa con el cancer esporadico de tiroides respecto al
rs965513 (OR= 1,76 y P= 4,9x10°) pero no con rs944289 (OR= 1,10 y P= 0,17), este
ultimo presenta una asociacion fuerte en pacientes de PTC esporadico de Islandia (OR=

1,44 P= 2,5x10-8) de acuerdo con estudios del equipo de Gudmundsson en el 2009.

En pacientes de Bielorrusia diagnosticados con cancer papilar, que estuvieron expuestos
a radiacion desde la infancia (<1 a 14 afos de edad), se encontré asociacidon respecto a
los SNPs rs1867277 (OR= 1,55 P= 0,035), rs965513 (OR= 1,40 Cl 95% 0,93-2,09 P=
0,11) y rs944289 (OR= 1,02 CI95% 0,69-1,51 P= 0,93) pero sin significancia estadistica,
ya que el tamano de la muestra es pequeia (70 casos y 303 controles) (Damiola et al.,
2014).

Se ha reportado asociacion con el cancer de tiroides y los SNPs rs6983267 (OR= 1,140
P=0,016), rs965513 (OR= 1.981 P= 6.353x10-34), rs1867277 (OR= 1,749 P= 5.903x10-
24) y rs944289 (OR= 1,330 P=6.953x10-7), de manera individual y se ha encontrado un
incremento en el riesgo en el haplotipo formado por la combinacién de los alelos de
rs965513 y rs1867277, los cuales se encuentran en desequilibrio de ligamiento (LD

r’>0.5), en el cromosoma 9922 (OR= 1,61 P=0,0001), dicho incremento es mas evidente
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en el analisis de diplotipos, donde la combinacién de los dos homocigotos para el alelo
de riesgo resulta en un OR de 4,45 (P= 8,5x10-27) (Jones et al., 2012).

Jones et al., (2012), encontraron asociacion mayor rs6983267, bajo el modelo recesivo,

puesto que los heterocigotos no incrementan el riesgo de padecer CT.

5.7 IMPORTANCIA DE LAS MUTACIONES DEL GEN BRAF EN EL CARCINOMA DE
TIROIDES

El gen BRAF pertenece a la familia de las serin-treonin-quinasas-RAF, que incluye
ademas los genes ARAF y CRAF, que codifican proteinas cuya funcion es la activacion
y regulacion de la cascada de senalizacion MAPK, esenciales para el control de la
proliferacion, diferenciacion y supervivencia celular. BRAF es activado por RAS (Avruch,
et al., 2001).

BRAF codifica la isoforma predominante en las células foliculares tiroideas y, al igual que
el resto de isotipos, activa la ruta de sefializacidn de las MAP quinasas, involucrada en
el control y regulacién de la apoptosis, inflamacion, crecimiento celular y diferenciacién
(Chang & Karin, 2001, Xing, 2010). La transversién de una timina por una adenina en el
nucledtido 1799 (p.Val600Glu) de la secuencia de BRAF, es la alteracidon genética mas
comun descrita en el PTC, llegando a alcanzar una frecuencia del 69% (Kimura et al.,
2003; Lee et al., 2010). Estas alteraciones moleculares estan situadas en el dominio
quinasa de la proteina y llevan a la sustitucién de un residuo de valina por uno de
glutamato, cuya carga negativa mimetiza la fosforilacion de los residuos treonina 599 y
serina 602, necesarios para la activacion de BRAF (Nikiforova et al., 2003). De esta
manera, la actividad quinasa de la proteina mutante se incrementa de 10 a 12 veces con
respecto la proteina nativa. La consecuencia es la activacion constitutiva de los efectores
de las quinasas MEK (ERK1 y 2) y por lo tanto de la ruta de las MAP quinasas (Davies
et al., 2002; Orru et al., 2010).
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La ruta de los receptores tirosinquinasas (RAS/RAF/MEK/ERK) es clave en la regulacion
del crecimiento, supervivencia, proliferacion y diferenciacion de células eucariotas (Lee
et al., 2010; Sapio et al., 2006). En el (PTC) se presenta la expresion aberrante de genes
involucrados en los dominios de RET o TRK (receptores tirosinquinasa) y mutaciones
activadoras de RAS y RAF (Lee et al., 2010).

Sapio et al., (2006), reportan la presencia de la mutacion BRAF T1799A en el 44,2% de
las muestras de PTC, incluyendo la forma clasica y la variante folicular. Los mismos
autores, no detectaron la mutacion ni en tejidos tiroideos normales ni en carcinomas o
adenomas foliculares. En dicho estudio se evalué la presencia de la mutacion en tejidos
tumorales entre los 4 y 11 afnos después del tratamiento y no se encontré correlacion
entre la presencia de la mutacién y la recurrencia de la enfermedad. Lee, et al., 2010
reportan la mutacion de BRAF en el 90% de las muestras de PTC usando el método de

deteccion por PCR, alelo especifica, con sondas marcadas con biotina.
Desde el punto de vista del significado clinico, varios estudios muestran una asociacion

entre la presencia de mutaciones en BRAF y un peor pronéstico (Lupi et al., 2007; J. Xing
et al., 2011; M. Xing et al., 2005).
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6. METODOLOGIA

6.1. OBTENCION DE INFORMACION BASICA Y MUESTRAS

6.1.1 Aprobacion ética. El programa “Analisis genético de enfermedades humanas”, y el
proyecto de Cancer de Tiroides, en los que esta inscrita la presente investigacion, tienen
aprobacion ética de la Universidad del Tolima y fueron presentados a los diferentes
centros e instituciones hospitalarias que nos colaboraron en Antioquia, Zona Cafetera,
Tolima, Huila y Narifio, con el fin de cumplir los requisitos pertinentes para la obtencién
de las respectivas aprobaciones éticas, la carta de presentacion del programa, los

consentimiento informados, entrevistas y toma de muestras (Anexos B, C, Dy E).

6.1.2 Manejo de la informacion. Todos los formatos de consentimiento informado,
entrevistas y recolecciéon de datos, asi como la propuesta de investigacion, fueron

aprobados por el Comité de ética de la Universidad del Tolima.

A cada uno de los pacientes y controles seleccionados, se le presentd la carta de
informacion de la investigacion, se le solicito la aprobacion del consentimiento informado
y el diligenciamiento de la entrevista, la cual incluye datos demograficos como la edad,
geénero, historial de tabaquismo y alcoholismo, entre otros. Para los casos, se tuvo en
cuenta los antecedentes familiares y la informacién del reporte de anatomia patolégica,
realizada en distintas entidades y laboratorios de salud, en las ciudades de Ibagué
(Hospital Federico Lleras Acosta, Clinica Tolima, Laboratorio Medicadiz, Fundacion
Cardioinfantil, Clinica Minerva, Centro Medico Javeriano y Coomeva), Neiva (Hospital
Hernando Moncaleano Perdomo, Instituto Nacional de Cancerologia, Laboratorio Dr.
Cesar Panqueva Tarazona y Diagnosticamos SA), Medellin (Hospital Pablo Tobén Uribe,
Hospital San Vicente de Paul, Clinica de Antioquia, Clinica CES, Clinica El Rosario,
Hospital Manuel Uribe Angel, Laboratorio Las Américas, Dinamica, CitoPat y Laboratorio
de Patologia Dra. Susana Restrepo), Pasto (Patélogos Asociados) y Manizales (Instituto

Caldense de Patologia, Laboratorio de patologia humana de la Universidad de Caldas).
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La informacion derivada de los documentos de pacientes y controles participantes en el
estudio, asi como los consentimientos informados, hacen parte del archivo del grupo de
Citogenética de la Universidad del Tolima de forma fisica y digital, mediante el escaneo
de documentos originales y la transcripcién fiel de la informacioén en la base de datos
FileMaker Pro11. Dicha informacion es de caracter anénimo y estrictamente confidencial,
en cumplimiento con la resolucién N1° 008430 de 1993 del Ministerio de Salud de la
Republica de Colombia y, segun los lineamientos establecidos por las instituciones que

hacen parte de nuestra red de apoyo.

6.1.3 Toma de Muestras de sangre. Se muestrearon 253 pacientes con carcinoma de
tiroides, menores de 75 afios de edad, con condicion médica, mental y fisica estables,
gue cuentan con reporte de patologia completo y aceptaron voluntariamente participar
en el estudio, contestar las preguntas de la entrevista y realizar la donacién de 12cc de

sangre venosa.

Como controles se escogieron personas mayores de 50 afios, sanos y sin antecedentes
de cancer en primer y segundo grado, que correspondieron a 672 mujeres y 111
hombres, pareados con los casos segun el lugar de procedencia y el género (proporcion
2,5:1). Posterior a la firma del consentimiento informado y la entrevista, realizaron la
donacion de 8 cc de sangre venosa para la extraccion de ADN y posterior realizacion de
pruebas moleculares. De estos, se escogieron 251 que contaban con entrevistas
completas para la evaluacion de factores ambientales conservando la proporcién de

lugar de procedencia y género respecto a los casos.

En todos los casos y controles, la toma de muestras de sangre fue realizada por personal
medico o paramédico, debidamente capacitado, mediante venopuncion de vena

periférica (cefalica o radial).
6.1.4. Muestras del tumor. A partir del analisis de las patologias de cada uno de los 253
pacientes, se seleccionaron muestras de tejido tumoral incluido en parafina con el fin de

obtener material para la extraccion de ADN, de los cuales se logré captar bloques
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tumorales de 110 pacientes, por lo tanto, se encuentra con material genético pareado
(sangre y tumor) que fue procesado en los laboratorios de la Universidad del Tolima y la
Universidad de California-Davis. Ademas, se incluyé la informacién de 54 bloques
correspondientes a donaciones realizadas en el 2010 por el laboratorio de patologia de
la Clinica Tolima, el Instituto Caldense de Patologia, el laboratorio de patologia humana
de la Universidad de Caldas y el Hospital Pablo Tobdn Uribe que fueron procesados y

tipificados en el Wellcome Trust Centre for Human Genetics de la Universidad de Oxford.

6.2. PROCESAMIENTO DE MUESTRAS EN LABORATORIO

6.2.1. Extraccion y cuantificacion de ADN. La extraccion, cuantificacion y verificacion de
la calidad del ADN obtenido a partir de muestras de sangre y tejido tumoral, se realizo
en el laboratorio del grupo de Citogenética filogenia evolucion de poblaciones de la

Universidad del Tolima.

El ADN de controles y pacientes, se obtuvo a partir de las muestras de sangre usando el
equipo de extraccion automatizada Maxwell 16 (técnica de particulas paramagnéticas y
tiocianato de guanidina) y el kit de extraccion Promega-Maxwell® ref. AS1011. Para esto
se agregaron 470yl de sangre venosa en el primer pozo del casete del kit, previamente
homogeneizada mediante agitacion en vortex y 230ul de buffer en los tubos de elucién

para la recuperacion del ADN.

Para la obtencién del ADN del tejido tumoral y el tejido normal, se escogieron los bloques
de parafina de los pacientes observando al microscopio la presencia de tejido tumoral y
sano en las laminas tefildas con hematoxilina-eosina, posteriormente, se aplicd el
protocolo del kit de extraccion de tejido por microcolumna en silica de Qiagen (QIAGEN
KIT, Dneasy — Blood & Tissue Kit, Cat. N° 69504). Durante el proceso se realizo,
directamente en los bloques de parafina, un raspado de los tejidos sano y tumoral con
una cuchilla de bisturi N° 22 estéril , el cual fue transferido a un tubo de 2ml con una
cantidad entre 90 y 180ul de buffer ATL (tissue lysis), dependiendo de la cantidad de

tejido obtenido. Posteriormente se agregaron 20ul de proteinasa k y la mezcla se agitd
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por 20 segundos con vortex. La muestra se mantuvo en bafo Maria a 56°C por 24horas,
tiempo en el que el tejido se diluye. Se agregd buffer AL, se agité en vortex y se
adicionaron 200pl de etanol (96%). Se agit6é en vortex y se incubd 10 minutos a 70°C en
bafio seco. Se centrifugd durante un minuto a 13000 revoluciones por minuto, y se
depositd todo el producto en un la columna DNAeasy para su centrifugado a 8000 rpm
por un minuto a temperatura ambiente. Se cambi6 el tubo de recoleccion por uno nuevo,
teniendo en cuenta no tocar la parte inferior de la columna. Se adicionaron 500 ul de
buffer AW1 y se centrifugd a 8000 rpm por 1 minuto, luego se descarté el tubo colector y
se colocd un nuevo tubo. Se adicionaron 500 pl de buffer AW2, se centrifugd a 14000
rom por 3 minutos. Se descarto el tubo colector, se colocé uno nuevo y se adicionaron
100 ul de buffer AE a la columna, se mantuvo a temperatura ambiente por 1 minuto y se
centrifugd a full spin por 1 minuto para recuperar el contenido del tubo recolector.
Nuevamente se centrifugd 1 minuto a full spin y, finalmente, el ADN obtenido se transfirid

a un tubo de 2ml con tapa rosca nuevo.

El ADN obtenido fue rotulado y almacenado a 2°C en tubos estériles. La cuantificacion
se hizo con un NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer (GenVault.com) y para tener un
acercamiento a la concentracion y calidad se realizé una electroforesis en gel de agarosa

al 1%, con tincion con bromuro de etidio usando 5 pl del ADN extraido en cada caso.

Para tener una estimacion mas exacta de la concentracion de ADN de doble hélice, util
para la amplificacion, se realizé la cuantificacion en fluorémetro Qubit 2.0, para lo cual,
se prepard una solucion de trabajo compuesta por una dilucion de reactivo Quant-iT en
buffer en relacion 1:200 por cada muestra. Se prepararon dos tubos de concentracion
conocida o estandar para tarar el equipo, adicionando 190ul de solucién de trabajo y 10ul
del estandar 1 y 2. Para la preparacién de la muestra se agregaron 199ul de solucion de
trabajo y 1ul de ADN. Cada tubo se agit6 en vortex durante 3 segundos y se mantuvieron

los tubos a temperatura ambiente por 2 minutos antes de la lectura.

50



6.2.2. Genotipificacion de SNPs. Las muestras de ADN obtenido de sangre de pacientes
y controles, se resuspendieron en agua grado PCR a una concentracion de 5ng/l para la
genaotipificacion de los loci rs1867277, rs965513, rs944289, rs116909374, rs2439302,
rs966423 y rs6983267, por PCR alelo-especifica competitiva llevada a cabo en un
termociclador BioRad C1000 de 384 pozos con sistema de deteccién optica CFX384
Touch™ Real-Time PCR Detection System Modular, usando el sistema KASP (LGC

Genomics) para lo cual se utilizaron:

» Dos iniciadores alelo especificos (uno por cada alelo SNP), cada uno con una

secuencia similar en el extremo 5'.
> Un iniciador reverso similar.

» Dos oligonucledtidos marcados en el extreme &, uno con FAM (6-
carboxifluoresceina) y el otro con HEX (hexacloro-6-carboxifluoresceina). Estas
secuencias interactuan con las de los iniciadores alelo- especificos, disenados a
partir de las secuencias reportadas en la base de datos de dbSNPs del National
Center for Biotechnology Information (NCBI), mediante el programa PrimerPicker
version 0.27 (Tabla 5). Cabe resaltar que dichos iniciadores fueron probados
mediante PCR in-silico y se verificd la ausencia de otros SNPs dentro del primer, en
el programa en linea del Genome Bioinformatics de la Universidad de California-San

Francisco (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr?command=start).

» Dos oligonucleétidos marcados con quenchers en el extremo 3'. Estas secuencias
de oligonucledtidos son complementarias a las marcadas con fluor y por lo tanto
también a los extremos de los iniciadores alelo- especificos. Los quenchers

mantienen la senal de fluorescencia apagada mientras es necesario.

Por cada reaccion de PCR se utilizé 1,6ul de ADN de 5ng/ul y los reactivos del kit de
KASPAR (LGC Genomics):
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% Kaspar 2x = 5 yl : Hotstart Taq, buffer, dNTPs, MgCl2(50mM), y fluoréforos Hex y
Fam (cat # 1536, KBioscience).

% Mezcla de iniciadores= 0.14 ul (formado por 12 pl del iniciador directo para el alelo 1
y 12 yl del iniciador directo del alelo 2, 30 pl del iniciador reverso comun, cada uno a

una concentracién de 100uM y 46 pl de H20, para una concentracién final de 18uM).

% ddH20= 3.26 pl.

La concentracion final en reaccion es de 0,8ng/ul de ADN, 1X de mezcla Kaspary 0,25uM

de mezcla de iniciadores, para un volumen final de 10 pl.

Las condiciones de amplificaciéon utilizadas para la tipificacion fueron, una denaturacion
inicial a 94°C por 15 minutos, 10 ciclos con denaturacién a 94°C por 20 segundos y una
temperatura de alineamiento y elongacion que decrecié 0,6°C por ciclo, desde 61°C a
55°C por un minuto, 26 ciclos con denaturacién de 94°C por 20 segundos y alineamiento
y elongacion de 55°C por 60 segundos y un ciclo final de 30 segundos a 35°C previo a

la lectura del plato.

En algunos casos, cuando no se observé una buena agrupacion de los casos o controles
en los graficos de genotipificacion, se realizaron tres ciclos adicionales con denaturacion
a 94°C por 20 segundos y alineamiento y elongacién a 57°C por 60 segundos y una
nueva lectura. Al iniciar la PCR, el alelo complementario a la secuencia de ADN hibrida
(dependiendo de la variante del SNP en el extremo 3’) y también lo hace el iniciador
reverso comun. La fluorescencia se mantiene inhibida por el quencher, hasta que por el
proceso de PCR los oligos marcados se desenlazan de los quencher y se produce la
fluorescencia, la cual es registrada por el sistema de deteccion del equipo. El tipo de
fluorescencia depende del alelo que hibride, si se emite un solo tipo significa que se tiene
un genotipo homocigoto para ese SNP, si se emiten los dos tipos se trata de un

heterocigoto (KBioScience 2012).
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Tabla 5. Secuencias de los iniciadores disefiados para la deteccion aleloespecifica de
los SNPs.
rs1867277_A = 5-GAAGGTGACCAAGTTCATGCTCCAGAGTCCAGTCCCGGTCA-3

rs1867277_G = 5-GAAGGTCGGAGTCAACGGATTCAGAGTCCAGTCCCGGTCG-3’

rs1867277_Com = 5-TGCTTCTCGAGGCGGGCAGC-3’

rs965513_A = 5-GAAGGTGACCAAGTTCATGCTGTGGCTGGAATGGAACAGATCAAAA-3’
rs965513_G = 5-GAAGGTCGGAGTCAACGGATTGGCTGGAATGGAACAGATCAAAG-3'
rs965513_Com = 5-GTCTTTGTTAGCATTGTGAGAACAGACTA-3’

rs944289_C = 5-GAAGGTGACCAAGTTCATGCTCAATTTAATTTGGTTGAAAGATAGTCATTGC-3'
rs944289_T = 5-GAAGGTCGGAGTCAACGGATTGCAATTTAATTTGGTTGAAAGATAGTCATTGT-3'
rs944289_Com = 5-GGACATTAGATTATTTTAAATTCCCAGCTA-3’

rs116909374_G = 5-GAAGGTGACCAAGTTCATGCTGGAAGAATGA GGGTGACATGCG-3'
rs116909374_A = 5-GAAGGTCGGAGTCAACGGATTGGAAGAATG AGGGTGACATGCA-3'
rs116909374_Com = 5-TGTTCCTTCCTAGAACCAGTAGTTCTTT-3'

rs2439302_G = 5-GAAGGTGACCAAGTTCATGCTAACACAATGTGTAATCTTTGTTTCATAG-3’
rs2439302_C = 5-GAAGGTCGGAGTCAACGGATTCTAACACAATGTGTAATCTTTGTTTCATAC-3'
rs2439302_Com= 5-TACTAACATAGGAGAGTTAGGTGGCAAA-3’

rs6983267_C = 5-GAAGGTGACCAAGTTCATGCTCATAAAAATTCTTTGTACTTTTCTCAGTGC-3'
rs6983267_A = 5-GAAGGTCGGAGTCAACGGATTCACATAAAAATTCTTTGTACTTTTCTCAGTGA-3'
rs6983267_Com = 5-CCAGAGTTAATACCCTCATCGTCCTT-3’

rs966423_C = 5-GAAGGTGACCAAGTTCATGCTAAGTAGGGTGGAAGAGGAAAC-3'
rs966423_T = 5-GAAGGTCGGAGTCAACGGATTAAGTAGGGTGGAAGAGGAAAT-3’

rs966423_Com = 5-GACCAACTTTGAATTCCACCTGCC-3
A1= Iniciador directo del alelo 1 (FAM); A2= Iniciador directo del Alelo 2 (Hex);

Com-= Iniciador Reverso Comun
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6.2.3. Amplificacidn y analisis de secuencias del gen BRAF .La mutacion V600OE del gen
BRAF se tipificé en muestras de ADN de sangre de pacientes con carcinoma de tiroides
mediante la PCR aleloespecifica con los iniciadores disefiados en el programa
PrimerPicker version 0.27, que se presentan en la tabla 6 y usando el sistema KASP
(LGC Genomics).

Las variantes del exén 15 del gen BRAF fueron tipificadas a partir del ADN obtenido del
tejido tumoral de pacientes, usando amplificacién por PCR convencional con los
iniciadores especificos que se presentan en la tabla 6 y se probaron cuatro protocolos

de amplificaciéon usando cuatro marcas de Taq polimerasa (Tabla 7).

Tabla 6. Iniciadores para el gen BRAF.

Secuencia del Iniciador Observaciones

|. directo Alelo | 5-GAAGGTGACCAAGTTCATGCTAAT
A (FAM) AGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGA-3’ PCR Aleloespecifica

l. directo Alelo | 5-GAAGGTCGGAGTCAACGGATTAA
T (HEX) TAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGT-3 | Disefiado en programa
l. reverso 5-AATGGATCCAGACAACTGTTCAAA | PrimerPicker version 0.27

comun CTGAT-3
PCR Convencional
Iniciador
direct 5-TCATAATGCTTGCTCTGA-TAGGA-3’ Directo: Sapio, et al.,
irecto

2006; Quiros, et al., 2005

Reverso: Establecido en
Iniciador

5-TTACCATCCACAAAATGGA-3 el WTCFHG de Oxford

reverso

Tamano esperado 213pb
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Tabla 7. Protocolos de amplificacion del gen BRAF a partir de ADN obtenido de tejido

tumoral.

Thermo Scientific - Taq DNA

Polymerase iProof High-Fidelity DNA Polymerase
(VF: (VF:
Reactivo Ci Cf Reactivo .
25yl) Ci Cf 25yl)
Tampoén 10 x 1x 2,5 Tampon 5x 1X 5
dNTPs 10mM | 0,2mM | 0,5 dNTPs mix | 10mM 200uM 0,5
MgCl2 50mM | 1,5mM | 0,75 MgCl2 50mM | >0,2mM 0,1
Iniciador Iniciador
_ 10uM | 0,5uM | 1,25 .
Directo Directo 10uM 0,5uM 1,25
Iniciador Iniciador
10uM | 0,5uM | 1,25
Reverso Reverso 10uM 0,5uM 1,25
ADN ADN
5U 1U 0,2
Polimerasa Polimerasa | 2U/ul | 0,02U/ul | 0,25
dH20 16,05 dH20 - - 10,65
ADN ~20ng/ul | ~2ng/pl | 2,5 ADN ~20ng/pl | ~2ng/ul 6
MyTaq Mix MyFi Mix
(VF: (VF:
Reactivo Reactivo
Ci Cf 25l) Ci Cf 25l)
Iniciador Iniciador
Directo 10uM 0,5uM | 1,25 Directo 10uM 0,5uM 1,25
Iniciador Iniciador
Reverso 10uM | 0,5uM | 1,25 Reverso 10uM 0,5uM 1,25
MyTaq mix 2X 1X 12,5 MyFi mix 2X 1X 12,5
dH20 - - 4 dH20 - - 4
ADN ~20ng/ul | ~5ng/ul 6 ADN ~20ng/ul | ~5ng/pl 6

Ci: Concentracion inicial, Cf: Concentracion final, Vf: Volumen final por reaccion.
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Las condiciones de amplificaciéon para cada una de las mezclas de reaccion y
polimerasas utilizadas se muestran en la tabla 8, encabezadas por el nombre comercial.
Los mejores resultados se obtuvieron con la mezcla MyTaq (Bioline) por lo tanto, todas

las muestras fueron amplificadas con este protocolo.

Tabla 8. Condiciones de amplificacion del gen BRAF.

Proceso

Thermo

Scientific

MyTaq y MyFi

mix

iProof High-
Fidelity

Denaturacion inicial

95°C por 5 min

95°C por 1 min

98°C por 30 seg

35

Denaturacion

94°C por 1 min

95°C por 15 seg

98°C por 10 seg

ciclos

Alineamiento

55°C por 1 min

58°C por 15 seg

58°C por 20 seg

Extension

72°C por 1 min

72°C por 10 seg

72°C por 15 seg

Extension final

72°C por 10 min

72°C por 10 seg

72°C por 8 min

Conservar a

4°C

4°C

4°C

Para las amplificaciones se utilizé un termociclador de 96 pozos marca BioRAD C1000 y
se visualiz6 el producto amplificado en gel de agarosa al 1,5 %. Posteriormente se realiz6
la purificacion mezclando 5ul de producto de PCR y 2ul de ExoSAP-IT (Affymetrix), se

incubo6 a 37°C por 15 minutos y a 80°C por 15 minutos.
La secuenciacion se realizd en la Facultad de Secuenciamiento de ADN de la
Universidad de California-Davis (UCDNA Sequencing Facility), mediante el sistema de

secuenciamiento ABI BigDye Terminator v3.1.

El analisis de las secuencias se realizd en el programa Chromas Lite versién 2.1.1
(Copyright 1998-2013 Technelysium Pty Ltd).
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6.3. ANALISIS ESTADISTICOS.

El presente es un estudio de casos y controles.

Se realizaron andlisis de asociacion mediante tablas de contingencia, pruebas de X?y
Odds ratio (OR) usando los algoritmos disponibles en las paginas web de estadistica
computacional gratuita VassarStats (http://vassarstats.net/), para establecer la relacidon
entre variables cualitativas como el género, el estrato socioecondémico, el consumo de
alcohol y cigarrillo, el uso de anticonceptivos hormonales y la presencia de la enfermedad
segun sus tipos histolégicos (PTC y FTC) y teniendo en cuenta la distribucion etaria de
la muestra, se escogieron para esta comparacion, unicamente los casos mayores de 45

afos puesto que los controles son mayores de 50.

Se realizaron tablas de contingencia, prueba de X? y Odds ratio para la clasificacion
histopatoldgica del tumor (TNM), estado, edad y género en 287 de pacientes con PTC y
18 pacientes con FTC.

Para el analisis del polimorfismo genético se tuvieron en cuenta las combinaciones
alélicas de los SNPs (rs1867277, rs965513, rs944289, rs116909374, rs2439302,
rs966423 y rs6983267) diferenciando los casos en homocigosis y heterocigosis en 251
pacientes (235 con PTC, 16 FTC) respecto a 783 controles (pareados con los casos
segun region de origen y género en una relacion 3:1), no se incluyeron en el analisis los
dos casos con MTC debido a la diferencia en el origen histologico (células
parafoliculares). Se realiz6 una prueba de equilibrio de Hardy-Weinberg, con el fin de
establecer si existia desviacion en el numero de genotipos y por consiguiente, las
frecuencias alélicas en cada poblacion, tanto para casos como controles. A partir del
analisis de frecuencias alélicas, se calculé estadisticamente, su relacién con el
incremento del riesgo a padecer la enfermedad (OR, Odds ratio) con el programa Plink
version 1.07. Mediante la prueba exacta de Fisher, se obtuvo la asociacién de cada uno
de los SNPs respecto a los modelos genéticos dominante (AA vs AA'+A’A’), en el cual el

alelo de riesgo incrementa la probabilidad de padecer la enfermedad en la misma
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proporcidn, en homocigosis y heterocigosis, Recesivo (AA+AA’ vs A’A’), en el cual el
riesgo es significativamente mayor Unicamente en homocigotos para el alelo de riesgo y
el modelo alélico (A vs A’), en el cual, tanto el heterocigoto como el homocigoto para el
alelo de riesgo estan asociados con el incremento de la probabilidad de padecer de la

enfermedad, pero con proporciones distintas).

A partir del analisis de 144 pacientes y controles, pareados por género, se obtuvo un
modelo de regresion logistica, usando como variables independientes el genotipo para
los 6 SNPs tipificados, el consumo de tabaco y alcohol y, como variable dependiente, se

considero la presencia de cancer papilar de tiroides mediante el programa R.

Se realizd una regresion logistica para establecer la relacién entre la presencia de la
enfermedad y los factores hormonales y el genotipo de 118 mujeres con PTC y 125
mujeres control, tomando como variables independientes el genotipo de los 6 SNPs,
haber estado o no embarazadas, tener mas de 4 embarazos, edad de la menarquia
(temprana: anterior a 12 afios, normal: entre 12 y 14 anos, y tardia: 15 o mas afos) tipo
de menopausia (natural o no funcional), edad de la menopausia (temprana: anterior a los

47 afios, Normal: entre 48 y 54 afios y tardia: mayor a 54 afios) y planificacién hormonal.

Para el analisis de las secuencias del exon 15 amplificado a partir del ADN de 110
muestras de tejido tumoral, se realizé la revision del electroferograma mediante el
programa Chromas Lite 2.1.1. con el fin de evidenciar la presencia de la mutacion V600E.
Se calculd la asociacion entre la presencia de la mutacion V600OE en las 164 muestras
tumorales con variables clinicas como el tamafio del tumor, invasion de ganglios
linfaticos, invasién vascular, compromiso capsular y extension extratiroidea mediante el

calcul6 del OR en VassarStats (http://vassarstats.net/).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. CARACTERISTICAS DE LA MUESTRA.

7.1.1. Tipo de carcinoma: se incluyeron en el estudio 255 mujeres y 52 hombres con
carcinoma de tiroides. El 93,5% de las muestras correspondieron a carcinoma papilar de
tiroides (PTC), el 5,9% a carcinoma folicular (FTC) y se destaca que pese a su baja
incidencia, se lograron colectar dos muestras de mujeres con carcinoma medular de
tiroides (MTC), esto indica que el esfuerzo de muestreo realizado refleja las tasas de
incidencia reportadas para dicho tipo histolégico (menor al 3% de todos los carcinomas
de tiroides). En la figura 1 se evidencia que la distribucion de pacientes segun el género
para cada tipo histoldgico es similar, puesto que el 92% de los hombres asi como el 94%
de las mujeres, presentaron PTC, mientras que unicamente el 8% de los hombres y 5%

de las mujeres presentaron FTC.

Figura 1. Porcentaje de Pacientes segun género y tipo de carcinoma.

2 (1%)

14 (5%)

Tipo histolégico
(porcentaje total)

4 (8%) EPTC (93.5%)
m FTC (5.9%)
EMTC (0.7%)

48 (92%)

239 (94%)

Fuente: la autora
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7.1.2. Género y edad: la mayoria de los casos en la muestra de estudio se presentaron
en mujeres (83,1%), cuyo numero es 5 veces mayor que en los hombres (16,9%), estos
resultados se corresponden con los reportados para Colombia, donde la incidencia es
de 8,6 mujeres y 1,2 hombres por cada 100.000 habitantes (GLOBOCAN, 2012), es decir
una relacioén aproximada de 8:1. Es interesante el incremento en la incidencia en mujeres
en los ultimos afos, ya que para el 2010 era de 6,9 mujeres y 1,8 hombres por cada
100.000 (Garavito et al., 2010). A nivel mundial se reportan datos variables, por ejemplo,
una relacion de 2:1 para Estados Unidos y 13:1 en Japon (Wartofsky, 2010). La edad
promedio de diagndstico de carcinoma papilar de tiroides, en la muestra de estudio, fue
de 46,6 anos en mujeres y 45 afios en hombres. El 40,9% de las mujeres y 42,9% de
los hombres fueron diagnosticados antes de los 45 afos y unicamente al 15,8% de
mujeres y 13% de hombres se les detecté carcinoma de tiroides a edades superiores a
los 60 anos. El diagndstico de FTC se presentd a una la edad promedio de 46,6 anos

para mujeres y 60,5 afios para hombres (Figura 2).

Figura 2. Distribucion de los casos con carcinoma de tiroides por tipo histolégico y por
edad.

Numero de pacientes
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Fuente: la autora
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Para Estados Unidos se reporta que el 28% de los casos de PTC ocurre en edades entre
los 20 y 40 afos, ademas, es el carcinoma mas comun en mujeres menores de 30 afios
(INC, 2008), para Espana, Landa y colaboradores (2013), reportan una muestra con edad
promedio de diagndstico de 47 afos y una relacion de género de 4,4 mujeres por cada
hombre y para Corea, Lang y colaboradores (2014), reportan una edad promedio de 46
afos y una relacion de 5,9 mujeres por cada hombre con PTC. Ying y colaboradores
publicaron en el 2009, que la diferencia en la relacion de la incidencia de cancer de
tiroides entre mujeres y hombres disminuye a medida que aumenta la edad de
diagndstico, siendo de 6.6:1 entre los 20 y 24 anos (79 y 12 por millén de mujeres y
hombres, respectivamente), 5,9:1 entre los 25 y 29 afios, 5,1:1 de 30 a 34 afios y 4:1

entre los 35 a 39 anos.

Existen diferencias en la incidencia de cancer de tiroides de acuerdo al género, siendo
mayor en mujeres que en hombres, mas aun si estas estan en edad reproductiva
(Iribarren, Haselkorn, Tekawa, & Friedman, 2001). Esto puede estar relacionado con los
cambios en la secrecion de la hormona estimulante de la tiroides (TSH, por su sigla en
inglés) que ocurren en la pubertad, embarazo y puerperio (periodo subsecuente al parto),
asi como con el uso de anticonceptivos orales (DeRuiter, 2002; Memon, Darif, Al-Saleh,
& Suresh, 2002). La influencia del género en la supervivencia es controversial y se han
reportado datos muy variables en distintos estudios, lo cual puede relacionarse con las
variaciones en la edad de diagnostico por géneros y la variacion consecuente en los
niveles de TSH, ademas, a pesar de la alta incidencia, la supervivencia de las mujeres
es mayor a la de los hombres que padecen carcinomas diferenciados de tiroides

(Papaleontiou & Haymart, 2014).

7.1.3. Estrato socioeconémico y Nivel educativo: en el anexo F se presenta el porcentaje
de casos y controles, segun su estrato socioeconémico basado en la escala numérica
establecida por el DANE (estratos 1 a 6 donde 6 corresponde al mas alto). En la tabla 9,
se encuentra el numero y porcentaje de pacientes y controles, distribuidos de acuerdo a

dos rangos de estrato socioecondmico, menor o igual a tres y mayor o igual a 4,
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evidenciandose que en la muestra analizada, se encontraron mas pacientes en estratos
medio y alto, en consecuencia, existe asociacion con la presencia de carcinoma de

tiroides, con un incremento del doble en los casos diagnosticados a partir de los 45 anos.

En cuanto al nivel de escolaridad (Tabla 9), se encontré que existen diferencias
significativas entre los controles y los casos, tanto en el grupo menor de 45 afios y como
en la comparacion respecto a pacientes de edad mayor o igual a 45 afios, debido a que
entre los casos existe mayor numero de personas con estudios en nivel técnico,

universitario y posgrado (Anexo G).

Tabla 9. Analisis estadistico del estrato socioeconémico y nivel educativo.
n (%) n (%) OR (IC 95%) Valor P

Estrato
<3 24
socioeconomico
Controles 406 (89,2) 49 (10,8) Referencia
Casos <45 anos 93 (89,4) 11(10,6) 0,98 (0,491-1,957) 0,920344
Casos 245 ainos 118 (80,3) 29 (19,7) 2,04 (1,231-3,367) 0,00758
40 (

Total Casos 211 (84,1) 15,9) 1,571 (1,003-2,462)  0,047715

Nivel educativo < Secundaria 2 Técnico
Controles 339 (87,4) 49 (12,6) Referencia
Casos <45 afios 53 (87,4) 47 (12,6) 6,135(3,744-10,05) 9,01E-13
Casos 245 afios 106 (53,0) 40 (47,00 2,612(1,63-4,182)  0,000072
Total Casos 159 (64,6) 87 (35,4) 3,786 (2,544-5,634) 1,72E-11

Se resaltan en negrillas los valores P con correccion de Yates, significativos al 95%

de confianza.

De acuerdo con los resultados encontrados, el cancer de tiroides es diagnosticado mas
comunmente en personas de alto estrato socioecondémico y nivel educativo superior, o
cual es congruente con lo reportado para otras poblaciones como Estados Unidos
(Iribarren et al., 2001; Li, Du, Reitzel, Xu, & Sturgis, 2013), y Suiza (Levi, et al., 1990).
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Sin embargo, los resultados de dichos estudios no muestran evidencias de una mayor
exposicidén a factores como la radiacion, tipo de alimentacion o condiciones laborales,
por tanto, la diferencia posiblemente se debe a la desigualdad en las practicas de
diagndstico en los diferentes sistemas de salud a los que la poblacion tiene acceso segun

su capacidad adquisitiva.

El estrato socioeconomico y el nivel educativo estan altamente asociados con el acceso
al sistema de salud, las personas con bajos estratos socioeconomicos tienen un menor
acceso al servicio médico, prevencion y tratamiento, tal como lo evidencian Li y
colaboradores en el 2013, para la poblacién estadounidense, donde mas del 50% de los
pacientes presentaron altos ingresos economicos, asi como un nivel de estudios
superior, mientras que unicamente entre el 2 y 3% de los casos presentaban bajos
ingresos econdmicos y bajo nivel educativo. Para Serbia ocurre lo contrario,
presentandose una mayor frecuencia de carcinoma anaplasico de tiroides en personas
con bajo nivel educativo (OR= 1.42, 95% CI= 1,09-1,86). En este caso, teniendo en
cuenta que este es el tipo histolégico de carcinoma tiroideo mas avanzado, es posible
que el diagndstico ocurra en personas con bajo acceso a cuidados médicos que acuden
a instituciones de salud cuando la enfermedad es mucho mas grave y sintomatica
(Zivaljevic et al., 2014), esto es congruente con lo reportado por Bakiri, et al., 1998 y
Gaitan, et al., 1991, donde la poblacién con un bajo estrato socioeconémico e inferior
nivel educativo, presenta mayor incidencia de ATC y estados avanzados (lll o IV) de PTC
y FTC.

Dentro de los factores involucrados en el incremento del riesgo de padecer cancer de
tiroides se han considerado, entre otros, el consumo de cigarrillo y alcohol, teniendo en
cuenta su posible efecto en la produccién de tiroxina (Pontikides & Krassas, 2002), asi
como de TSH (hormona estimulante de la tiroides), cuyos niveles pueden afectar el
desarrollo de carcinomas tiroideos (Gudmundsson et al., 2009; Navarro Silvera, Miller, &
Rohan, 2005, Hill, et al., 1998; Mazzaferri , 1987).
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7.1.4. Consumo de alcohol: Aunque se evidencia que el consumo de alcohol es superior
en hombres que en mujeres, no se encontraron diferencias significativas en esta variable
entre casos y controles, ni en la comparacion de mujeres control, respecto a los casos
mayores 0 menores de 45, ni en la comparacion de hombres control, respecto a casos
mayores 0 menores de 45 anos, por tanto, en la muestra no se evidencia una relacion
entre el consumo de alcohol y el riesgo de padecer CT (Anexo H). Cabe destacar que en
estudios epidemiologicos en Estados Unidos, el alcohol presentd asociacion con la
disminucién del riesgo de padecer CT (HR=0.72, 95% CI:0.58-0.90, Ptrend=0.002) en
personas que consumian mas de siete copas semanales (Kitahara, Linet, Freeman,
et al., 2012) y para Canada se encontro que la ingesta diaria de mas de 10 gramos de
alcohol, se asocia con una reduccién de entre 14 y 20% del riesgo de CT, pero dicha

reduccion no es estadisticamente significativa (Navarro Silvera et al., 2005).

7.1.5. Tabaquismo: el consumo y exposicion al humo de cigarrillo en la muestra, tanto
de casos como controles, se presenta en el anexo |. El analisis estadistico demuestra
que las diferencias en el consumo de cigarrillo entre los grupos no son significativas para
controles y casos independientemente de la edad y el género. La exposicion a humo de
cigarrillo presenta diferencias significativas entre controles y casos de género femenino
menores de 45 afios, incrementando el riesgo de padecer la enfermedad a casi el doble,

pero no para el resto de comparaciones (Tabla 10, Anexo I).

Teniendo en cuenta que todos los controles son mayores de 50 afios y que posiblemente
existe un sesgo por la diferencia generacional de la muestra, se considera que las
comparaciones de controles respecto a casos con edad inferior a 45 anos no son
concluyentes, ademas, tampoco se encontraron diferencias significativas en las
comparaciones respecto a los casos mayores, por lo tanto, no se evidencia relacion entre
el consumo de alcohol y cigarrillo y el incremento del riesgo de padecer CT en ambos
sexos. Estos datos estan de acuerdo con los reportados para Estados Unidos (Iribarren
et al., 2001; Kabat, Kim, Wactawski-Wende, & Rohan, 2012), Canada (Navarro Silvera
et al., 2005), 2005) y Serbia (Zivaljevic et al., 2014), donde se concluye que el consumo

de alcohol y cigarrillo no presenta relacién con el CT.
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Tabla 10. Analisis estadistico del consumo y exposicién a cigarrillo.

No Si
OR (IC 95%) Valor P
n (%) n (%)
Fumador activo
Mujeres
Controles 268 (78,8) 72 (2,2) Referencia
Casos 245 afios 100 (80,6) 24 (19,4) 0,893 (0,533-1,496) 0,7641
Casos <45 afios 74 (88,1) 10 (11,9) 0,503 (0,247-1,023) 0,0764
Total Casos 174 (83,7) 34 (16,3) 0,727 (0,464-1,141) 0,2017
Hombres
Controles 62 (59,6) 42 (40,4) Referencia
Casos 245 afos 12 (48) 13 (52) 1,599 (0,665-3,844) 0,4062
Casos <45 afios 17 (85) 3(15) 0,261 (0,072-0,945) 0,0564
Total Casos 29 (64,4) 16 (35,6) 0,815 (0,394-1,682) 0,7083
Fumador pasivo
Mujeres
Controles 145 (79,2) 38 (20,8) Referencia
Casos 245 afnos 91 (73,4) 33 (26,6) 1,384 (0,810-2,363) 0,2921
Casos <45 afios 56 (66,7) 28 (33,3) 1,908 (1,071-3,399) 0,0395
Total Casos 147 (70,7) 61 (29,3) 1,583 (0,994-2,522) 0,0680
Hombres
Controles 49 (73,1) 18 (26,9) Referencia
Casos 245 afos 13 (52) 12 (48) 2,513 (0,969-6,514) 0,0943
Casos <45 afios 15 (75) 5 (25) 0,907 (0,288-2,858) 0,8875
Total Casos 28 (62,2) 17 (37,8) 1,653 (0,736-3,713) 0,3102

Se resaltan en negrillas los valores P con correccion de Yates, significativos al 95%

de confianza.
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En los resultados del equipo de Kabat (2012), se evidencia una modesta disminucion del
riesgo en mujeres que consumian mas de 40 paquetes de cigarrillos anuales (HR= 0,35;
IC 95% 0,21-0,89) y quienes fumaron por mas de 30 afios (HR=1,49; IC 95% 1,05-2,12),
no obstante, este trabajo reporta un incremento en quienes fumaron por menos de 20
anos (HR=1,47; 1C 95% 1,12-1,93) haciendo los datos poco congruentes, también, para
pacientes de Nueva Caledonia, se reportd una leve disminucién del riesgo de cancer en
fumadores de 10 a 20 paquetes de cigarrillos diarios y consumidores frecuentes de
alcohol, aunque sin significancia estadistica (Guignard, Truong, Rougier, Baron-
dubourdieu, & Guénel, 2007).

De otra parte, se ha reportado asociacién con la disminucién del riesgo de padecer
cancer de tiroides para fumadores en estudios de casos y controles de Francia (OR=0,7;
IC 95% 0,6-0,9) (Xhaard et al., 2014), asi como para Estados Unidos, donde se reporta
un OR de 0,7 (IC 95% 0,5-0,9) en fumadores y 0,7 (IC 95% 0,5-1) en consumidores de
mas de 12 tragos de alcohol anuales, los autores sugieren que este resultado se
relaciona con un una disminucion de la proliferacion celular afectada por el cambio en
los niveles de hormonas tiroideas y el estrogeno, no obstante, en este estudio se destaca
que el riesgo de cancer aumenta en ex-fumadores (Rossing, Voigt, Wicklund, & Daling,
2000). También para la poblacion estadounidense, se encontré que los fumadores
frecuentes que no beben (HR= 0,46; IC 95% 0,29-0,73) y los consumidores de mas de
una bebida alcohdlica semanal no fumadores (HR= 0,7; IC 95% 0,56-0,87) presentan
una disminucién del riesgo de cancer de tiroides, pero quienes ademas de fumar
consumian bebidas alcohdlicas no la presentaron (Kitahara, Linet, Beane Freeman, et al.,
2012). Meinhold y colaboradores (2009) obtuvieron datos similares con un de RR de 0,33
(IC 95% 0,16-0,71) para consumidores de mas de dos bebidas alcohdlicas diarias no
fumadores y 0,78 (IC 95% 0,51-1,19) para los consumidores de alcohol y fumadores.
Kalezic y colaboradores en 2013, reportaron un OR de 0.46 (IC 95% 0,20-0,90) para

cancer medular de tiroides esporadico (sMTC) en fumadores.
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En Kuwait, y otros paises del golfo pérsico, donde el cancer de tiroides es el segundo en
incidencia en mujeres, se encontré que el consumo de cigarrillo incrementa el riesgo de
padecer la enfermedad (OR= 2,1; IC 95% 0,9-5,3) (Memon et al., 2002).

7.1.6. Menarquia: La distribucion de casos y controles de acuerdo a la edad de la
menarquia se presenta en el anexo J, el promedio fue 13,7 afios en controles y 13,3 en
casos (13,3en PTC, 13,6 en FTC y 12,1 MTC), por lo tanto, se tomé como referencia el
rango entre 13 y 14 afos para la estimacion del riesgo. Se encontré que las mujeres que
presentaron menarquia a una edad menor o igual a 12 afios presentan un incremento
del riesgo de 1,57 y este incrementa a un poco mas del doble para casos diagnosticados
antes de los 45 anos. Presentar la menarquia partir de los 15 afos no representa un
incremento o disminucion significativa del riesgo (Tabla 11). Se reportan resultados
similares para mujeres de Estados Unidos con OR de 1,5 (IC 95% 1, 1-2,3) con
menarquia anterior a los 12 afios y no significativo para las demas comparaciones,
incluyendo las que menstruaron por primera vez después de los 15 afios (OR= 1,2; IC
95% 0,84-1,8) (Sakoda & Horn-Ross, 2002), asi como para Tailandia, donde se presenta
mayor incidencia de cancer en mujeres con menarquia temprana, anterior a 12 afos
(Sungwalee, Vatanasapt, Kamsa-Ard, Suwanrungruang, & Promthet, 2013) y Francia
donde la menarquia entre 9 y 11 afios represento un incremento en el riesgo con OR de
1,3 (IC 95% 1,0-1,8) (Xhaard et al., 2014). También se ha reportado incremento en
mujeres con menarquia después de los 14 afnos con OR= 2,77; Cl 95% 1,33-6,28
(Kalezic, et al., 2013), 15 afios con OR de 1,2 (IC 95% 1,0-1,4; Negri, et al., 1999) y OR
de 2,63 (IC 95% 1,15-5,88; Zivaljevic, et al., 2014) o superior a 16 anos con OR de 1,7
con IC 95% de 1,0 a 3,0 (Rossing et al., 2000).

La edad de la menarquia no presenté asociacion con el riesgo de CT en los estudios
llevados a cabo por los equipos de Akslen (1992) en Noruega, Iribarren (2001) y Mack
(1999) en Estados Unidos, Memon (2002) en Kuwait, Navarro (2005) en Canada y
Truong (2005) en Nueva Caledonia.
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Tabla 11. Analisis estadistico de la edad de la menarquia en casos y controles Porcentaje

de controles y pacientes, segun la edad de la menarquia.

n (%) n (%) OR (95%) Valor P
S12n 13-14
Controles 69 (34,7) 130 (65,3) Referencia

Casos mayor 35 (38,5) 56 (61,5) 1,177 (0,705-1,968) 0,6242
Casos menor 34 (55,7) 27 (44,3) 2,373 (1,324-4,252) 0,0052

Casos Total 69 (45,4) 83 (54,6) 1,566 (1,016-2,414) 0,0416
215 13-14
Controles 87 (40,1) 130 (59,9) Referencia

Casos mayor  31(35,6) 56 (64,4) 0,827 (0,494-1,386) 0,5541
Casos menor 16 (37,2) 27 (62,8) 0,886 (0,451-1,739) 0,8625
Casos Total 47 (36,2) 83 (63,8) 0,846 (0,540-1,326) 0,5376

Se resaltan en negrillas los valores P con correccion de Yates, significativos al 95%

de confianza.

Peterson y colaboradores en 2012, realizaron una revision con datos de 37 estudios y
encontraron que el embarazo, el uso de anticonceptivos, el uso de estrogenos y la terapia
de reemplazo hormonal no representan un incremento o disminucion significativa del
riesgo de cancer de tiroides, pero existe un leve incremento en mujeres con ciclos
menstruales irregulares (IC 95% 1,0-1,9).

La tiroides se agranda durante el ciclo menstrual y ademas se ha demostrado que el
estrégeno 17B-estradiol tiene un efecto promotor del crecimiento de células tumorales
principalmente por la via de receptores de estrégeno presentes en los tejidos tiroideos
(Truong, et al., 2005).

7.1.7. Embarazo: La comparacién de numero de embarazos (Anexo K), se realizd
unicamente para las mujeres con PTC mayores de 35 afos. Sin embargo, las
comparaciones entre nuliparas versus mujeres con uno 0 mas hijos nacidos vivos vy

nuliparas versus mujeres con mas de 5 hijos, no arrojaron diferencias significativas entre
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casos Yy controles, por lo tanto, no se evidencia una asociacién con el riesgo (Anexo L).
Resultados similares se han presentado para mujeres de Estados Unidos (McTiernan, et
al., 1984; Kolonel, et al., 1990; Mack, et al., 1999; Rossing, et al., 2000, Iribarren, et al.,
2001, Sakoda & Horn-Ross, 2002), Suiza (Levi, et al., 1993), China (Preston-Martin, et
al., 1983), ltalia (Franceschi, et al., 1990), Suecia y Noruega (Galanti, et al., 1996), Serbia
(Zivaljevic, et al., 2014) y Nueva Caledonia (Truong, et al., 2005), donde a pesar de
reportar OR diferentes a 1 no se presenta significancia estadistica. Sin embargo, cabe
mencionar que para Francia (OR= 1,9 IC95% 1,0-3,4) (Xhaard, et al., 2014) y Estados
Unidos (OR= 3,0 IC 95% 1,3-7,0) (Preston-Martin, et al., 1987), se reporta un incremento
significativo del riesgo en mujeres con mas de 3 embarazos respecto a las nuliparas, y
un incremento mayor en mujeres que presentaron abortos naturales (OR= 11,5 IC 95%
2,3-112,0), lo cual también se reporta para Hawai, donde el analisis combinado de
mujeres que abortaron su primer hijo y presentaron ingesta alta de yodo mostré un
incremento significativos del riesgo (OR 4,8 IC 95% 1,2 y 19,2) (Kolonel, et al., 1990),
mientras que para mujeres de Noruega (Kravdal, et al., 1991), Canada (Navarro, et al.,
2005) y Japoén (Negri, et al., afio 1999), tener 5 o mas hijos representé un menor riesgo

de cancer respecto a las nuliparas.

La edad del primer embarazo, para los controles fue en promedio a los 22,1 afios y para
los casos a los 22,8 anos (21,7 en PTC, 23,6 en FTC y 22,2 en MTC), en los controles el
rango con mayor frecuencia fue de 18 a 22 afos, por lo tanto, se tom6 como referencia.
No se encontré una reduccion o incremento significativo en el riesgo en la comparacion
de pacientes y controles respecto a una edad temprana de embarazo (13-17 afnos), ni a

una edad superior al rango promedio (23-27 o 228 afios) (Anexo L).

Se ha reportado que las mujeres que tuvieron su primer embarazo a edad inferior a 24
anos (Memon, et al., 2002) o 20 afos (Negri, et al., 1999) respecto a las mayores de 30
afos, reportan una disminucion significativa en el riesgo y que mujeres que presentaron
su primer embarazo a edad mayor o igual a 30 afios lo incrementaron (OR=4,7; IC 95%
1,2-18,7) (Sakoda & Horn-Ross, 2002). Contrario a estos resultados, las menores de 19

presentaron un incremento del riesgo (OR= 2,96; 95% CI 1,26-6,96) en el estudio del
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equipo de Zivaljevic (2014). Sin embargo, de acuerdo con nuestros datos, el porcentaje
de mujeres por rango de edad a la que tuvieron su primer hijo es similar entre casos y

controles (Figura 3), lo cual es congruente con lo reportado por Rossing, et al., 2000.

Figura 3. Porcentaje de casos y controles segun edad del primer embarazo.
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En el estudio de Iribarren y colaboradores (2001), no se presenta relacion significativa
con la paridad (RR en nuliparas vs 1 o 2 embarazos a término 1,01 IC 95% 0,71-1,69 y
nuliparas vs 3 0 mas embarazos 0,38; IC 95% 0,07-1,64), edad de la menarquia (RR <12
vs. 13-14 afios=1,13; IC 95% 0,71-1,80; RR >15 vs.13-14 afios= 0,80, IC 95% 0,42-1,51)
ni planificacion hormonal (RR= 1,07; IC 95% 0,69-1,67). Tampoco se encontrd
asociacion entre el cancer papilar de tiroides y la historia familiar de enfermedades
tiroideas (RR multivariado= 1,43; IC 95% 0,63-3,27), pero si para cancer folicular donde
el riesgo aumenta significativamente en presencia de historial de bocio (RR= 7,03; IC
95% 2,45-20,3) e historia familiar de enfermedades tiroideas (RR= 8,63; IC 95% 3,08-
24,13).

En Estados Unidos se evalud la asociacidon del cancer de tiroides respecto a la edad de

la menarquia, la regularidad de los ciclos menstruales, la edad de la menopausia, el uso
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de anticonceptivos y el historial de embarazos, encontrando un incremento en el riesgo
unicamente en mujeres que presentaron embarazos que no llegaron a término (RR 1,9;
IC 95% 1-3,8; valor P <0,01), abortos involuntarios (RR 2,7; 1C 95% 1.1-7; valor P <0,01)
y uso de anticonceptivos orales (RR 2,4; IC 95% 1,1-5,7; valor P <0,01) (Preston-Martin,
et al., 1987).

7.1.8. Lactancia: Los niveles altos de estrogeno, gonadotropina coridnica y hormona
estimulante de la tiroides (TSH), durante el embarazo pueden promover el crecimiento
tumoral, lo cual podria explicar la mayor incidencia de cancer en mujeres durante la edad
reproductiva (Truong, et al., 2005). La gonadotropina coridnica es similar
estructuralmente a la TSH y puede interactuar con el receptor de TSH, ademas, la
respuesta inmunoldgica cambia durante el embarazo y lactancia (Rossing, et al., 2000),
lo cual puede afectar el crecimiento de células malignas (Preston-Martin, et al., 1987).
Rossing y colaboradores (2000), encontraron que el riesgo de cancer de tiroides es
mayor en mujeres que lactaron recientemente (comparando las mujeres que lactaron por
ultima vez hacia mas de 10 afos, respecto a quienes lo hicieron hacia menos de un afo,
OR= 2,5; IC 95% 1,1-5,5) y quienes lactaron durante mas meses (durante menos de un
ano respecto a mayor o igual a 12 meses OR=2,9; IC 95% 1,5-5,5). Resultados opuestos
se reportan para mujeres de Francia, donde existe una reduccién del riesgo de cancer
de tiroides (OR= 0,3; IC 95% 0,1-0,7) en mujeres que lactaron por mas de 4 meses
respecto a las que no, ademas, el riesgo se incrementa cuando se usan supresores de
la lactancia (OR= 2,2; IC 95% 1,1-4,4) (Xhaard, et al., 2014), no obstante, de acuerdo
con nuestros datos, la lactancia no representa un factor de riesgo en la muestra
colombiana con OR de 0,769 (Anexo M).

7.1.9. Planificacion hormonal: En la muestra colombiana, representa un factor de riesgo
incrementando la probabilidad de presentar cancer de tiroides a casi el doble (Tabla 12),
superior a lo reportado por La Vecchia y colaboradores (1999) en un analisis de datos
para mujeres de Norte América, Asia y Europa, donde el consumo de anticonceptivos
orales incrementa el riesgo con OR de 1,2 (IC 95% 1,0-1,4), los autores no encontraron

relacion entre la duracién, edad del inicio o uso anterior al primer embarazo, pero si frente
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a la frecuencia de consumo (OR= 1,5; IC 95% 1,0-2,1) y reportan una asociacion mas
fuerte respecto a PTC (OR= 1,6). Preston-Martin y colaboradores en 1993, encontraron
un incremento en el riesgo de cancer de tiroides en mujeres de China con OR de 1,7 (IC
95% 1,0-3,7). Schonfeld y colaboradores en 2011, reportan, para mujeres de Estados
Unidos, un OR de 1,23 (IC 95% 0,93-1,65) para mujeres que consumen anticonceptivos
orales con regularidad, siendo mas fuerte para mujeres menores de 35 anos (1,39) pero
no en mujeres entre 36 y 55 afios (OR= 1,04), ademas, encontraron un OR de 1,38 (IC
95% 1,07-1,79) para uso de terapia de remplazo hormonal en la menopausia. Sin
embargo, estos datos difieren de los reportados para mujeres de Serbia, donde ni los
anticonceptivos orales ni la terapia de estrégeno presentan diferencias en la comparaciéon

de casos y controles (P= 0,509 y P= 0,668 respectivamente) (Zivaljevic, et al., 2014).

Tabla 12. Planificacién hormonal y relacion con el riesgo de padecer cancer papilar de

tiroides.
Control PTC FTC MTC
Planificacion 250 245 <45 245 <45 245
Si 87 (29,8) 52 (45,6) 39(50,6) 3(42,9) 4(66,7) 0
No 205 (70,2) 62 (54,4) 38(49,4) 4(57,1) 2(33,3) 2 (100)
Planificacion Si No OR (IC 95%) Valor P
Control 87 (29,8) 205 (70,2) Referencia

Caso 245 55 (44,7) 68 (55,3) 1,906 (1,234-2,945) 0,00492
Caso <45 43 (51,8) 40 (48,2) 2,533 (1,539-4,169) 0,00033
Total Casos 98 (47,6) 108 (52,4) 2,138 (1,475-3,099) 0,00007

Se resaltan en negrillas los valores P con correccion de Yates, significativos al 95% de

confianza.
Sungwalee y colaboradores (2013), encontraron un incremento significativo del riesgo de

cancer papilar y folicular de tiroides en mujeres de Tailandia que consumen

anticonceptivos, que podria estar asociado a la larga exposicion a estroégeno, el cual,
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ademas tiene una incidencia en el incremento de la proliferaciéon, migracion e invasividad

de células derivadas de tumores tiroideos.

El estudio de Kolonel y colaboradores (1990) atribuye un incremento de 7,3 (IC 95% 1,5-
34,5) del riesgo de cancer de tiroides en mujeres con dieta alta en yodo y consumo de
medicamentos para la fertilidad en mujeres de Hawai. El uso de hormonas para inducir
la labor de parto incremento el riesgo con OR de 3,4 (1,0-14,9) (Mack, et al., 1999). El
incremento del riesgo puede deberse a los altos niveles de TSH, que presentan las
mujeres que usan anticonceptivos orales respecto a quienes tienen un ciclo menstrual
normal (Memon, et al., 2002), ademas, se ha reportado que mujeres en embarazo o
consumidoras de anticonceptivos hormonales tienen una elevada tasa de rotura de
cromosomas e intercambio entre cromatides hermanas lo que puede incrementar la
probabilidad de errores (Hundal, et al., 1997; Dillon, et al., 2012).

Tanto la hormona luteinizante, como la gonadotropina corionica, la foliculo-estimulante y
la estimulante de la tiroides, tienen la misma subunidad a codificada por el mismo gen,
por tal razén, los eventos reproductivos estan fuertemente relacionados con el desarrollo
de carcinoma diferenciado de tiroides, ademas, el rol del estrégeno y sus receptores
afectan la tumorigenesis y su progresion, se ha demostrado en experimentos in vitro que
el estradiol estimula la proliferacion de células con carcinoma papilar de tiroides (Tafani
et al., 2014; Xhaard et al., 2014).

7.1.10. Menopausia: La distribucion de controles y pacientes segun el tipo y edad de la
menopausia, entendida como cese permanente de la menstruaciéon, se presenta en el
anexo N. En 48 controles, la menopausia fue causada por histerectomia (15,1%), en 3
por histerectomia y extirpaciéon de ovarios (0,9%) y 11 reportan unicamente que no fue
natural (3,6%), para un total de 20,4% controles con menopausia no funcional ocurrida a
una edad promedio de 43,3 afios. Dentro de los casos de PTC, 42 (21,8%) presentaron
menopausia como resultado de histerectomia y se destaca que en 29 ocurrié antes del
diagndstico de cancer y 5 después (8 no reportan edad); 10 (5,2%) reportaron

histerectomia y extirpacion de ovarios antes del diagnéstico de cancer, 3 (1,6%) por
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radioterapia y 4 (2,1%) no declaran la causa de la menopausia pero fue anterior al
diagndstico. El promedio de edad de la menopausia no funcional en casos PTC fue a los
42,3 anos. Los casos de MTC presentaron menopausia a los 42 (por histerectomia
anterior al diagndstico de cancer) y 55 afos (histerectomia posterior al diagndstico). No
se encontraron diferencias significativas en la edad a la que se presenté la menopausia
natural en casos y controles, por lo tanto, al hacer la comparacién respecto al rango
promedio de 48 a 51 afos, no se evidencié una asociacion entre la edad de la

menopausia natural y el riesgo de padecer cancer de tiroides (Tablas 13 y 14).

Se encontrdé una asociacion significativa en la presencia de menopausia no funcional y
un riesgo cuatro veces superior respecto a quienes la presentaron de manera natural,
tanto para el CT en general (Tabla 13), como los casos de PTC (Tabla 14). En un analisis
combinando de datos de Estados Unidos, Japon y Europa, se encontré que el riesgo se
incrementa, con OR de 1,8 (IC 95% 1,4-2,4), al comparar mujeres con menopausia
natural respecto a menopausia no funcional, no obstante, la edad no representd un
cambio en el riesgo (Negri, et al., 1999), tal como sucede en nuestro estudio al comparar,
dentro de los casos y controles con menopausia no funcional, los que la presentaron
antes o después de los 45 afios (OR= 1,338; IC 95% 0,575-3,112) y entre 41 y 50 versus
los menores de 40 afos (OR=0,579; IC 95% 0,231-1,453), o mayores de 51 (OR= 1,863;
IC 95% 0,558-6,217). En nuestro estudio, usando como referencia el rango de 48 a 51
anos, se calcula un riesgo cinco veces mayor en quienes tuvieron menopausia no
funcional a los 35 afios o menos; mas del doble en las menores de 40 afios y ocho veces

mayor en los casos de menopausia no funcional en mujeres mayores de 51 afios.

Los fibromas uterinos inducidos por exceso de produccion de progesterona, son una
causa de histerectomia (Truong, et al., 2005), por tanto, dicha operacién quirurgica puede
ser un indicador de desordenes menstruales prolongados relacionados con el cancer de
tiroides. Ademas, la menopausia a una edad inferior a 45 afios se considera precoz y si
ocurre antes de los 40 afios, se relaciona con fallo ovarico, en contraste, si se presenta

después de los 55 afos se considera tardia (Sanchez-Borrego, et al., 2009).
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Tabla 13. Menopausia y relacion con el riesgo de padecer cancer de tiroides.

Caso Control
OR (IC 95%) Valor P
n (%) n (%)
Menopausia
Natural 61 (29,3) 242 (76,3) Referencia
No funcional 61 (29,3) 62 (19,6) 4,241 (2,689-6,691) 3,853E-10
Pre-menopausia 86 (41,3) 13 (4,1)
Edad de la Menopausia natural
48-51 22 (40) 104 (43) Referencia
<44 5(9,1) 26 (10,7) 0,909 (0,314-2,629) 0,9203
45-47 3 (23,6) 52 (21,5) 1,182 (0,552-2,533) 0,8231
<47 8 (32,7) 78 (32,2) 1,091 (0,548-2,172) 0,9203
52-54 2(21,8) 33(13,6) 1,719 (0,769-3,845) 0,2674
55-57 3 (5,5) 27 (11,2) 0,525 (0,146-1,886) 0,4138
>52 15 (27,3) 60 (24,8) 1,182 (0,57-2,45) 0,7913

Edad menopausia no funcional

M. Natural (48-51) 22 (40) 104 (43) Referencia
<35 6 (14) 5(9,6) 5,673 (1,589-20,26) 0,0097
36-40 8 (18,6) 22 (42,3) 1,719 (0,678-4,360) 0,3711
41-45 11 (25,6) 7 (13,5) 7,429 (2,591-21,3) 0,0002
46-50 7 (16,3) 12 (23,1) 2,758 (0,975-7,797) 0,0646
>51 11 (25,6) 6 (11,5) 8,667 (2,897-25,93) 0,0001
<40 4 (32,6) 27 (51,9) 2,451 (1,109-5,415) 0,0416
41-50 8 (41,9) 19 (36,5) 4,479 (2,029-9,887) 0,0003
251 11 (25,6) 6 (11,5) 8,667 (2,897-25,93) 0,0001
<45 5(58,1) 34 (65,4) 3,476 (1,741-6,941) 0,0005
246 18 (41,9) 18 (34,6) 4,727 (2,126-10,51) 0,0002

Se resaltan en negrillas los valores P con correccion de Yates, significativos al 95%

de confianza.
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Tabla 14. Menopausia y relacion con el riesgo de padecer cancer papilar de tiroides.

PTC Control
OR (IC 95%) Valor P
n (%) n (%)
Menopausia
Natural 55 (28,5) 242 (76,3) Referencia
No funcional 59 (30,6) 62 (19,6) 4,549 (2,856-7,248) 1,29E-10
Pre-menopausia 79 (40,9) 13 (4,1)
Edad de la menopausia no funcional
M. Natural (48-51) 20 (40) 104 (43) Referencia
<35 6 (14,6) 5(9,6) 6,24 (1,736-22,44) 0,0069
36-40 8 (19,5) 22 (42,3) 1,891 (0,739-4,841) 0,2815
41-45 10 (24,4) 7 (13,5) 7,429 (2,528-21,83) 0,0003
46-50 7(17,1) 12 (23,1) 3,033 (1,064-8,649) 0,0533
=51 10 (24,4) 6 (11,5) 8,667 (2,829-26,55) 0,0002
<40 14 (34,1) 27 (51,9) 2,696 (1,207-6,022) 0,0245
41-50 17 (41,5) 19 (36,5) 4,652 (2,068-10,466) 0,0002
251 10 (24,4) 6 (11,5) 8,667 (2,829-26,55) 0,0002
<45 24 (58,5) 34 (65,4) 3,671 (1,807-7,455) 0,0004
246 17 (41,5) 18 (34,6) 4,911 (2,168-11,124) 0,0002

Se resaltan en negrillas los valores P con correccion de Yates, significativos al 95%

de confianza.

Similar a nuestros resultados, la histerectomia como causa de la menopausia presentd
relacién con el carcinoma de tiroides en la poblacion de Estados Unidos, con un OR de
1,8 (IC 95% 1,1-3,0), respecto a la menopausia natural, ademas, dicho riesgo fue mayor
en los casos de ooforectomia bilateral (OR= 2,2; IC 95% 1,3-4,0), y realizando la
comparacion respecto a la edad promedio, la histerectomia entre los 31 y 40 afios de
edad presentd un OR de 2.0 (IC 95% 1,1-3,9) (Rossing, et al., 2000). Mack, et al.,1999,
reporta un OR de 1,9 (IC 95% 1,0-3,8) para histerectomia y OR de 6,5 (IC 95% 1,1-38,1)

para histerectomia con ooforectomia bilateral.
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En pacientes de Kuwait (Asia Occidental), Memon y colaboradores (2002), encontraron
un posible incremento en el riesgo en mujeres con histerectomia y ooforectomia (OR=
3,1 1C 95% 0,6-31,0) aunque sin significancia estadistica por el tamafio de la muestra.
En Suiza el analisis de factores reproductivos y hormonales muestra un OR de 2,8 (IC
95% 1,1-7,2) en mujeres que abortaron su primer hijoy 6,3 (IC 95% 1,7-23,2) en mujeres

con menopausia no funcional (Levi, et al., 1993).

7.2. ANTECEDENTES FAMILIARES DE ADENOCARCINOMAS

Se ha reportado que aproximadamente el 5% de los casos de carcinoma de tiroides no
medular (folicular o papilar) tiene un origen familiar (FNMTC), este grupo de casos con
agregacion familiar se subdivide en los caracterizados por una preponderancia de
tumores no tiroidales, asociados con sindromes como la polipdsis adenomatosa familiar
(PAF) y el sindrome de Cowden y los casos caracterizados por una preponderancia de

NMTC en la familia, sin sindromes conocidos (Khan, et al., 2010).

Robinson y Orr reportaron el primer caso de gemelos de 24 afios afectados por cancer
papilar de tiroides en 1955, desde entonces, se han publicado diversos estudios
epidemioldgicos acerca de FNMTC y se estima que ocurre entre el 3.8 y 6.8% de los
casos de CT originado en las células foliculares (Alsanea, et al., 2000). Se sugiere
ademas, que el FNMTC presenta mayor agresividad que el esporadico. Asanea et al.,
2000, reportan que el 28% de los pacientes analizados presenta un familiar que murid
por CT. En la muestra colombiana, excluyendo los melanomas y canceres de posible
origen viral (cancer de cérvix, garganta y recto), se encontré que el 41,5% de los
pacientes declaran antecedentes de cancer en primer y/o segundo grado y de estos, el
35,2% corresponde a pacientes diagnosticados antes de los 45 afos. Restringiendo el
analisis a los antecedentes de cancer de colon, estbmago, seno, prostata, endometrio
y/o tiroides, el porcentaje de casos que declara algun familiar en primer y segundo grado
con estos padecimientos es del 28,9% y de estos el 35,6% corresponde a pacientes

diagnosticados antes de los 45 afios (Anexo O).
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La comparaciéon de casos diagnosticados a partir de los 45 afios versus los menores,
mostro diferencias significativas para los casos con antecedentes de primer grado,
incrementando al doble el riesgo para los mayores de 45 afios y fue mas fuerte para los
pacientes que tenian antecedentes en familiares de primer y segundo grado (OR= 4,97)
(Tabla 15). No se presentaron diferencias en los antecedentes de cancer respecto al
género del paciente. En un estudio de casos y controles de Estados Unidos, el riesgo fue
mayor en pacientes con antecedentes familiares de cancer de tiroides, colon y leucemia
(FRR= 4,04 1C 95% 3,13-5,07 en hombres y FRR= 2,24; IC 95% 1,54-3,08 en mujeres)
(Goldgar, et al., 1994)

Tabla 15. Calculo del riesgo en pacientes con o sin antecedentes familiares de cancer,

segun edad de diagndstico y género.

Por edad de diagnodstico 245 <45 OR (IC 95%) Valor P
No declara 102 (68,5) 78 (75,0) Referencia
Con antecedentes 47 (31,5) 26 (25,0) | 1,382 (0,788-2,426) 0,3222

Primer + Primer y
29 (19,5)  10(9,6) | 2,2176 (1,020-4,823)  0,0412
segundo grado
Segundo grado 18 (12,1) 16 (15,4) | 0,860 (0,412-1,794) 0,8231

Primer y segundo grado 13 (8,7) 2(1,9) 4,971 (1,090-22,673) 0,0458

Por género Hombre Mujer OR (IC 95%) Valor P
No declara 32(71,1) 148 (71,2) Referencia
Con antecedentes 13(28,9) 60(28,8) | 1,002 (0,492-2,040) 0,8625

Primer + Primer y

8(17,8)  31(14,9) | 1,194 (0,502-2,838)  0,8625
segundo grado
Segundo grado 5(11,1) 29 (13,9) | 0,797 (0,287-2,218) 0,8415

Primer y segundo grado 3(6,7) 12(5,8) | 1,156 (0,308-4,335)  1,0000

Se resaltan en negrillas los valores P con correccion de Yates, significativos al 95%

de confianza.
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Unicamente 121 personas respondieron la pregunta relacionada con el padecimiento de
otras enfermedades tiroideas previas al diagnéstico de cancer (Tabla 16) y, de ellas, 42
(34,7%) pacientes respondieron afirmativamente. En 19 pacientes se presentd
hipotiroidismo (42,2%), en 8 hipertiroidismo (19%) y en 15 bocio tiroideo (35,7%). No se
logr6 establecer si existen diferencias en el riesgo, dependientes de la edad,
posiblemente debido al bajo numero de pacientes que fueron encuestados respecto a
este aspecto. Cabe destacar que se reportaron tumores benignos en 37 pacientes y dos
otro tipo de cancer. Aunque no se cuenta con un tamafio de muestra suficiente para
realizar el analisis estadistico por tipo, la comparacién del total de reportes no muestra

asociacion con el cancer de tiroides (Tabla 16).

En mujeres de Italia se encontrd un incremento en el riesgo de padecer cancer de tiroides
en las pacientes con antecedentes familiares de cancer de tiroides en primer grado (RR
1,7; 1C 95% 1,1-2,5) y los que presentaron historial de otras enfermedades tiroideas
como tiroiditis (RR= 3,7 IC 95% 0,8-16,3), adenoma tiroideo (RR= 31,6; IC 95% 3,3-18,6),
bocio (RR= 7,9 IC 95% 3,3-18,6), hipertiroidismo (RR= 4,0 IC 95% 1,4-11,7) e
hipotiroidismo (RR= 1,5 IC 95% 5,1-14,8) (D'Avanzo, et al., 1995). Para Estados Unidos,
se reporta un incremento significativo del riesgo de cancer en pacientes con
antecedentes de nédulos con HR de 4,48 (IC 95% 3,23-6,21) y bocio tiroideo con HR de
2,71 (IC 95% 1,79-4,11) (Kabat, et al., 2012).

Presentar antecedentes familiares de enfermedades tiroideas incrementa el riesgo con
un OR ajustado de 2,18 (IC 95% 1,17-4,05) en el estudio de Iribarren y colaboradores
(2001). Las mujeres que presentaron tiroiditis post-parto se relacionan con un incremento
del riesgo de cancer con OR de 10,2 (IC 95% 2,3-44,8) (Memon, et al., 2002). Para
cancer medular de tiroides esporadico, Kalezic y colaboradores en 2013 reportaron un
OR de 11,29 (IC 95% 1,16-73,45) en pacientes con historial de bocio o nddulos tiroideos
y para pacientes con cancer de tiroides de Nueva Caledonia, Truong y colaboradores en
2005 reportaron un incremento del riesgo con OR de 5,5 (IC 95% 2,0-14,6) cuando
presentaron bocio 5 o0 mas afnos antes del diagndstico de cancer.
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Tabla 16. Calculo del riesgo en pacientes que reportan otra enfermedad.

<45 245 OR (IC 95%) Valor P
Enfermedad tiroidea
No 28 (59,6) 51 (68,9) Referencia
Si 19 (40,4) 23 (31,1) 1,505 (0,702-3,226) 0,3929
Hipotiroidismo 9(19,1) 10 (13,5) 1,639 (0,596-4,509) 0,4839
Hipertiroidismo 3(6,4) 5(6,8) 1,093 (0,243-4,916) 1,0000
Bocio 7 (14,9) 8(10,8) 1,594 (0,523-4,857) 0,5967
Otro cancer
No 147 (98,7) 99 (95,2) Referencia
Si 2(1,3) 5(4,8) 0,269 (0,051-1,416) 0.1273
Seno 0 2(1,9)
RiAdn 1(0,7) 2(1,9)
Utero 0 1(1,0)
Piel 1(0,7) 0
Tumores benignos
No 132 (88,6) 84 (80,8) Referencia
Si 17 (11,4) 20 (19,2) 0,541 (0,268-1,092) 0,1206
Utero 7 (4,7) 11 (10,6) 0,405 (0,151-1,086) 0,1110
Seno 3 (2,0) 1(1,0)
Ovario 1(0,7) 2(1,9)
Colon 2(1,3) 1(1,0)
Piel 1(0,7) 2(1,9)
Boca 0 1(0,7)
Vesicula 0 1(1,0)
Hipdfisis 0 1(1,0)
Garganta 1(0,7) 0
Pdlipo nasal 1(0,7) 0
Linfagioma frontal 1(0,7) 0
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Para pacientes con carcinoma anaplasico de tiroides de Serbia se encontré relacion con
antecedentes familiares de enfermedades malignas no tiroideas (OR= 4,37; Cl 95%=
1,11-17,31) y quienes presentaron bocio (OR= 37,55; IC 95% 4,86-290,11), ndédulos
tiroideos (OR= 25,33; IC 95%= 5,66-126,65), historial de otras enfermedades tiroideas
(OR=5,51; IC 95% 1,04-29,25) y diabetes (OR= 4,06; IC 95% 1,29-12,81) (Zivaljevic, et
al., 2014).

7.3. CARACTERISTICAS DEL TUMOR

El tumor se localiz6 en uno de los I6bulos tiroideos en mas de la mitad de todos los casos
(58,9% mujeres y 59,6% de hombres) y fue multifocal en el 36,9 y 36,2% de los casos
en mujeres y hombres, respectivamente. La lesion en el istmo ocurrié unicamente en
casos de PTC en menos del 5% de pacientes de ambos géneros. El 17,3% de las
mujeres y hombres presentaron tumor bilateral. Se destaca que el tumor fue bilateral en
44 mujeres y ocho hombres con PTC y solamente un hombre presenté FTC. La
localizacion del tumor no presento diferencias significativas en las comparaciones entre

géneros ni entre grupos de edad de diagnéstico (Anexo P).

La lesiéon fue menor a 1cm en el 31,5% de las mujeres y 23,9% de los hombres,
constituyendo microcarcinomas. El 48,1% de mujeres y 45,6% de los hombres
presentaron tumores mayores a 1cm pero menores a 3cm, el 10,8% de mujeres y 8,7%
de hombres presentaron tumores mayores a 3cm pero menores a 4cm y el 9,5% de las

mujeres y 21,7% de los hombres presentaron tumores mayores a 4cm (Anexo Q).

No se presentd asociacion entre el tamafio del tumor y la edad de diagndstico (mayor o
menor de 45 afios), ni en las comparaciones de tamafo de tumor entre géneros (Anexo
Q). Ademas se observd una tendencia similar en el porcentaje de pacientes por rango
de edad respecto al tamafo del tumor (Figura 4), esto difiere con lo reportado para Corea,
donde la comparacion del tamano del tumor fue significativamente diferente entre
pacientes mayores (2,26 +/- 2,2) y menores de 70 afios (1,26 +/- 1,17) (P <0,001) (Park,
et al., 2014).
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Figura 4. Distribucion del porcentaje de pacientes segun el tamafio del tumor y la edad.
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El compromiso capsular fue informado en la patologia de 92 mujeres y 27 hombres,
asumiendo que los demas no presentan dicha caracteristica, esto corresponde al 36,1%
de las mujeres y 51,9% de los hombres. No se observaron diferencias en la presencia
de compromiso capsular respecto a la edad de diagndstico, independientemente del tipo
histolégico y el género. Sin embargo, dado que un mayor porcentaje de hombres
presentd compromiso capsular, en este género se encontrd un incremento del riesgo con
OR de 1,845 (P= 0.076) (Tabla 17, Anexo R).

La invasion vascular fue informada en 61 patologias, de las cuales, 48 corresponden a
mujeres y 10 a hombres con PTC y unicamente dos mujeres y un hombre con FTC, por
lo tanto, esta complicacion se evidencio en el 19,6% de las mujeres y el 21,2% de los
hombres con cancer de tiroides. No se encontraron diferencias significativas en las
comparaciones de edad de diagnéstico y género respecto a esta complicacion (Tablas17,
Anexo R).
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Tabla 17. Comparacion del riesgo segun edad de diagndstico y género respecto al

compromiso capsular, invasion vascular, invasion de ganglios y extension extra-tiroidea.

Presente Ausente

OR (IC 95%) Valor P
n (%) n (%)
Compromiso capsular
245 66 (38,6) 105 (61,4) Referencia
<45 48 (40,0) 72 (60,0) 1,061 (0,658-1,71) 0,9200
PTC 245 59 (37,3) 99 (62,7) Referencia
PTC <45 45 (39,5) 69 (60,5) 1,094 (0,667-1,795) 0,8230
PTC Hombre 24 (50,0) 24 (50,0) Referencia
PTC Mujer 84 (35,1) 155 (64,9) 0,542 (0,29-1,013) 0,0760

1,845 (0,988-3,447)* 0,0760
Invasion vascular
245 35(20,5) 136 (79,5) Referencia
<45 24 (20,0) 96 (80,0) 0,971 (0,543-1,738) 1,0000

Invasion a ganglios

245 37 (21,6) 134 (78,4) Referencia
<45 48 (40,0) 72 (60,0) 2,414 (1,442-4,043) 0,0010
PTC 245 37 (23,4) 121 (76,6) Referencia
PTC <45 48 (42,1) 66 (57,9) 2,378 (1,409-4,014) 0,0020
PTC Hombre 20 (41,7) 28 (58,3) Referencia
PTC Mujer 71(29,7) 168 (70,3) 0,592 (0,313-1,119) 0,1450

Extension extratiroidea
245 28 (16,4) 143 (83,6) Referencia
<45 22 (18,3) 98 (81,7) 1,147 (0,62-2,12) 0,7770

* Calculo con género masculino como factor de riesgo

Se resaltan en negrillas los valores P con correccion de Yates, significativos al

95% de confianza.
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La invasion de los ganglios, se presentd unicamente en casos con PTC y con mayor
frecuencia en los diagnosticados antes de los 45 afios, tanto en mujeres (40,9%) como
en hombres (47,6%), por lo tanto, se encontr6é un incremento del riesgo de invasion a
ganglios en las comparaciones de edad de diagndstico inferior versus superior o igual a
45 anos (OR= 2,38) y este incremento se mantiene con significancia estadistica al

restringir el analisis a los casos de género femenino (OR= 2,50) (Tabla 17).

En 52 patologias de casos con PTC y en una con FTC, se informé la presencia de
extension extratiroidea (Tabla 17). El 16,4% de las mujeres y el 20,8% de los hombres
diagnosticados con PTC a edad mayor o igual a 45 afos, asi como el 17,2% de mujeres
y 22,9% de hombres con PTC diagnosticados antes de los 45 afios presentaron
extension extratiroidea, pero no se encontraron diferencias significativas en las

comparaciones respecto al género y la edad.

Para casos de Corea se reportan diferencias significativas entre la edad (=70 vs <70) y
la extension extratiroidea (P= 0,001) presente en el 69,2% de los pacientes menores y el
48% de los mayores de 70 afios, invasion vascular (P=0,001) presente en el 96,9% de

los menores y el 91,8% de los mayores (Park, et al., 2014).

7.3.1. Estadificacién. En los anexos S y T, se presenta la clasificacién de los casos
analizados en el presente estudio segun la escala de estadiaje del cancer (TNM) y el
grado de diferenciacion, de acuerdo con la séptima edicion del protocolo de examen de
especimenes de pacientes con carcinomas de la glandula tiroidea publicado por el
Colegio Americano de Patdlogos (CAP) en agosto de 2014 (Seethala, et al., 2014).

El porcentaje de pacientes con T1, T2 y T3 fue similar entre casos diagnosticados antes
y después de los 45 afos, pero se evidencia un mayor numero de casos con T4 (A 'y B)
en los menores de 45 afos (10,6% en mujeres y 15% en hombres), que en mayores de
45 anos (5,1% en mujeres y 4,2% en hombres), esto evidencia una mayor agresividad

de la enfermedad en pacientes jévenes, aunque en pacientes mayores se muestran
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tasas menores de supervivencia (Papaleontiou & Haymart, 2014; Wang & Wang, 2013;
Eaker, et al., 2006), en este sentido, un analisis retrospectivo realizado para pacientes
con carcinoma papilar y folicular de tiroides entre 1988 y 2003, muestra una menor
supervivencia en pacientes de edad mayor o igual a 45 afios en comparacién con los
menores de 45 (P<0,0001), ademas, encontraron un decrecimiento de la supervivencia
con cada década adicional a partir de los 35 afos (P<0,001) (Oyer, et al., 2012;
Papaleontiou & Haymart, 2014).

Dentro de los pacientes menores de 45 pero mayores de 15 afios, con estado | (114
casos), el 41,22% presentaron T1y el 36% T2 ubicandose en la categoria de bajo riesgo
de recurrencia o recaida, segun la clasificacion del riesgo del INC (2011), mientras que
el 15% fueron T3 y el 7,9% T4, ubicandose en la categoria de alto riesgo junto con 7
casos menores de 45 anos en estado Il (presentaron metastasis), 1 caso menor de 11
afnos con T3, 6 casos mayores de 45 con metastasis, el 24,1% de los casos mayores de
45con T3y T4 (AyB)yel 12,4% de casos con T1 0 2 pero N1a (Anexo Sy T).

En Estados Unidos el tamafio de los tumores es inferior a 1cm en el 49% e inferior a 2cm
en el 87% de los casos de PTC diagnosticados (Wartofsky, 2010), para Colombia,
nuestra muestra indica un diagnostico tardio ya que el tumor es T1 unicamente el 46,9%
de los casos y es superior a 2cm o con invasion extratiroidea en el 53,1% restante (27,5%
con T2, 20,6% con T3y 5% T4Ay T4B).

Dentro de los casos de PTC diagnosticados antes de los 45 anos, 36,6% de las mujeres
y el 38,1% de los hombres presentaron N1a 'y 4,3% de las mujeres y 9,5% de los hombres
N1b, el porcentaje disminuy6 para los casos diagnosticados después de los 45 anos
(16,4% mujeres y 33,3% hombres con N1a y 5,2% de mujeres con N1b), por lo tanto,
existe mayor riesgo de presentar metastasis a los nddulos linfaticos pretraqueal,
paratraqueal y perilangeal (N1a) y cervicales, retrofaringeles o superiores mediastinales
(N1b), en pacientes jovenes (OR= 2.38) y esta asociacién es mas fuerte al comparar
unicamente los casos de género femenino (OR= 2,50) (Tabla 18).
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Se evidencia que existe un mayor porcentaje hombres que presentan invasion del tumor
en los ganglios a pesar del bajo numero de pacientes de este género reclutados, esto
coincide con lo reportado para Estados Unidos, donde la supervivencia de los hombres
mayores de 55 afos fue significativamente menor a la de mujeres en estados | y |l
(Jonklass, et al., 2012), ademas, se ha reportado que los pacientes de género masculino
presentan mayores tasas de recurrencia y mortalidad, por otro lado, aunque la
importancia de la invasion de ganglios ha sido reconocida para la recurrencia y
micrometastasis, no se tienen datos claros sobre su relacion con la supervivencia
(Papaleontiou & Haymart, 2014), en concordancia, en nuestro estudio el 8,3% de los

hombres (4 de 44) y 3,3% de las mujeres (8 de 231), presentaron recurrencia (Tabla 18).

El 22,2% de los hombres y 26,4% de las mujeres con PTC, asi como el 14,3% de las
mujeres con FTC, presentaron tumor con moderado grado de diferenciacion, mientras
que el 3,6% de las mujeres y 2,8% de los hombres con PTC presentaron mala
diferenciacion. Sin embargo no se encontro relacion significativa entre el género y la edad
de diagnéstico respecto al riesgo de presentar moderada (G1) o mala diferenciacion (G2)
(Anexo T). Los casos de MTC fueron clasificados como bien y moderadamente

diferenciados, en estados Il y Il (Anexo T).

El 7,9% de las mujeres y el 4,8% de los hombres con PTC, menores de 45 afios,
presentaron metastasis y por lo tanto se clasificaron en estado Il. En pacientes
diagnosticados a una edad mayor o igual de 45 afos, se encontrd que el 45% de mujeres
y 39,1% de hombres con PTC, asi como el 57,1% de mujeres con FTC se encuentran en
estado |, el estado Il se presentd en el 21,4% de las mujeres y 11,1% de hombres y el
estado lll en el 25% de las mujeres y 48,1% de hombres con cancer de tiroides. Los
estados IVA 'y IVC solo ocurrieron en pacientes con PTC (9,1% mujeres y 8,7% hombres)

a una edad promedio de 55,7 afos.
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Tabla 18. Comparacién de la clasificacion en la escala TNM en pacientes con PTC segun

la edad de diagnostico y el género.

n (%) n (%) OR (IC 95%) Valor P
PTC Mujer PTC Hombre

T1-T2 171 (86,4) 27 (13,6) Referencia
T3-T4 48 (75,0) 16 (25,0) 0,4737 (0,2361-0,9504) 0,0525

NX-NO 168 (85,7) 28 (14,3) Referencia
N1a-N1b 71 (78,0) 20 (22,0) 0,592 (0,313-1,119) 0,1450

MX-MO 229 (83,6) 45 (16,4) Referencia
M1 10 (76,9) 3(23,1) 0,655 (0,173-2,475) 0,7020

PTC <45 PTC 245

T1-T 2 74 (39,6) 113 (60,4) Referencia
T3-T4 26 (42,6) 35 (57,4) 1,134 (0,631-2,038) 0,7913

NX-NO 66 (35,3) 121 (64,7) Referencia
N1a-N1b 48 (56,5) 37 (43,5) 2,378 (1,409-4,014) 0,0020

MX-MO 107 (41,3) 152 (58,7) Referencia
M1 7 (53,8) 6 (46,2) 1,657 (0,542-5,07) 0,5430

PTC <45 Mujer PTC 245 Mujer

T1-T 2 63 (38,9) 99 (61,1) Referencia
T3-T4 17 (37,0) 29 (63,0) 0,921 (0,468-1,813) 1,0000

NX-NO 55 (34,4) 105 (65,6) Referencia
N1a-N1b 38 (56,7) 29 (43,3) 2,502 (1,396-4,482) 0,0030

MX-MO 87 (40,1) 130 (59,9) Referencia
M1 6 (60,0) 4 (40,0) 2,241 (0,615-8,175) 0,3240

Se resaltan en negrillas los valores P con correccion de Yates, significativos al 95% de

confianza.
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Tabla 19. Casos de PTC con recurrencia o metastasis y asociacion con el riesgo respecto

a la edad y género.

n (%) n (%) OR (IC 95%) Valor P
Recurrencia
PTC <45 PTC 245
No declara 111 (97,4) 150 (94,9) Referencia
Si 3(2,6) 8 (5,1) 0,507 (0,131-1,954) 0,368

PTC Mujer PTC Hombre
No declara 231 (96,6) 44 (91,7) Referencia
Si 8 (3,4) 4 (8,3) 0,381 (0,11-1,32) 0,228

PTC <45 Mujer PTC 245 Mujer

No declara 91 (97,8) 129 (96,3) Referencia
Si 2(2,2) 5(3,7) 0,567 (0,108-2,987) 0,703
Metastasis
PTC <45 PTC 245
No declara 107 (93,9) 152 (96,2) Referencia
Si 7 (6,1) 6 (3,8) 1,657 (0,542-5,07) 0,543

PTC Mujer PTC Hombre
No declara 229 (95,8) 45 (93,7) Referencia
Si 10 (4,2) 3(6,3) 0,655 (0,173-2,475) 0,702

PTC <45 Mujer PTC 245 Mujer
No declara 87 (93,5) 130 (97,0) Referencia
Si 6 (6,5) 4 (3,0) 2,241 (0,615-8,175) 0,324

Doce casos de PTC reportaron recurrencia de la enfermedad y, aunque fue mas
frecuente en casos mayores de 45 anos (8 casos), no se encontré incremento o

disminucién del riesgo respecto a la edad o género de los pacientes. Se reporta
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metastasis Unicamente en casos de carcinoma papilar de tiroides de los cuales 10
corresponden a mujeres y 3 a hombres, los lugares de metastasis fueron los pulmones
(6 casos), el cuello (3 casos), los huesos (2 casos), cuero cabelludo y muslo (1 caso) y
mediastino (1 caso). No se presentaron diferencias entre la edad o género respecto al

riesgo de presentar metastasis o recurrencia (Tabla 19).

7.4. ANALISIS MOLECULARES

El cancer es una consecuencia de la acumulacion de alteraciones genéticas, en su
mayoria de tipo somatico y, afortunadamente, en solo aproximadamente un 5% de tipo
germinal, por lo tanto, el entendimiento de como esos cambios afectan el estado de la
enfermedad ofrece una esperanza en el desarrollo de nuevos y mejores tratamientos y
provee una mejora en el prondstico (Vu-Phan & Koenig, 2014). En este sentido, se realizd
la tipificacién de 7 SNPs en muestras de ADN obtenido a partir de sangre de pacientes
y controles sanos y el analisis de la secuencia nucleotidica del exdon 15 del gen BRAF en

muestras de ADN obtenido a partir de tejido tumoral tiroideo.

7.4.1. Polimorfismos y riesgo de cancer de tiroides. Se realizd la genotipificacion
aleloespecifica de los SNPs: rs1867277, rs965513, rs944289, rs116909374, rs2439302,
rs966423 y rs6983267 en sangre de 253 casos y 781 controles sanos, pareados con los
casos por genero y lugar de origen en relacion 3:1. Sin embargo, el analisis se restringid
a los casos de carcinoma no-medular, teniendo en cuenta que el MTC se origina en un
linaje diferente de células (células C o parafoliculares) envueltas en la producciéon de
calcitonina (Randolph & Maniar, 2000) y que solo se presentd en dos casos, por lo tanto,

se incluyeron 235 casos con PTC y 16 con FTC.
De acuerdo con la prueba de X2, las distribuciones de los genotipos observados no fueron
estadisticamente diferentes de las esperadas, tanto para los casos como los controles,

por lo tanto, se encuentran en Equilibrio de Hardy Weinberg para todos los SNPs (Anexo
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U), excepto para el rs966423 (2q35). Se destaca que para dicho SNP se descartaron
posibles errores en la técnica de tipificacion, ya que los graficos de dispersion de los
genotipos obtenidos mediante el sistema KASP, muestran una buena diferenciacién
entre los homocigotos y heterocigotos (Figura 5), ademas, estos resultados se
compararon con los obtenidos para 372 muestras tipificadas con el sistema Illumina

(controles del “Proyecto CHIBCHA”), sin encontrar diferencias en los datos.

Figura 5. Discriminacion alélica para el SNP rs966423 (2935) con sistema de

genotipificacion KASP.
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Fuente: la autora
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El rs966423 reportado por Gudmundsson y colaboradores en 2012, presenté una
asociacion significativa con el riesgo de cancer de tiroides (CT) en poblaciones Europeas
con un OR de 1,34 (IC 95% 1,22-1,47; P= 1,3x10-9), pero no sera analizado respecto al
riesgo en la muestra Colombiana dada su desviacion del equilibrio de Hardy Weinberg
puede deberse a factores que afecten las frecuencias del alelo de riesgo que no
relacionados con la presencia de CT como la seleccion de a favor de variantes en el
mismo bloque de ligamiento o un tamafo de muestra insuficiente (Sen & Burmeister,
2008; Wittke-Thompson, Pluzhnikov, & Cox, 2005).

Existen diferencias importantes en el riesgo conferido a cada SNP, respecto al origen
étnico de las muestras y cada poblacién presenta mayor o menor riesgo segun su
ancestria, en este sentido, Zhu y colaboradores (2014) realizaron un meta-analisis con
12 estudios para rs965513 y 7 para rs1867277, para un total de 9.828 casos de CT y
109.995, de los cuales, el 77% fueron clasificados como Caucasicos y el 23% como Este
Asiaticos. Los autores reportan un OR de 2,17 (IC 95% 1,86-2,57; P<10®) en
heterocigotos y 2,95 (IC 95% 2,29-3,94; P<10°) en homocigotos para el alelo A de
rs965513, no obstante, se presenta una alta heterogeneidad entre estudios (P= 0,001),
al realizar la correccion por etnicidad, se encuentra un OR de 1,80; (IC 95% 1,69-1,92;
P<10-°) en caucasicos y de 1,35 (IC 95% 1,09-1,67; P= 0,006) en Este Asiaticos. Para
rs1867277 reportaron un OR de 1,64 (IC 95% 1,51-1,78; P<10-°) para Caucasicos. La
diferencia en el OR de rs965513 entre Caucasicos y Asiaticos, puede deberse a la
diferencia de la distribucién de las frecuencias del alelo de riesgo en cada poblacion
(aproximada a 37 y 11% respectivamente) y diferencias en el desequilibrio de ligamiento,
ademas de factores ambientales especificos como la radiacién ionizante y la ingesta de
yodo. Similares resultados son reportados por Kang, et al., 2014 con una asociacion alta
del riesgo de PTC en la poblacion caucasica pero no en la asiatica respecto a los
polimorfismos del gen FOXE1. Teniendo en cuenta lo anterior, se realizé una correccion
por origen geografico, aunque cabe destacar que la muestra analizada en el presente
estudio esta constituida por casos y controles de las zonas central y andina colombiana
(Tolima, Huila, Antioquia y Narifio), y excluye participantes de las zonas costeras (Anexo
V).
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Tabla 20. Asociacion de los SNPs tipificados y el riesgo de padecer cancer papilar y

folicular de tiroides.

Caso Control
SNP Genotipo n (frec) n (frec) OR (IC 95%) Valor P
CcC 50 (0,199) 148 (0,259) Referencia
% ’§, GC 132 (0,526) 280 (0,49) 1,395 (0,953-2,044) 0,0516
g @; GG 69 (0,275) 144 (0,252) 1,418 (0,922-2,181) 0,0684
2 G* 270 (0,538) 568 (0,497) 1,197 (0,956-1,456) 0,0552
1T 41 (0,163) 165 (0,211) Referencia
c% g GT 130 (0,518) 408 (0,522) 1,282 (0,864-1,903) 0,1269
§ § GG 80 (0,319) 208 (0,266) 1,548 (1,009-2,376) 0,0280
2 G* 290 (0,578) 824 (0,528) 1,217 (1-1,501) 0,0296
GG 102 (0,406) 378 (0,485) Referencia
g § AG 112 (0,446) 338 (0,434) 1,228 (0,905-1,667) 0,1076
% o%. AA 37 (0,147) 63 (0,081) 2,177 (1,372-3,452) 0,0009
- A* 186 (0,371) 464 (0,298) 1,406 (1,124-1,714) 0,0010
GG 81(0,323) 222 (0,407) Referencia
(E g AG 118 (0,47) 261 (0,478) 1,239 (0,887-1,732) 0,1205
§ R AA 52 (0,207) 63 (0,115) 2,262 (1,447-3,536) 0,0002
2 & A* 222 (0,442) 387 (0,354) 1,43 (1,164-1,792)  0,0007
CcC 75(0,299) 318 (0,409) Referencia
% g TC 139 (0,554) 364 (0,468) 1,619 (1,177-2,227) 0,0018
% §' 1T 37 (0,147) 95 (0,122) 1,651 (1,047-2,604) 0,0219
- T 213 (0,424) 554 (0,356) 1,316 (1,084-1,633) 0,0039
< GG 237 (0,944) 757 (0,971) Referencia
g § AG 14 (0,056) 23 (0,029) 1,944 (0,985-3,839) 0,0257
8 Z AA 0 0 NA NA
v = A* 14 (0,028) 23 (0,015) 1,792 (0,979-3,755) 0,0394

* Corregido por origen geografico (Anexo V)

Se resaltan en negrillas los valores P significativos al 95% de confianza.
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En la tabla 20, se presentan los genotipos encontrados para cada variante en los casos
y controles junto con su frecuencia y el analisis de la asociacion respecto al riesgo de
padecer carcinoma papilar y folicular de tiroides en la poblacion colombiana. Se encontré
asociacion significativa con el riesgo de padecer la enfermedad para los SNPs
rs6983267, rs965513, rs1867277, rs944289 y rs116909374, y se evidencia una
tendencia al incremento del riesgo con el alelo G de rs2439302, a pesar de presentar un
valor p superior a 0,05, por lo tanto, se replican los datos de asociacion en la muestra
colombiana, tanto en el analisis general como en la correccidn por origen geografico
(Anexo V).

Los SNPs tipificados que presentaron una mayor asociacion con el riesgo de carcinoma
papilar y folicular de tiroides en el presente estudio, rs965513 y rs1867277, se
encuentran en el cromosoma 9922.23 y hacen parte del locus de susceptibilidad
identificado en estudios de GWAs en la poblacion Europea, donde también se incluye a
rs71369530 (Zhuang, et al., 2014). EI SNP rs965513, se encuentra a 57kb del gen
FOXE1 (factor de transcripcion especifico de la tiroides) y esta implicado en la
morfogénesis de la tiroides, el alelo de riesgo para este marcador es A (Gudmundsson,
et al., 2012), fue mas frecuente en los casos con carcinoma de tiroides (0,371 en casos)
especialmente en los casos de tipo papilar (0,381) que en los controles (0,298), por lo
tanto esta asociado con la presencia de la enfermedad (OR= 1,406). El rs965513
presenté asociacion tanto en el modelo recesivo como en el dominante, pero fue cercana
al doble bajo el modelo recesivo (Tabla 21). Similares resultados se han reportado para
la poblacién caucasica y asiatica con OR de 2,19 (IC 95% 1,87-2,59) para el modelo
dominante y 2,97 (IC 95% 2,32-3,89) para el recesivo, no obstante, los autores reportaron
una diferencia alta en las frecuencias del alelo de riesgo en cada poblacion, con 0,06
para los Asiaticos y 0,4 para los caucasicos (Zhuang, et al., 2014), asi mismo, para la
poblacién del Reino Unido la frecuencia en los casos fue de 0,48 y la asociacion fue de
1,981 (IC 95% 1,774-2,212) (Jones, et al., 2012) y para Japén fue 0,09 y el OR de 1,69
(P= 1,27 x 10%) (Matsuse, et al., 2011). Como puede deducirse de estos datos, en la
poblaciéon Colombiana la frecuencia es mas cercana a la reportada en poblaciones

europeas con 0,37 en los afectados y 0,29 en los controles (Tabla 20).
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Tabla 21. Riesgo de padecer carcinoma no-medular de tiroides bajo tres modelos de

asociacion.
Cason Controln Valor ValorP
Modelo  Genotipo OR (IC 95%)
(frec) (frec) (Modelo)
Alélico C 232 (0,462) 576 (0,503)  Referencia
§ 270(0,538) 568 (0,497) 1,18 (0,956-1,456)  0,0612  0,1338
52’ Dominante CC 50 (0,199) 148 (0,259)  Referencia
§ GC+GG 201 (0,801) 424 (0,741) 1,403 (0,977-2,015)  0,0388  0,0763
g Recesivo CC+GC  182(0,725)  428(0,748)  Referencia
e GG 69 (0,275) 144 (0,252) 1,127 (0,806-1,576)  0,2693  0,4902
Alélico T 212(0,422) 738(0,472)  Referencia
%; 290 (0,578) 824 (0,528) 1,225 (1,00-1,501)  0,0249  0,0507
S’ Dominante 1T 41 (0,163) 165(0,211)  Referencia
§ GT+GG  210(0,837)  616(0,789) 1,372 (0,942-1,999)  0,0492  0,1029
§ Recesivo TT+GT  171(0,681)  573(0,734)  Referencia
& GG 80(0,319) 208 (0,266) 1,289 (0,946-1,756)  0,0537  0,1242
. Mélico G 316 (0,629) 1094 (0,702)  Referencia
§ A 186 (0,371) 464 (0,298) 1,388 (1,124-1,714) ~ 0,0012  0,0028
;3; Dominante GG 102 (0,406) 378 (0,485)  Referencia
5 AG+AA  149(0,594)  401(0,515) 1,377 (1,032-1,837)  0,0147  0,0348
§ Recesivo GG+AG 214(0,853)  716(0,919)  Referencia
% AA 37 (0,147) 63 (0,081) 1,965 (1,274-3,032)  0,0009  0,0031
o~ Alélico G 280 (0,558)  705(0,646)  Referencia
N A 222 (0,442) 387 (0,354) 1,444 (1,165-1,792)  0,0004  0,0009
;': Dominante GG 81(0,323)  222(0,407)  Referencia
E AG+AA  170(0,677)  324(0,593) 1,438 (1,05-1,97) 0,0139  0,0277
g Recesivo GG+AG 199(0,793)  483(0,885)  Referencia
® AA 52 (0,207) 63 (0,115) 2,003 (1,339-2,997)  0,0006 0,0010
§  Alélico C 289 (0,576) 1000 (0,644) Referencia
% T 213(0,424) 554 (0,356) 1,33 (1,084-1,633)  0,0032  0,0068
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Dominante CC 75 (0,299) 318 (0,409)  Referencia
TC+TT  176(0,701) 459 (0,591) 1,626 (1,198-2,207)  0,0009  0,0017

Recesivo CC+TC  214(0,853) 682(0,878)  Referencia
1T 37 (0,147) 95(0,122) 1,241 (0,824-1,87) 0,1503  0,3286

Alélico G 488 (0,972) 1537 (0,985)  Referencia
14 (0,028) 23(0,015) 1,917 (0,979-3,755) 0,0268  0,0791

Dominante GG 237(0,944)  757(0,971)  Referencia
AG+AA  14(0,056) 23(0,029) 1,944 (0,985-3,839)  0,0257 0,0764

Recesivo GG+tAG  251(1,0) 780 (1,0) Referencia
AA 0 0 NA NA NA

rs116909374 (14q13.3)

Se resaltan en negrillas los valores P significativos al 95% de confianza y los valores de

OR mas altos.

Bullock y colaboradores (2012), reportan una frecuencia del alelo de riesgo A de 0,557
en casos y 0,388 en controles (OR= 1,99; P= 4 x 10-°) de Australia; y Zhuang, et al.,
(2014) reportan asociacién para la poblaciéon caucasica y asiatica con OR de 1,85 (IC
95% 1,56-2,22) bajo el modelo dominante y 2,62 bajo el modelo recesivo (IC 95% 1,97-
3,52). En el presente estudio, el alelo A presentd una frecuencia de 0,442 en NMTC,
0,446 en PTC y 0,354 en controles por tanto, se asocia significativamente con el
incremento del riesgo de padecer carcinoma no-medular de tiroides con un OR de 1,43
y presenta un incremento en carcinoma papilar (OR= 1,609). La asociacion de este

polimorfismo con el riesgo es del doble bajo el modelo recesivo (Tabla 21).

Bullock y colaboradores (2012), relacionan el incremento del riesgo de cancer de tiroides
con la mutacién FOXE1'%42 con un OR de 2,23 (Cl 95% 1,42-3,5) y demuestran el
desequilibrio de ligamiento entre la region de repeticiones de polialanina de FOXE1 y el
SNP rs1867277, aunque, no encuentran alteraciones en la expresion del gen FOXE1 en
tejidos frescos congelados con o sin la mutacién, a diferencia de Landa y colaboradores,
quienes en 2009 reportaron diferencias en la expresion in vitro de FOXE1 en presencia

del alelo de riesgo para este polimorfismo.
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Los SNPs rs1867277 y rs965513 se han relacionado con PTC de tipo esporadico en
pacientes expuestos a la radiacién causada por el desastre de Cherndébil, ademas, el OR
de rs965513 vario segun el tiempo de latencia de la enfermedad después de la
exposicidn a radiacion, siendo mas fuerte en los casos con exposicion temprana,
diagnosticados en los primeros 10 afios después del desastre (OR= 1,97; P=2,0 x 1079),
qgue en los de exposicién tardia, diagnosticados 16 afos después (OR= 1,52; P= 6,0 x
10-8) (Takahashi, et al., 2010). Tomaz y colaboradores (2012), en un analisis de pacientes
y controles de Portugal, reportan para el rs965513, una asociacion significativa en casos
familiares (OR= 2,30 y P= 0,0022) y esporadicos (OR= 2,81; P <0,0001) de NMTC, sin
embargo, el rs1867277 presenta asociacion significativa con los casos esporadicos (OR=
1,76; P 0,0052) pero no en casos familiares de cancer (OR= 1,63; P= 0,1660), similar a
lo reportado para la poblacion de Islandia (Gudmundsson, et al., 2009), Japén (Matsuse,
et al., 2011) y Australia (Bullock, et al., 2012).

Wang y colaboradores (2013) reportaron asociacion significativa para la poblacion de
China con CT y los SNPs rs965513 (OR= 1,53; P=2,028e"%) y rs944289 (OR= 1,53; P=
1,436e*), asi mismo, para pacientes de Islandia, Estados Unidos y Espania,
Gudmundsson y colaboradores (2009), reportaron asociacion entre PTC y estos dos
SNPs (OR=1,75; P=1,7 x10%" y OR =1,37; P= 2,0 x 10-%) y establecen una relacién con
la disminucién de la concentracion sérica de TSH de 5,9% para rs965513 y 1,7% para
rs944289, ademas, encontraron disminucion de T4 e incremento de T3 (1,2% c/u) con el
SNP de riesgo para rs965513, lo cual es evidencia de su relacion con el funcionamiento
endocrino de la glandula. Para Alemania se reporta un incremento significativo del riesgo
de padecer FTC y PTC con el rs965513 (OR= 1,51; IC 95% 1,16-1,97; P= 3 x 10-3) pero
no para rs944289 (OR= 1,00; IC 95% 0,77-1,30; P= 0,95) (Penna-Martinez, et al., 2014).

El rs944289 (14913.3) no presenta genes de referencia asociados pero esta muy cerca
del factor de transcripcion tiroideo NKX2-1 (en el telomero a 337kb), que es
probablemente el mejor candidato como fuente de asociacion con el CT, ya que tiene un
papel destacado en el desarrollo de la tiroides y es importante en la regulacidon

transcripcional de genes implicados en la supervivencia y diferenciacion de las células
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tiroideas en migracion (Matsuse, et al., 2011, Wang, et al., 2013, Gudmundsson, et al.,
2012 y Jendrzejewski, et al., 2012), ademas, esta a 308kb del gen BRMS1L (Breast
Cancer Metastasis Supressor 1-like) y a 119kb de MBIP (MAP3K12 binding inhibitory
protein 1) (Jendrzejewski, et al., 2012).

Jendrzejewski y colaboradores (2012), en una muestra de tejidos tiroideos sanos y de
pacientes con PTC en Estados Unidos, encontraron que el alelo de riesgo T del rs944289
en estado homocigoto esta asociado con disminucién en la regulacién de la expresion
de PTCSC3 (Papillary Thyroid Carcinoma Susceptibility Candidate 3) localizado a 3,2kb,
dicho gen esta implicado en la inhibicion del crecimiento celular y la expresion de genes

envueltos en la replicacion, recombinacion y reparacion del ADN.

Para la variante rs944289, en presencia del alelo T, se detecté un aumento significativo
en el riesgo, tanto para casos de NMTC (OR= 1,316) como de PTC (OR= 1,325),
ademas, muestra mejor asociacion en virtud del modelo dominante (Ptr+tc vs Pcc: OR=
1,626; IC 95% 1,198-2,207; P= 0,0009). Similares resultados fueron reportados para
pacientes del Reino Unido (OR= 1,33; IC 95% 1,18-1,48) (Jones, et al., 2012); Islandia
(OR=1,44; IC 95%: 1,26-1,63; P= 2,5x10%) y Japén (OR= 1,21; P= 0,021) (Matsuse, et
al., 2011). Para China, en un analisis de cuatro polimorfismo del gen NKX2-1, se reporta
asociaciéon unicamente para rs944289 (OR= 1,26; IC 95% 1,026-1,557) con un
incremento bajo el modelo recesivo a 1,474 (IC 95% 1,028-2,112), y ademas, una
interaccién con bocio multinodular (P= 0,062) y diabetes (P= 0,029) en pacientes con
PTC. Los autores no observaron relacion con la historia familiar de cancer ni la radiacion
ionizante (Ai, et al., 2014).

Para la Polinesia Francesa, la tipificacion de 168 casos y 262 controles, revela un
incremento del riesgo de NMTC con el SNPs: rs965513 bajo el modelo recesivo (OR=
3,04; IC 95% 1,25-7,38; P= 0,01), y ademas, aunque sin significancia estadistica,
asociacion para rs944289 (OR=1,48; IC 95% 0,81-2,70; P=0.2) yrs1867277 (OR= 1,66;
IC 95% 0,56—4,94; P=0,4), también en virtud del modelo recesivo (Maillard, et al., 2015).
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El polimorfismo rs6983267 fue tipificado en 7.665 casos de 11 tipos comunes de cancer
y 1.910 controles de Polonia, encontrandose una frecuencia del alelo de riesgo del 48%,
similar a otras poblaciones caucasicas (50%) pero distinta a la de nativos de Hawai (31%)
y afrodescendientes de América (85%). Los autores reportan asociacion significativa
para cancer de prostata (OR=1,77; IC 95% 1,47-2,13), colon (OR= 1,36; IC 95% 1,08-
1,72), rindn (OR= 1,52; IC 95% 1,12-2,05), laringe (OR= 1,39; IC 95% 1,02-1,90) y
tiroides (OR=1,37; IC 95% 1,02-1,82), para este ultimo, la edad de diagnostico promedio
fue 48,4 afios con un rango de 12 a 75 afos (Wokolorczyk, et al., 2008). Para la muestra
Colombiana la frecuencia del alelo de riesgo fue de 57,8% en casos y 52,8% en controles

y por tanto, mas cercana a la reportada en la poblacién caucasica.

Se encontro asociacion con el riesgo de NMTC para rs6983267 (OR= 1,217) y fue
significativo bajo el modelo alélico (OR=1,225; IC 95% 1,0-1,501; P=0,0249) y dominante
(Pce+aT vs P11: OR=1,372; IC 95% 0,942-1,999; P= 0,0492), ademas, la asociacion de
este polimorfismo, fue mas fuerte al restringir el analisis a carcinoma folicular (OR= 1,97),
y pesar de presentar un intervalo de confianza amplio (IC 95% 0,927-4,188) esta en el
limite de significancia estadistica (Anexo V). Es de anotar que Jones y colaboradores
(2012), reportan un leve pero significativo incremento del riesgo de cancer de tiroides en
presencia del alelo G en rs6983267 (OR= 1,14; IC 95% 1,02-1,27) y explican su
asociaciéon bajo el modelo de recesivo (OR= 1,250; 1C95% 1,089-1,435), esto también
es apoyado en estudios de cancer de prostata donde la significancia es mayor en el

modelo recesivo que en el dominante (P=0,0029 vs P=0,082) (Brankovic, et al., 2013).

El alelo G de rs6983267, revela un incremento del riesgo de cancer de colén en pacientes
Caucésico (OR=1,17; IC 95 % 1,13-1,21; P<107°) y Asiaticos (OR=1,18; IC 95% 1,15—
1,21; P<107°) y fue significativo para los modelos dominante (OR= 1,21; IC 95% 1,16—
1,26; P<107°) y recesivo (OR= 1,22; IC 95% 1,16—1,27; P<107%), pero no para los
Afroamericanos (modelo dominante: OR= 1,15; IC 95% 0,92-1,44 y recesivo: OR= 1,16;
IC 95% 0,93-1,46) (Wang, et al., 2014). Para pacientes Asiaticos, Cui, et al., (2011)
reportan asociacion con carcinoma de colon con OR de 1,18 (IC 95% 1,11-1,25; P=
1,51E-08).
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La frecuencia alélica encontrada en la muestra colombiana para el SNP rs116909374
(0,015 en controles y 0,028 en casos) es cercana, aunque inferior, a la reportada para
Europa (0.017-0.044 en controles y 0.049-0.085 en casos) y Norte América (0.05) de
acuerdo al proyecto HapMap (Gudmundsson, et al., 2012). Para este SNPs se encontré
un incremento del riesgo de 1,792 para NMTC, acorde con otros estudios, pese a su baja
frecuencia y la ausencia de homocigotos para el riesgo, lo cual, también fue evidenciado
en Europa (Gudmundsson, et al., 2012), inclusive para China, dicho alelo no fue
detectado en la tipificacién de una muestra de 846 casos de PTC, 506 casos de tumores
tiroideos benignos y 1006 controles (Wang, et al., 2013). Como se muestra en el Anexo
V, este SNP esta mas asociado con un incremento significativo del riesgo de carcinoma
folicular con un OR de 4,45 (IC 95% 1,005-19,76).

Para rs2439302, ubicado en el primer intron del gen NRG1 que codifica la neurogulina
1, una proteina de interaccion célula-célula importante en el desarrollo del sistema
nervioso, el corazén, seno y otros organos, y relacionado con el desarrollo de
esquizofrenia y enfermedad de Hirschsprung en asiaticos (Garcia-Barcelo, et al., 2009),
en el presente trabajo, se encontré un incremento leve del riesgo (OR=1,197) con
significancia en el limite (P=0,0552), el cual incrementa bajo el modelo dominante
(Pee+ce vs Pcc: OR=1,403; IC 95% 0,977-2,015; P=0,0388). Para CT en Europeos, este
polimorfismo incrementa el riesgo con OR de 1,36 (IC 95% 1,23-1,5; P= 2x10-9) y se
relaciona con un decrecimiento del 40% en la expresion del gen NRG1 con un alelo de
riesgo y hasta 64% en homocigotos, ademas, se asocia con la variacién en los niveles
de TSH y el incremento del riesgo de padecer la enfermedad de Hirschsprung
(Gudmundsson, et al., 2012). En pacientes de China, no se encontré asociacion
significativa entre este SNP y el riesgo de presentar tumores benignos de tiroides (OR=
0,97; IC 95% 0,8-1,19; P= 0,7778) pero si para carcinoma papilar de tiroides (OR= 1,41;
1,2-1,66; P=2,77e-5), los autores atribuyen este incremento, mediante un analisis
bioinformatico, al cambio en la regulacion transcripcional del gen NRG1 puesto que este
SNP se encuentran en la regién de unién de dicho gen con la proteina CTCF, cuya
funcion, es reprimir la transcripcién, lo mismo ocurre para el SNP rs966423 que se
encuentra en la regién de union con CTCF del gen DIRC3 (Wang, et al., 2013).
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Como se presenta en las tablas 22 a 24, aunque no encontraron diferencias significativas
en las comparaciones intra-casos, la comparacion de casos y controles resulto
significativa y mostré una tendencia al incremento del riesgo de presentar diferentes
complicaciones y avances de la enfermedad, en presencia de los alelos de riesgo

tipificados.

El alelo de riesgo para rs965513, se presentd con mayor frecuencia y en consecuencia
un incremento del riesgo de presentar tumores bilaterales (OR= 1,588), multifocales
(OR= 1,496), con compromiso capsular (OR= 1,598), invasion de ganglios (OR= 1,880)
y extensién extratiroidea (OR= 1,698), por tanto, este SNP se relaciona con el mayor
progreso de la enfermedad (Tabla 22 a 24). Para este SNP, Penna-Martinez y
colaboradores (2014), reportan una mayor asociacion con tumores clasificados como T3
y T4 (tumores mayores a 4cm y/o con minima extension extratiroidea e invasion
capsular), con OR de 1,61 (IC 95% 1,09-2,36; P= 0,02) respecto a los controles, que en
los T1 y T2 (tumores menores a 4cm limitados a la tiroides) con OR de 1,49 (IC 95%
1,11-2,00; P= 0,0075), ademas, reportan un incremento significativo en presencia de
invasion de ganglios (N1) con OR de 1,59 (IC 95% 1,11-2,29).

El rs1867277 se asocié con tumores mayores a 2cm (OR= 1,603), con compromiso
capsular (OR= 1,518), invasién vascular (OR= 1,474) y de ganglios (OR= 1,674) y con
extension extratiroidea (OR= 1,739), pero unifocales (OR= 1,593). Bychkov, et al., 2013,
comprobaron que la expresion de FOXE1 se ve afectada por la presencia del SNP de
riesgo en este polimorfismo y en consecuencia, presenta una asociacion significativa con
el desarrollo de cancer de tiroides, a pesar de contar con una muestra pequefa,
concluyen que este SNP presenta relacién con las caracteristicas patolégicas que
envuelven el desarrollo del tumor desde etapas tempranas y que la expresion del gen se
relaciona con la invasién extracapsular con un OR de 10,44 (IC 95% 0,98-110,7; P=
0,051) y la presencia de tumores multifocales con OR de 16,11 (IC 95% 1,28-203,43).

Los casos con menos complicaciones presentaron mayor frecuencia del alelo de riesgo
rs944289, tanto para tumores menores a 1cm (OR= 1,610), que afectaron un solo I6bulo

o el istmo (OR= 1,495), sin compromiso de la capsula (OR= 1,404), sin invasion vascular
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(OR= 1,374), sin invasién de ganglios (OR= 1,38) y sin extensién extratiroidea (OR=
1,363), para este SNP no se encontraron datos reportados respecto a la relaciéon con

caracteristicas del tumor.

Tabla 22. Comparacion de la localizacion del tumor respecto a los SNPs de riesgo.
Valor P

intracasos

Valor
SNP OR (IC 95%) p OR (IC 95%) Valor P

Unilateral vs Control Bilateral vs Control
rs2439302 1,181 (0,944-1,478)  0,0725 1,174 (0,749-1,84) 0,2415 0,4900
rs6983267 1,183 (0,952-1,469)  0,0650 1,473 (0,933-2,328) 0,0475 0,1875
rs965513 1,351 (1,077-1,694)  0,0045 1,588 (1,008-2,502) 0,0225 0,2565
rs1867277 1,462 (1,163-1,838)  0,0005 1,357 (0,861-2,138) 0,0935 0,3795
rs944289 1,367 (1,098-1,702)  0,0025  1,155(0,732-1,822) 0,2675 0,2475
rs116909374 1,797 (0,869-3,717)  0,0545 2,538 (0,746-8,632) 0,0615 0,3005

Unifocal vs Control Multifocal vs Control
rs2439302 1,042 (0,807-1,344)  0,3768 1,347 (0,974-1,865) 0,0357 0,0915
rs6983267 1,19 (0,926-1,527) 0,0866 1,377 (0,997-1,902) 0,0259 0,2275
rs965513 1,42 (1,096-1,838) 0,0038 1,496 (1,079-2,075) 0,0076 0,3953
rs1867277 1,593 (1,229-2,064)  0,0002 1,404 (1,012-1,948) 0,0208 0,2576
rs944289 1,495 (1,164-1,921)  0,0008 1,117 (0,806-1,549) 0,2524 0,0686
rs116909374 1,608 (0,684-3,781)  0,1362 2,445 (0,981-6,091) 0,0237 0,2275

Se resaltan en negrillas los valores P significativos al 95% de confianza y los valores

de OR mas altos.

Jendrzejewski y colaboradores (2012), identificaron este SNP en un estudio GWAs de
PTC y sugieren que un ARN no caracterizado, llamado “Candidato 3 a susceptibilidad al
carcinoma papilar de tiroides” (PTCSC3) esta implicada en la predisposicion, el alelo de
riesgo de rs944289, disminuye la activacion del promotor PTCSC3, mediante la
reduccion de CEBP alfa y la afinidad de union CEBP-beta, en comparacion con el alelo

mayor vy, por lo tanto, predispone al PTC. Cuando PTCSC3 tiene expresién normal actua
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como un tumor supresor, afecta a genes implicados en el crecimiento inhibe la célula, la
replicacion del ADN, la recombinacion y la reparacion. Estos resultados sugieren una
asociacién del polimorfismo con las etapas iniciales de la tumorigenesis. Ademas, NKX2-
1 (factor de transcripcion tiroideoespecifico), es probablemente el gen mas cercano a
rs944289 (Ai, et al., 2014) y junto con FOXE1, se expresan en los estados tempranos de
la morfogénesis tiroidea y juegan un papel importante en el desarrollo y diferenciacion
de la glandula tiroides (Matsuse, et al., 2011; Ai, et al., 2014).

Tabla 23. Comparacion del tamano del tumor respecto a los SNPs de riesgo.

SNP OR (IC 95%) Valor P OR (IC 95%) Valor P ValorP
intracasos
Microcarcinoma vs Control Macrocarcinoma vs Control
rs2439302 0,958 (0,674-1,361)  0,4048 1,233 (0,958-1,587)  0,0520 0,1079
rs6983267 1,064 (0,752-1,505)  0,3639 1,384 (1,079-1,776)  0,0052 0,1001
rs965513 1,436 (1,004-2,055)  0,0234 1,347 (1,043-1,741)  0,0112 0,3807
rs1867277 1,407 (0,985-2,009)  0,0298 1,538 (1,19-1,987)  0,0005 0,3317
rs944289 1,610 (1,137-2,279)  0,0034 1,284 (1,00-1,647)  0,0246 0,1345
rs116909374 1,463 (0,434-4,936) 0,2685 2,242 (1,056-4,76)  0,0155 0,2594
<2cm vs Control >2cm vs Control

rs2439302 0,983 (0,751-1,287)  0,4514 1,399 (1,024-1,911)  0,0171 0,0336
rs6983267 1,129 (0,867-1,471) 0,834 1,510 (1,105-2,062)  0,0046 0,0689
rs965513 1,426 (1,085-1,875)  0,0053 1,306 (0,950-1,794)  0,0496 0,3283
rs1867277 1,422 (1,081-1,872)  0,0058 1,603 (1,173-2,190)  0,0014 0,2670
rs944289 1,432 (1,097-1,868)  0,0040 1,308 (0,962-1,780)  0,0431 0,3207
rs116909374 1,579 (0,637-3,915)  0,1603 2,584 (1,094-6,107) 0,0124 0,1892

Se resaltan en negrillas los valores P significativos al 95% de confianza y los valores

de OR mas altos.

El rs116909374 presenta una mayor frecuencia en tumores multifocales, mayores de

2cm, sin compromiso capsular, sin invasion de ganglios y sin extension extratiroidea,
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para cada una de estas caracteristicas el OR calculado fue de 2 a 2,5. Para esta variante
no se obtuvieron homocigotos y el numero de heterocigotos con el alelo de riesgo fue
bajo en los casos y los controles, por lo tanto, estas diferencias pueden deberse a errores
por el tamafo de la muestra, cabe destacar que dicha baja frecuencia y ausencia de
homocigotos para el riesgo también fue reportada para Europa (Gudmundsson, et al.,
2012) y China (Wang, et al., 2013).

El alelo de riesgo de rs6983267, se asocid con un incremento del riesgo de 1,2 a 1,5
veces de presentar macrocarcinomas, tumores bilaterales y sin invasion de ganglios
(Tablas 22 a 24), al realizar el analisis respecto a los tumores mayores a 2cm, se
encontré una mayor asociacion (OR= 1,51), esto indica una posible relacion del SNP con
el progreso de la enfermedad, similar a lo reportado por Brankovic, et al., (2013), quienes
encontraron asociacion del SNP respecto a cancer de prostata (P= 0,0029), pero no
respecto a hiperplasia prostatica (0,1), ademas, Beuten, et al., (2009), lo asocian con
carcinomas de prostata de alto grado y de peor prondstico (OR= 3,84 1C 95% 1,17-12,61
P=0,026) en hombres caucasicos e hispanos, Cicek, et al., (2009) con cancer de colon
en estados Il y IV (OR= 1,22 IC 95%1,06-1,41 P=0,00049) y Ahn, et al., (2011), con
cancer de prostata metastasico (p=0.006). De otra parte, Carvajal y colaboradores
(2013), reportan para cancer de colon una posible relacion con la iniciacion del tumor
(tumorigenesis), puesto que se presentd mayor asociacion respecto a adenomas. Se
destaca que en el presente estudio, cuatro pacientes con metastasis a distancia fueron

GG, seis fueron GT y solo dos presentaron el alelo silvestre en homocigosis.

El polimorfismo rs6983267 (8g24), muestra una posible interaccién con el proto-oncogen
c-MYC y su asociacion con el cancer puede estar relacionada con la sobreexpresion de
este gen, implicado en la via de sefnalizacion WNT, importante para la regulacion,
diferenciacion, proliferacion y muerte celular (Wright, et al., 2010), ademas, en el 2013
se demostro la relacion entre CCAT2, un largo ARN transcrito no codificante (IncRNA)
que abarca al SNP rs69832267, y esta sobre expresado en cancer colorrectal con
estabilidad microsatelital, y promueve el crecimiento, metastasis e instabilidad
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cromosomica, puesto que sobre regula la expresion de MYC, miR-17-5p y miR-20a, lo

cual fue comprobado en experimentos in vitro con ratones (Ling, et al., 2013).

Tabla 24. Comparacién del riesgo de presentar compromiso capsular, invasion

extratiroidea, vascular y de ganglios, respecto los SNPs tipificados.

No vs Control Si vs Control

Valor P
SNP Valor Valor
OR (IC 95%) p OR (IC 95%) p intracasos

Compromiso la capsula
rs2439302 1,172 (0,910-1,510)  0,1094 1,192 (0,881-1,614) 0,1270  0,4631
rs6983267 1,231 (0,961-1,579)  0,0500 1,215 (0,902-1,639) 0,1000 0,4718
rs965513 1,262 (0,974-1,637)  0,0392 1,598 (1,180-2,166) 0,0012  0,1047
rs1867277 1,398 (1,080-1,810)  0,0054 1,518 (1,118-2,062) 0,0036 0,3269
rs944289 1,404 (1,094-1,801)  0,0037 1,224 (0,905-1,656) 0,0949  0,2293
rs116909374 2,273 (1,071-4,826)  0,0141 1,378 (0,472-4,026) 0,2782  0,1993

Invasién vascular
rs2439302 1,241 (0,987-1,560)  0,0323 0,976 (0,653-1,458) 0,4525 0,1378
rs6983267 1,226 (0,982-1,531)  0,0360 1,221 (0,817-1,825) 0,1642  0,4929
rs965513 1,366 (1,084-1,721)  0,0040 1,474 (0,978-2,220) 0,0311  0,3691
rs1867277 1,474 (1,167-1,861)  0,0005 1,336 (0,888-2,010) 0,0817  0,3294
rs944289 1,374 (1,098-1,718)  0,0027 1,175 (0,782-1,764) 0,2187  0,2429
( )

rs116909374 1,899 (0,918-3,930)  0,0394 1,985 (0,586-6,722) 0,1308  0,4735

Invasion de ganglios
rs2439302 1,133 (0,894-1,437)  0,1503 1,308 (0,921-1,859) 0,0664  0,2356
rs6983267 1,283 (1,017-1,618)  0,0176 1,092 (0,773-1,542) 0,3094  0,2093
rs965513 1,224 (0,959-1,561)  0,0519 1,880 (1,327-2,664) 0,0002 0,0165
rs1867277 1,362 (1,068-1,736)  0,0063 1,674 (1,178-2,380) 0,0019  0,1496
rs944289 1,380 (1,094-1,742)  0,0033 1,210 (0,852-1,720) 0,1430  0,2573
rs116909374 2,106 (1,017-4,361)  0,0202 1,442 (0,428-4,864) 0,2764  0,2817
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Extension Extratiroidea
rs2439302 1,195 (0,954-1,496)  0,0606 1,113 (0,718-1,726) 0,3162  0,3828
rs6983267 1,198 (0,963-1,489)  0,0526 1,370 (0,879-2,134) 0,0815  0,2891
rs965513 1,330 (1,059-1,670)  0,0070 1,698 (1,091-2,641) 0,0089  0,1552
rs1867277 1,389 (1,104-1,749)  0,0025 1,739 (1,119-2,702) 0,0065 0,1719
rs944289 1,363 (1,094-1,699)  0,0028 1,180 (0,757-1,841)  0,2323  0,2753
rs116909374 1,985 (0,979-4,023)  0,0263 1,591 (0,369-6,861) 0,2649  0,3872

Se resaltan en negrillas los valores P significativos al 95% de confianza y los valores

de OR mas altos.

En muestras tiroideas de Japon, el SNP rs6983267 no fue asociado lesiones premalignas
(adenomas foliculares) pero si con PTC (Rogounovitch, et al., 2015), esta variante se
encuentra localizada a 15kb del pseudogen POU5F1P1, que codifica la transcripcion del
factor OCT4, importante para el mantenimiento de la pluripotencia de las células madre,
la autorenovacion y la estructura de la cromatina en células madre, ademas, promueve
el crecimiento tumoral de manera dependiente de la dosis (Matsuo, et al., 2009), esto

ultimo podria explicar su mayor asociacion con tumores grandes.

Los SNPs rs2439302, rs965513 y rs1867277, presentaron un leve incremento del riesgo
en los casos diagnosticados después de los 45 afios mientras que rs6983267, rs944289
y rs116909374, esto posiblemente se relaciona con un desarrollo de la enfermedad
anterior a los 45 afos, aunque podria estar influenciado por su mayor frecuencia en
casos con antecedentes familiares. Es interesante destacar que, aunque se ha reportado
que aproximadamente el 5% de los casos de CT presentan antecedentes familiares de
cancer (Goldgar, et al., 1994; Hemminki, et al., 2005), para la muestra analizada en este
trabajo, el 29% de los casos reportan antecedentes, tomando en cuenta unicamente a
quienes declararon algun familiar en primer y segundo grado con CT, seno, estomago,
colon, prostata y ovario. En la tabla 25 se presenta la comparacion del riesgo de CT
restringiendo el analisis a los casos con antecedentes de cancer versus controles sanos,

asi como en los pacientes que no declararon antecedentes.
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Tabla 25. Comparaciéon de la asociacién de los SNPs con el riesgo de carcinoma de
tiroides, segun la edad de diagndstico y la presencia de antecedentes familiares de

cancer.

No vs Control Si vs Control Valor P

OR (IC 95%) Valor P OR (IC 95%) Valor P intracasos

SNP

Diagnosticado antes de los 45 ainos
rs2439302 1,279 (0,989-1,655) 0,0303 1,054 (0,784-1,416) 0,3640  0,14295
rs6983267 1,146 (0,891-1,472) 0,1441 1,349 (1,004-1,811) 0,0230 0,1873
rs965513 1,451 (1,12-1,88) 0,0024 1,302 (0,961-1,764) 0,0440  0,28245
rs1867277 1,634 (1,259-2,12) 0,0001 1,21 (0,893-1,639) 0,1097 0,0506
rs944289 1,262 (0,979-1,628) 0,0361 1,432 (1,068-1,918) 0,0079 0,2462
rs116909374 1,869 (0,828-4,22) 0,0631 1,985 (0,799-4,933) 0,0663  0,45635

Presenta antecedentes de cancer
rs2439302 1,186 (0,935-1,505) 0,0797 1,165 (0,823-1,649) 0,1937 0,4645
rs6983267 1,147 (0,91-1,445) 0,1229 1,449 (1,021-2,058) 0,0186  0,12275
rs965513 1,328 (1,043-1,691) 0,0105 1,545 (1,087-2,195) 0,0073 0,2282
rs1867277 1,423 (1,116-1,814) 0,0022 1,499 (1,055-2,129) 0,0116  0,39665
rs944289 1,243 (0,983-1,572) 0,0346 1,571 (1,114-2,214) 0,0048 0,1194
rs116909374 1,723 (0,791-3,757) 0,0831 2,404 (0,9-6,421) 0,0356  0,27765

Se resaltan en negrillas los valores P significativos al 95% de confianza y los valores

de OR mas altos.

A pesar no de encontrar diferencias intracasos, se encontré un mayor incremento del
riesgo en casos con antecedentes de cancer, lo cual es evidente en la diferencia de
frecuencias de los alelos, asi, parars6983267, incrementa de 0,528 en controles a 0,562
en casos sin antecedentes y 0,618 en casos con antecedentes, para rs944289 es de
0,357 en controles, 0408 en casos sin antecedentes y 0,465 en casos con antecedentes
y para rs116909374 es de 0,015 en controles, 0,025 en casos sin antecedentes y 0,035
en casos con antecedentes. Para rs965513, la diferencia es amplia entre controles y

casos pero menor entre casos sin y con antecedentes (0,298; 0,360 y 0,396
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respectivamente). En contraste, los SNPs rs2439302 y rs1867277, no presentaron
asociacion en los casos con antecedentes de cancer y las frecuencias del alelo de riesgo
presentan poca diferenciacion entre grupos (control 0,497; caso sin antecedentes 0,539
y caso con antecedentes 0.535 para el SNP rs2439302 y control 0,354; caso sin

antecedentes 0,439 y caso con antecedentes 0,451 para rs1867277).

Resultados similares fueron reportados por Tomaz, et al., 2012 en pacientes de Portugal,
donde, para rs965513 la comparacion respecto a controles de los casos familiares (OR=
2,3; IC 95% 1,48-3,59; P= 0,0002) y esporadicos (OR= 2,81; IC 95% 1,87-4,22; P <
0,0001), reveld un incremento del riesgo similar en las comparaciones, mientras que para
rs1867277, el riesgo se presentd unicamente para los casos esporadicos (OR= 1,76; IC
95% 1,18-2,62; P= 0,0052) o la combinacién de esporadicos y familiares, respecto a
controles (OR= 1,70; IC 95% 1,21-2,40; P= 0,0022). Previamente, estos dos
polimorfismos de riesgo se han reportado en diversos estudios de casos esporadicos
(Gudmundsson, et al., 2009; Landa, et al., 2009; Kallel, et al., 2010, Bullock, et al., 2012)
o relacionados con radiacién (Takahashi, et al., 2010), pero también se ha relacionado
otras variantes del gen FOXE1 (como FOXE1 polyAla) en hipotiroidismo congénito y
disgénesis tiroidea (Santarpia, et al., 2007) y al rs6983267 con mayor asociacion
respecto a cancer de seno, préstata, vejiga, laringe y pulmén, con antecedentes de otros

tipos de cancer en primer y segundo grado (Wokotorczyk, et al., 2008).

La variante rs6983267, se ha asociado con casos de cancer de prostata con historial
familiar de cancer de prostata (OR= 2,14; IC 95% 1,25-3,68; P= 0,006) pero no de cancer
de seno u otros tipos de cancer (Cussenot, et al., 2008), también, este alelo presenta
mayor asociacion en pacientes con CCR familiar de Espafa (Abuli, et al., 2010; Giraldez,
et al., 2012), Finlandia (Tuupanen, et al., 2008) y Reino Unido (Tomlinson, et al., 2007).

7.4.2. Polimorfismos combinados y riesgo de cancer papilar de tiroides. Dentro del

estudio se analizaron cuatro SNPs presentes en dos cromosomas, por lo tanto, se realiz6
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el analisis del desequilibrio de ligamiento (LD), con el fin de establecer si su asociacién

con el riesgo varia dependiendo de su combinacion y si se correlacionan (Tabla 26).

Los SNPs rs1867277 (9922.23) y rs965513 (9922.33), se encuentran en un desequilibrio
de ligamiento (LD) significativamente bajo, de acuerdo con los datos de referencia del
proyecto “1000 Genomas”, en Africa (r?= 0,01; D’=0,078) y Asia (r?=0,00; D’=0,0014)
(Zhuang, et al., 2014), pero moderado en Europa (D'=0.73, r’=0.39) (Jones, et al., 2012)
y Japoén (D’=0,23) (Matsuse, et al., 2011).

Tabla 26. Analisis del desequilibrio de ligamiento en los cromosomas 9q22 y 14q13.

. Frecuencia
Frecuencia
Haplotipo Esperada
Observada
en equilibrio
rs1867277 y rs965513
AA 0,248 0,123 Fase A/GG
GA 0,082 0,192 r2 0,267
AG 0,143 0,267 D' 0,591
GG 0,527 0,417
rs116909374 y rs944289
AT 0,016 0,007 Fase AT/GC
GT 0,352 0,362 r? 0,023
AC 0,002 0,012 D' 0,843
GC 0,629 0,619

D’: coeficiente de desequilibrio, r?: coeficiente de correlacion al cuadrado

Los resultados en la muestra colombiana para estos dos SNPs indican que estan ligados,
por lo tanto, no se distribuyen completamente al azar (Tabla 26). Cabe destacar, que se
observa que la interaccion de los dos SNPs incrementa el riesgo a 2,331 (P= 0,0083) en
los heterocigotos para rs1867277 con el homocigoto para rs965513, y a 2,735 (P=

0,0042) en los homocigotos para el alelo de riesgo de los dos polimorfismos (Tabla 27).
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A pesar del bajo tamarno de la muestra se logran replicar los datos presentados para una
muestra de mas de 750 pacientes y 5000 controles europeos, donde el riesgo combinado
de estos dos SNPs fue significativo en los heterocigotos para ambos loci (OR= 2,385; IC
95% 1,908-2,995), asi como en las combinaciones del homocigotos para el riesgo en un
locus y el heterocigoto en el otro (AG+AA: OR= 3,759; IC 95% 2,497-5,580 y AA+AG:
OR= 2,491; IC 95% 1,774-3,473) o para el homocigoto en ambos loci (OR= 4,455; IC
95% 3,379-5,876) (Jones, et al., 2012).

Tabla 27. Combinacion de la asociacion para los SNPs del cromosoma 9922.23 y su

asociacion con el riesgo de cancer de tiroides.

Casos Control
rs1867277 rs965513 OR (IC 95%) Valor P
n (frec) n (frec)
GG 58 (0,231) 167 (0,308) Referencia
GG AG 22 (0,088) 51 (0,094) 1,242 (0,694-2,224) 0,2789

AA 1(0,004)  3(0,006) 0,960 (0,098-9,41)  0,4859
GG  35(0,139) 82(0,151) 1,229 (0,749-2,018) 0,2449
AG AG  66(0,263) 156 (0,287) 1,218 (0,805-1,844) 0,1754
AA 17 (0,068)  21(0,039) 2,331 (1,151-4,721)  0,0083
GG 9(0,036)  9(0,017) 2,879 (1,090-7,603) 0,0135
AA AG  24(0,096) 34(0,063) 2,033(1,113-3,710) 0,0164
AA 19 (0,076) 20 (0,037) 2,735 (1,365-5,483)  0,0042

Se resaltan en negrillas los valores P significativos al 95% de confianza.

Los polimorfismos rs116909374 (14913.3) y rs944289 (14q13.3), se encuentran
localizados en dos regiones cercanas, y se ha reportado un ligero desequilibrio de
ligamiento entre ellos (r?= 0,005; D’'= 0,35), para 3693 datos de Islandia (Gudmundsson,
et al., 2012). En este trabajo, los dos SNPs del cromosoma 14 presentan ligamiento, por
lo tanto, como se muestra en la tabla 28, se analiz6 el efecto combinado de los SNPs
respecto al incremento del riesgo de TC, encontrandose que el riesgo es superior al doble
cuando los dos polimorfismos son heterocigotos (OR= 2,402; P= 0,0196) y del triple
cuando el SNP rs944289 es homocigoto (OR= 3,416). Aunque el gen mas proximo a
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rs116909374 es MBIP (proteina reguladora), también es cercano al factor de
transcripcion tiroideo NKX2-1, en cuyo teldmero reside rs944289 (Parlato, et al., 2004;
Gudmundsson, et al., 2012).

Tabla 28. Combinaciéon de genotipos para los SNPs del cromosoma 14g13.3 y su

asociacion con el riesgo de cancer de tiroides.

rs116909374 rs944289 Casos Control OR (IC 95%) Valor P
n (frec) n (frec)
CcC 74 (0,295) 316 (0,407) Referencia
GG TC 130 (0,518) 348 (0,448) 1,595 (1,154-2,205) 0,0028
TT 33(0,131) 89(0,115) 1,583 (0,987-2,541) 0,0390
CcC 1 (0,004) 2(0,003) 2,135(0,191-23,86) 0,4712
AG TC 9 (0,036) 16 (0,021) 2,402 (1,022-5,648) 0,0196
TT 4 (0,016) 5(0,006) 3,416 (0,896-13,03) 0,0284

Se resaltan en negrillas los valores P significativos al 95% de confianza.

Como se dijo anteriormente, para los 6 SNPs analizados se ha reportado asociacién con
el riesgo de CT en distintas poblaciones (Bychkov, et al., 2013; Cipollini, et al., 2013;
Landa, et al., 2009; Ghoussaini, et al., 2008; Gudmundsson, et al., 2009; Gudmundsson,
et al., 2012; Takahashi, et al., 2010; Neta, et al., 2012; Jendrzejewski, et al., 2012; Jones,
etal., 2012; Ai, et al., 2014) de manera individual, ademas, aunque hasta el momento en
este tipo de carcinoma son pocos los analisis combinados muestran un incremento

significativo del riesgo (Figlioli et al., 2015; Liyanarachchi, et al., 2013).

En el presente estudio se realizo el analisis de polimorfismos combinados para los SNPs
rs2439302, rs6983267, rs965513, rs944289 y rs116909374, usando 567 controles y 251
casos de PTC y FTC, y se encontré que los portadores de un mayor numero de alelos
de riesgo tienen un incremento significativo de la probabilidad de padecer NMTC en
comparaciéon con aquellos que no llevan alelos menores. El rs1867277, fue excluido del

analisis por presentar ligamiento con rs965513 y rs966423 tampoco se incluyd a por no
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estar en equilibrio de Hardy Weingber. En la figura 6, se muestra el porcentaje de casos
y controles segun el numero de alelos de riesgo que porta, se observa que el numero de
casos portadores de alelos de riesgo, es superior al de los controles a partir de cinco
alelos y la diferencia continua evidenciandose a mayor numero de alelos, esto
corresponde con la puntuacion media no ponderada del riesgo acumulativo, que fue
significativamente mayor en los casos que en los controles, incrementando el valor del
OR a partir de cuatro alelos de riesgo de 1,582 (IC 95% 1,134-2,209) a 2,333 (IC 95%
1,134-2,209) con cinco alelos. El riesgo mas alto se presento para los portadores de 6
alelos (OR= 3,326; IC 95% 1,880-5,885) y decae a 2,35 (IC 95% 0,739-7,477) en

portadores de mas de 7 SNPs posiblemente debido al tamafio de la muestra (Figura 7).

Figura 6. Distribucién del numero de alelos de riesgo y el porcentaje de riesgo acumulado

entre casos y controles para el analisis no ponderado.
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Teniendo en cuenta que cada SNP representa un porcentaje diferente de riesgo
individual, se realizé un analisis ponderado (Figura 8) que mostr6 una mejor
diferenciacion entre casos y controles portadores desde cinco o mas SNPs y la prueba
de asociacion mostré un comportamiento similar (Figura 9), con cinco alelos el riesgo el
OR es 1,575 (IC 95% 1,123-2,209) y aumenta al doble con seis (OR= 1,96; IC 95% 1,303-
2,949) y mas del triple con 7 o mas alelos (OR= 3,539 (IC 95% 2,247-5,575). De acuerdo
con Liyanarachchi et al., (2013), el riesgo de padecer carcinoma papilar de tiroides
aumenta con fuerte significancia entre 1,26 a 1,64 con cada alelo de riesgo adicional,
para nuestra muestra el incremento es de hasta 1,58, pero es necesario contar con un
mayor numero de individuos con mas SNPs interactuando. Nuestros resultados tienen
significacidon estadistica en concordancia con las curva ROC (Figura 10), y para estos
cinco SNPs la sensibilidad y especificidad es del 59,32% (IC 95% 54,27%-65,12%) en el
analisis no ponderado y 60,33% (IC del 95%: 56,56%-64,6%) en el analisis ponderado.

Figura 7. Distribucion del numero de alelos y el riesgo (OR con su respectivo IC del 95%)

para el analisis no ponderado.
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En el estudio de Liyanarachchi, et al., 2013, el efecto aditivo de los marcadores de riesgo
para Polonia y América, presenté un AUC de 62,1% y 72,4%, respectivamente, utilizando
cinco SNPs, en nuestro estudio el AUC fue de 61,33% (IC 95% 56,243-66,425) en el
analisis ponderado, mostrando una buena replicacion de los datos a pesar del menor
numero de muestra, lo cual se corrobora con la prueba “t’ para los puntajes de riesgo

entre casos y controles que fue altamente significativa (t= 4,5; df= 462,28; P= 8,609e-
06).

Figura 8. Distribucion del numero de alelos de riesgo y el porcentaje de riesgo acumulado

entre casos y controles para el analisis ponderado.
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Figura 9. Distribuciéon del numero de alelos y el riesgo (OR con su respectivo IC del 95%)

para el analisis ponderado.
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Para pacientes con cancer papilar de tiroides de China, se encontré asociacion con el
riesgo respecto a los SNPs rs944289 (OR= 1,53; IC 95% 1,34-1,74; P= 2,028e-10),
rs965513 (OR=1,53; IC 95% 1,23-1,90; P=1,436e-4), rs966423 (OR= 1,31; IC 95% 1,12-
1,55; P= 0,0010) y rs2439302 (OR= 1,41; IC 95% 1,20-1,66; P= 2,776e-5) de manera
individual y un incremento a 23,587 (IC 95% 2,73-203,77) en el analisis combinado con

6 alelos de riesgo ajustado por género (Wang, et al., 2013).
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Figura 10. Evaluacion del poder discriminativo (A) no ponderado y (B) ponderado

mediante Curvas ROC y (C) area bajo la curva (AUC).
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7.4.3. Modelo de regresion logistica para el riesgo de padecer cancer de tiroides segun
factores de riesgo ambientales y genéticos. A partir del anadlisis de todas las variables
anteriores se obtuvo un modelo de regresion logistica con el cual se determiné que, al
analizar en conjunto, las variables con mayor influencia sobre el riesgo de padecer
carcinoma de tiroides fueron: el estrato socioeconémico, el nivel de escolaridad y la
presencia del alelo de riesgo en los SNPs rs2439302, rs6983267 y rs1867277 (Tabla
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29). En el caso de las mujeres, las variables que influyen en la presencia de la
enfermedad, segun el modelo obtenido, son: el tipo de menopausia, la planificacién
hormonal y la presencia del alelo de riesgo en los SNPs rs2439302 y rs1867277.

El modelo descart6 el consumo de tabaco y alcohol como factores de riesgo tanto en la

poblacién general como en el analisis del género femenino.

Tabla 29. Regresion logistica para variables ambientales y genéticas.

A) Casos y controles

Coeficiente  Error Estandar z Valor P
Estrato Alto 0,960 0,351 2,734 0,0063
Escolaridad Superior 0,553 0,241 2,293 0,0219
rs2439302 0,662 0,293 2,258 0,0239
rs6983267 0,632 0,312 2,030 0,0424
rs965513 0,776 0,445 1,744 0,0812
rs1867277 1,143 0,358 3,190 0,0014
rs116909374 1,113 0,715 1,555 0,1199
Total correctamente clasificado: 64,45%
B) Mujeres
Coeficiente  Error Estandar z Valor P
Menopausia No

funcional 2,194 0,827 2,652 0,0079
Menopausia Tardia -1,147 0,732 -1,566 0,1173
Planifica 0,590 0,283 2,088 0,0368
rs2439302 0,679 0,327 2,079 0,0376
rs1867277 0,897 0,387 2,317 0,0205
rs944289 0,493 0,284 1,733 0,0831

Total correctamente clasificado: 65,43%

Se resaltan en negrillas los valores P significativos al 95% de confianza.
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7.4.4. Mutacion V600E del gen BRAF. En carcinoma papilar de tiroides, se han
identificado principalmente mutaciones en los genes BRAF, RET, KRAS y NTRK1, todos
ellos participantes de la via de sefializacién de las quinasas MAPK y para la variante
folicular de PTC son mas comunes las translocaciones en PAX8 y PPARG (Vu-Phan &
Koenig, 2014).

La mutacion V600E del gen BRAF juega un rol importante en los primeros pasos de la
carcinogeénesis de la tiroides y su progresion hacia las formas anaplasicas (Begum, et
al., 2004; Quirds, et al., 2005).

A fin de verificar el origen esporadico de la mutacion, se realizd la genotipificacion
aleloespecifica del rs113488022, en 253 muestras de ADN de sangre de casos,
encontrando que todas las muestras presentan timina en la posicion 1799 y, por lo tanto,
son silvestres para el gen BRAF. Ademas, se realizé la amplificacidén y secuenciacion del
exdén 15 de este gen en 164 muestras de tejido tumoral, estableciendo que 84 muestras
con PTC presentan el cambio de timina por adenina (T1799A), por lo tanto, son positivas
para la mutacion V600OE, mientras que 69 muestras de PTC y 11 de FTC fueron
silvestres. Ademas de presentarse en PTC, la mutacion BRAF V600E se presenta en la
mayoria de melanomas y leucemias de células pilosas, asi como en algunos

astrocitomas y carcinomas de colon, pulmén y ovario (Pakneshan, et al., 2013).

Centrando el andlisis a las muestras de PTC, el 54,4% de las mujeres y el 57,1% de los
hombres presentaron la mutacion, esto concuerda con los reportes de Estados Unidos
con 69% de muestras de PTC con la mutacion (Cohel, et al., 2003); Italia con 58,3%
(Fernandez, et al., 2013), 29,1% (Frattini, et al., 2004); 56,9% (Guerra, et al., 2012), 40%
(Puxeddu et al., 2004); Korea con 74,3% (Lang, et al., 2014), 75,3% (Lim, et al., 2013) y
73,7% (Kim, et al., 2013). De 28 a 77% de todos los casos de PTC presentan la mutacion

y el promedio es de alrededor del 45% a nivel mundial (Vu-Phan & Koenig, 2014).

Como se muestra en la tabla 30, no se encontraron diferencias significativas en las

comparaciones respecto al género (P=0,999), ni la edad de diagndstico inferior o mayor
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a 45 anos (P=0,458) y la presencia de la mutacion V600E de BRAF, similar a lo reportado
por Lupi, et al., 2007, con 42,8% de muestras de pacientes italianos PTC con la mutacién,

sin diferencias entre géneros y grupos de edad mayor o menor de 45 afos.

Tabla 30. Comparacion de la presencia de la mutacion BRAF en tejidos de PTC respecto

al género y la edad de diagndéstico.

n (%) n (%) OR (IC 95%) Valor P
Mujer Hombre
5 45 Silvestre 26 (23,0) 6 (24,0) Referencia
- V600E 42 (37,2) 7 (28,0) 1,385 (0,419-4,575) 0,823
45 Silvestre 23 (20,4) 4 (16,0) Referencia
<
V600E 22 (19,5) 8 (32,0) 0,478 (0,126-1,817) 0,442
Total Silvestre 57 (45,6) 12 (42,9) Referencia
ota
V600E 68 (54,4) 16 (57,1) 0,895 (0,391-2,046) 0,999
VG600E Silvestre
245 PTC 49 (62,0) 32 (54,2) Referencia
<45 PTC 30 (38,0) 27 (45,8) 0,726 (0,366-1,439) 0,458

Se resaltan en negrillas los valores P con correccion de Yates, significativos al 95%

de confianza.

El cambio de valina por acido glutamico ocasionado por la mutacién del codén GTG a
GAG (T1799A - V600E), se ha relacionado con el avance y complicaciones de la
enfermedad, puesto que Lee, et al., 2010 y Xing, et al., 2005 reportan un 60 y 71% de
muestras con extension extratiroidea que presentan la mutacion V600E, lo cual es similar
a lo encontrado en la muestra para Colombia con un 67,7% de casos con extension
extratiroidea y positivos para la mutacién, aunque no se obtuvo significancia estadistica

en la asociacion (Tabla 31).
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La mutacion V600E se identifico en el 80,8% de las muestras con tumor bilateral y por lo
tanto, se asocio significativamente con un riesgo cuatro veces mayor de presentar tumor
bilateral (Tabla 31). También se encontré un incremento superior al doble en el riesgo de
presentar tumores de tamafo superior 1cm y con invasién a ganglios linfaticos. En este
trabajo, se destaca que el 67,3% de los pacientes muestreados con N1a y 1b presentaron
la mutacién, lo cual concuerda con lo reportado por Lee, et al., 2010, Lupi, et al., 2007 y
Xing, et al., 2005, donde el 60, 64 y 70% de casos con invasion a ganglios linfaticos

fueron positivos para la mutacion V600E, respectivamente.

En concordancia con nuestros datos, para Corea se reporta mayor porcentaje de casos
con la mutacion V600E en tumores grandes (>0,8cm vs <0,7cm, P<0,001), mayor
incidencia de extension extratiroidea (61 vs 43,3%, P<0,001), metastasis a ganglios
centrales (37,4 vs 23%) y una baja incidencia de tiroiditis de Hashimoto respecto a los
silvestres (34,6 vs 52,5%), ademas, se ha comprobado que la mutaciéon V600E es un
factor util para predecir la metastasis a ganglios centrales oculta en el examen clinico, es
decir en los casos que fueron clasificados inicialmente como cNO pero resultaron pN1a
después del analisis histopatoldgico, aunque con sensibilidad (82,5%), especificidad
(29,8%), VPP (37,4%) y VPN (77%) relativamente bajos, lo cual podria mejorar,

analizando una muestra de mayor tamafio (Lang, et al., 2014).

Para pacientes de PTC de Corea, se reporta asociacion estadisticamente significativa
(P<0.05) en analisis univariados y OR diferentes de 1, aunque sin significancia
estadistica en el anadlisis multivariado, en el analisis de la mutacion V600E y
caracteristicas clinicopatolégicas como el tamafo del tumor superior a 1cm (OR= 2,050;
IC 95% 0.887-4.736), la extension extratiroidea (OR= 1,508; IC 95% 0,874-2,602), el tipo
histologico clasico (OR= 2,697; IC 95% 0,926-7,855), y la tiroiditis de Hashimoto (OR=
0,584; I1C 95% 0,312-1,095), ademas, no se reportan asociaciones respecto a la edad, el
género, la invasién de ganglios, la presencia de lesiones multifocales o el TNM (Kim, et
al., 2013).
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Tabla 31. Comparacion de la presencia de la mutacion BRAF en tejidos de PTC respecto

a las caracteristicas del tumor.

V600E Silvestre OR (IC 95%) Valor P
Bilateral
No 63 (49,6) 64 (50,4) Referencia
Si 21 (80,8) 5(19,2) 4,267 (1,515-12,017) 0,0071
Tumor Multifocal
No 46 (50,5) 45 (49,5) Referencia
Si 33 (60,0) 22 (40,0) 1,467 (0,745-2,891) 0,3482
Tamainio del tumor
<1cm 16 (39,0) 25 (61,0) Referencia
>1cm 62 (60,8) 40 (39,2) 2,422 (1,152-5,09) 0,0295
Compromete la capsula
No 43 (48,9) 45 (51,1) Referencia
Si 41 (63,1) 24 (36,9) 1,788 (0,929-3,44) 0,1138
Invasién vascular
No 65 (55,1) 53 (44,9) Referencia
Si 19 (54,3) 16 (45,7) 0,968 (0,454-2,065) 0,9203
Invasion de ganglios
No 51 (49,0) 53 (51,0) Referencia
Si 33 (67,3) 16 (32,7) 2,143(1,054-4,36) 0,0379
Extension extratiroidea
No 63 (51,6) 59 (48,4) Referencia
Si 21 (67,7) 10 (32,3) 1,967 (0,855-4,522) 0,1594

Se resaltan en negrillas los valores P con correccion de Yates, significativos al 95%

de confianza.

Aunque no se encontrd significancia en la asociacién respecto al compromiso capsular

e invasion vascular, se destaca que el 64,1% y el 54,3% de los pacientes presentaron

estas caracteristicas. En pacientes de China, se encontré una correlacion positiva (P=
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0,0003) entre la sobre-expresidn de BRAF, la extension extracapsular y la metastasis a
ganglios linfaticos (Wei, et al., 2014)

En la tabla 32, se presentan los datos de estadificacion de las muestras tipificadas para
BRAF, con y sin la mutacion. En el analisis del riesgo, se destaca la asociacion positiva
entre la presencia de la mutacion al comparar los tumores clasificados como T1 respecto
alos T2 (OR= 2,18; IC 95% 1,036-4,586; P= 0,0431), y aunque el numero de muestras
es bajo, se observa un incremento del riesgo con valor P de 0,097 en los tumores
clasificados de T2 en adelante, en presencia de V600E. El célculo del riesgo no presenté
significancia estadistica para el grado de diferenciacién, donde el 52,4% de los casos de
PTC con la mutacién presentaron tumor bien diferenciado (G1); asi como el 46,15% de
los moderada y pobremente diferenciado (G2 y G3). Tampoco hay significancia para el

estado, aunque en presencia de la mutacion el OR es superior a 2 en los estados IlI-IV.

El grado de diferenciacion y el estado, tampoco fueron relacionados con la mutacion
V600E en pacientes de PTC de la India, donde la mutacion se presentd en todos los bien
diferenciados y en estados | y lI, aunque se debe tener en cuenta que la muestra es muy
pequefia para tener conclusiones (15 V600E positivos de 60 caso analizados) (Khan, et
al., 2014). Para pacientes de ltalia, se reporta una mayor incidencia de la mutacion
V600E en pacientes en estado Il (P <0,036), con invasion capsular (P <0,016),

multifocales (P< 0,026) y asociados con tiroiditis linfocitica (Pelizzo, et al., 2014).

Algunas caracteristicas como la invasion de ganglios, extension extratiroidea y estados
avanzados (lll y IV) de la enfermedad, asi como el incremento en la recurrencia y
mortalidad, han sido relacionados con la mutacion V600OE de BRAF (Xing, 2010; Zhang,
et al., 2014; Xing, et al., 2014; Zoghlami, et al., 2013). El efecto de la mutacién en la
proliferacion y diferenciacion celular ha sido comprobado en estudios in vitro, puesto que
se ha inducido la formacion de tumores en lineas celulares y ratones (Mitsutake, et al.,
2005) y la inestabilidad gendmica en lineas celulares (Moretti, et al., 2006), ademas, de

la formacion de glandulas tiroides anormales y tumores invasivos en ratones
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transgénicos con expresion temprana de VG60OE (Charles, et al., 2011; Knauf, et al.,
2005).

Nueve casos tipificados para BRAF reportan metastasis a distancia, de los cuales cinco
fueron positivos para la mutacion V60OE, la cual esta implicada en la sobre activacion de
la ruta de las quinasas MAPK (Cantwell-Dorris, et al., 2011) y, por lo tanto, causa un
incremento de la proliferacion y supervivencia de las células tumorales, ademas, esta
mutacion se presentd en 6 de los 9 casos con recurrencia tipificados, por lo tanto,
concuerda con los reportes de asociacion con la recurrencia (Prescott, et al., 2012; Elisei,
et al., 2012; Fernandez, et al., 2013; Kim, et al., 2012; Lim, et al., 2013; Nimba, et al.,
2003; Nikiforova, et al., 2003a; Xing, et al., 2005).

En contraste, para una muestra de 766 pacientes de Japon, con un seguimiento posterior
al diagnéstico y tratamiento de aproximadamente 130 meses, se encontré que el 37%
presentaron la mutacién V60OE y ésta no mostrd asociacion con la recurrencia a ganglios
linfaticos (P= 0,70), recurrencia a distancia (0,696), pero si frente al estado 1Va (0,021)
y en las comparaciones multivariadas dentro de los casos con recurrencia a distancia,
para la edad de diagndstico (OR= 4,885; IC 95%1,478-16,146 en mayores de 45 afos),
la extension extratiroidea (OR 5,556; IC 95% 2,710-11,364) y el N1 (OR= 5,076; IC 95%
2,398-10,753) (Ito, et al., 2014).

En un analisis de cancer papilar de tiroides de pacientes de Baltimore (USA), se encontrd
asociacion significativa entre la recurrencia y la presencia de mutaciones simultaneas en
BRAF V600E y TERT C228T (HR= 3,10; IC 95% 1,24-7,75 para todas las variedades de
PTC y HR= 4,39; IC 95% 1,42-13,54 para PTC convencional), aunque no hay
significancia en los casos que presentan un solo gen afectado (HR= 1,17; IC 95% 0,62-
2,20 para BRAF y HR=0,87; IC 95% 0,27-2,76 para TERT), por lo tanto, estos dos genes
presentan un efecto cooperativo, puesto que la mutacién C228T incrementa la actividad
transcripcional del promotor TERT, el cual adiciona telomeros a los cromosomas
causando el incremento de la proliferacion celular y el decrecimiento de la apoptosis
(Xing, et al., 2014).
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Tabla 32. Estadificacion de las muestras de PTC con y sin la mutacion V60OE de BRAF.

V600E Silvestre Comparacion OR (IC 95%) Valor P

TNM
TX 6 (46,2) 7 (53,8) T1 Referencia
T1 26 (43,3) 34 (56,7) T2 2,18 (1,036-4,586) 0,0431
T2 35 (62,5) 21 (37,5) T3 1,214 (0,488-3,021) 0,8625
T3 13 (48,1) 14 (51,9) T3-T4 1,235 (0,535-2,852) 10,7773
T4a 3 (42,9) 4 (57,1) >T2 1,744 (0,903-3,367) 0,0967
T4b 1 (100)
NO-NX 52 (44,8) 64 (55,2) NO-NX Referencia
N1a 26 (65,0) 14 (35,0) N1a-N1b 2,462 (1,219-4,971) 0,0176
N1b 6 (75,0) 2 (25,0)
MO-MX 79 (51,0) 76 (49,0) MO-MX Referencia
M1 5 (55,6) 4 (44,4) M1 1,203 (0,311-4,648) 1
Grado de diferenciacion
GX 12 (54,5) 10 (45,5)
G1 54 (52,4) 49 (47,6) G1 Referencia
G2 17 (48,6) 18 (51,4) G2-G3 0,778 (0,372-1,628) 10,6315
G3 1 (25,0) 3 (75,0)
Estado 245 aios
I 15 (45,5) 18 (54,5) I Referencia
Il 12 (63,2) 7 (36,8) Il 2,057 (0,647-6,542) 0,3455
Il 17 (60,7) 11 (39,3) I -1v 2,031 (0,770-5,354) 0,2318
IVA 2 (100,0)
IVC 3 (60,0) 2 (40,0)

Estado <45 ainos
[ 28 (50,0) 28 (50,0)
1 2 (40,0) 3 (60,0)

Se resaltan en negrillas los valores P con correccion de Yates, significativos al 95%

de confianza.
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La mutacion V600E se han relacionado con cambios epigenéticos como la metilacion de
otros genes, incluyendo los supresores de tumores TIMP3, SLC5A8, DAPK y RARB2, lo
cual se ha correlacionado con el progreso del tumor y un comportamiento mas agresivo
que genera invasion extratiroidea, metastasis a ganglios linfaticos y metastasis a
distancia (Hu et al. 2006; Russo, et al., 2011). Dicha mutacién también se han
relacionado con la reduccién de la expresion de proteinas de transporte de yodo (NIS)
haciendo insuficiente la terapia con radioiodo 0 necesaria una mayor exposicién para
mitigar la enfermedad y su recurrencia (Elisei, et al., 2012; Gao, et al., 2012), gracias al
conocimiento de estas caracteristicas se han generado medicamentos para restablecer
la actividad NIS, como Selumentinib que inhibe la actividad de MEK (normalmente
activado por BRAF) e incrementa la respuesta al radioiodo (Ho et al., 2013) y PLX4032
que reduce parcialmente el tamafo del tumor (Kim, et al., 2013) y actua como promotor
de sefalizacion en la ruta de las MAPK semejante a BRAF silvestre, bloquea la sefial de
BRAF V600E, causa apoptosis selectiva en células con BRAF V600E y reduce la

replicacion del ADN en células tumorales (Hanly, et al., 2014).

Respecto al uso de marcadores en el diagnéstico molecular de PTC, Zhang y
colaboradores (2014), analizaron 5 genes en muestras de tejido obtenido mediante
biopsias con aguja fina y encontraron que BRAF presenta la mayor sensibilidad
(71,43%), especificidad (100%), VPP(100%), VPN (75,5%) y precision (71,43%),
respecto a CALCA, DAPK1, TIMP3, RAR-beta, RASSF1A, la sensibilidad se incrementa
a 88,1% usando los 5 genes, esto es muy interesante teniendo en cuenta que un alto
porcentaje de biopsias (25% en la poblacion China) generan resultados indeterminados,
ademas de no ofrecer informacion a cerca del comportamiento de la enfermedad.
Resultados similares se han reportado en el analisis de 7 genes (V600E en BRAF, codon
61 en NRAS, codones 12 y 13 en KRAS, RET/PTC1, RET/PTC3 y GAPDH), donde los
autores encontraron que el gen BRAF presentd una sensibilidad de 76,5%, especificidad
y PPV de 100%, NPV de 83,9% y precision de 89,45 en el diagnéstico de PTC, siendo

superado unicamente por la evaluacion citologica del tejido (Liu, et al., 2014).
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A pesar de los tratamiento existentes, entre el 20 y 30% de los pacientes presentan
recurrencia de cancer de tiroides y ademas, un pequefio pero importante numero de
pacientes desarrolla enfermedad metastasica cuando las terapias tradicionales fallan,
demostrando la necesidad de mejorar en el conocimiento y uso de la informacién para
generar terapias mas especificas, tal es el caso de la mutacion BRAF y su potencial para
predecir un fenotipo con mayor agresividad y mal prondstico, dada su correlacion con
estados avanzados, metastasis a ganglios, extension extratiroidea y resistencia a la
terapia con radio-iodo (Hanly, et al., 2014). Por esta razén, se considera importante tener
en cuenta, también en la poblaciéon colombiana, la tipificacion de esta mutacioén en los
tejidos de los pacientes, a fin de contribuir a la escogencia de un adecuado tratamiento

quirurgico y posquirurgico, que garantice su supervivencia y calidad de vida.

La mutacion V60OE se presentd en casos con y sin antecedentes familiares de cancery
no se encuentran diferencias entre los grupos (Anexo X), lo cual, junto con su ausencia
en las muestras de ADN obtenido a partir de sangre, apoya la hipétesis que, al menos
en nuestra muestra, esta es una mutacién de origen esporadico. Sin embargo, se
destaca que se presentd en 11 de los 16 pacientes con antecedentes de cancer de
tiroides en primer y/o segundo grado (padres, hijos, abuelos y/o hermanos), 5 de los 7
pacientes con antecedentes de cancer de colon, 4 de los 5 casos con familiares con
cancer de seno, 5 de los 9 casos con cancer gastrico y el unico caso con cancer de

paraétida.

Se realizé una comparacién del riesgo para los diferentes polimorfismos y la presencia o
ausencia de la mutacién BRAF en tejidos de PTC, encontrando que ninguno de los SNPs
presentd asociacion con la mutacion en las comparaciones intracasos y no se observo
significancia en el riesgo calculado para cada grupo respecto a los controles, esto
posiblemente debido al tamafio de la muestra analizada (Anexo X). Para la poblacion
Japonesa se reporta una asociacion entre el rs965513 y V60OE con OR de 1,72 (IC 95%
1,29-2,29, p valor = 2,26 x 10*) y ausencia de asociacion respecto al rs944289, sin
embargo, los autores no encuentran diferencias intracasos debido al tamano de la

muestra (Matsuse, et al., 2011).
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9. CONCLUSIONES

En Colombia, el diagndstico de carcinoma de tiroides es tardio dado el tamafo y
caracteristicas del tumor en la muestra analizada, ademas, se encontré asociacion entre
un mayor estrato socioeconémico y educativo, posiblemente debido a las diferencias en

el acceso al sistema de salud.

La relacion entre el desarrollo de cancer de tiroides y factores hormonales, se evidencio
en una frecuencia de diagndstico cinco veces superior en mujeres que en hombres, la
cual se incrementa en quienes presentaron menarquia temprana, menopausia no

funcional y uso de planificacion hormonal.

Se encontré asociacion entre los polimorfismos analizados y el desarrollo de la patologia,
evidenciando la importancia de genes de baja penetrancia como factor de riesgo genético
en los casos considerados esporadicos, mas aun en quienes reportaron antecedentes

de adenocarcinomas en familiares de primer y segundo grado.

Se confirma el origen esporadico de la mutacion V600OE del gen BRAF, presente
unicamente en tejidos tumorales de PTC y su relacién con estados avanzados de la
enfermedad, lo cual apoya su uso como herramienta decisiva en el diagnéstico,

tratamiento y prondstico.
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RECOMENDACIONES

Estandarizar la toma de datos en la entrevista para disminuir los rangos en variables
como consumo de alcohol y cigarrillo, para las cuales es dificil analizar la frecuencia y

tiempo de consumo.

Analizar los factores reproductivos y hormonales, teniendo en cuenta si ocurrieron

antes o después de la presencia de la enfermedad.

Realizar un analisis amplio del genoma (GWAs) en la poblacién de estudio teniendo en
cuenta que su componente genético puede ser diferente al europeo y asiatico de los

cuales se tienen datos de referencia.

Analizar un mayor numero de muestras tumorales con el fin de llevar a cabo los analisis
respecto a los SNPs de riesgo y otros genes implicados en la division, el crecimiento y la

diferenciacion celular.
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Anexo B. Aprobaciones éticas y convenios con instituciones para el desarrollo del

proyecto.
DOCUMENTO INSTITUCION CIUDAD Y FECHA
Aprobacion del | Comité de ética de la Universidad | Ibagué, 27 de junio
programa de | del Tolima. de 2005

investigacion "Analisis

Hospital Federico Lleras Acosta

Ibagué, 23 de

Somaticos de Cancer
de

Colombia"

Tiroides en

Federico Lleras Acosta

genético  poblacional noviembre de 2006
de enfermedades
Hospital Regional del Libano 1 de febrero del 2007
humanas"
Comité de Bioética de Ila|lbagué, 14 de mayo
Aprobacion del . ) )
Universidad del Tolima del 2012
proyecto "Estudios : :
. . Comité de Docencia e
Clinico-Genéticos vy | L . Ibagué, 14 de
investigacion del hospital

septiembre de 2011

Hospital Universitario Hernando

Moncaleano Perdomo

Neiva, 3 de junio de
2011

Autorizacion para toma

de muestras

Laboratorio CITOPAT

Medellin, 14 de junio
de 2012

Servicio de Medicina Nuclear del
Hospital Pablo Tobdn Uribe

Medellin, 18 de julio
de 2012

de

Pensionado Hospital

Laboratorio Patologia vy
Citologia,

San Vicente de Paul

Medellin, 7 de junio
del 2012

168




Anexo C. Carta de presentacion del programa.

Universidad del Tolima
Grupo de Investigacion Citogenética, Filogenia y Evolucidn de Poblaciones
Directora: Maria Magdalena Echeverry de Polanco Ph. D.
Entrevista del Programa de Investigacion Analisis Genetico de Enfermedades Humanas

Informacion sobre Ia Investigacion

Andlisis Genetico de Enfermedades Humanas, programa de Investigacién aprobado por el Comité de de Etica
de la Universidad del Tolima mediante acta del 27 de junio del 2005). Area: estudios genéticos de cdncer en
Colombia

El cdncer es una enfermedad cuya incidencia esta creciendo en nuestra regidn, que en ocasiones puede ser causada
por algunos factores que se heredan. Nuestro grupo de investigacion estd estudiando personas con historia familiar
de cdncer con el fin de identificar aquellos genes que confieren un mayor riesgo a presentar dicha enfermedad. Las
familias y los pacientes han sido identificadas a traves de nuestros colegas médicos en los hospitales.

Con el fin de desarrollar el proyecto solicitamos su colaboracion para responder algunas preguntas relacionadas con
la forma de presentacidn de la enfermedad y con sus antecedentes familiares de cdncer. Si usted tiene familiares
con historia previa de cdncer, se le pedird el favor de contactarlos para saber si ellos estarfan interesados en
participar en el estudio.

La participacidn en la investigacion no posee ningun riesgo y requiere la donacion de dos muestras de sangre de 8
ml, de las cuales, se extraerd el material genético (ADN y ARN) y, de ser posible, se establecerd una linea celular.
En esta investigacion también se le hardn preguntas relacionadas con su historial médico y se le pedird autorizacidn
para revisar su historia clinica.

Si a usted le han extirpado tumores; se le preguntara en qué hospital se los extrajeron y, si nos autoriza, dichos
tumores tambien serdn analizados en la investigacion.

Es posible que nuestros estudios revelen hallazgos que tengan aplicaciones clinicas. Si esto sucede, le pediremos
autorizacion para informar a su médico tratante al respecto.

Por favor, no dude en contactarnos si desea mayor informacidn o quiere discutir cualquiera de los aspectos
relacionados con su participacion en el estudio y con el uso de las muestras que usted donard. Nos puede contactar
en el telefono 8-2641216, 3163033776 o a los correos  electrdnicos del  programa
(echeverrydepolanco@hotmail.com, toligen@ut.edu.co).

Si usted desea participar en la investigacidn por favor diligencie los siguientes datos:

FECHA

DIAGNOSTICO

NOMBRE FIRMA

DIRECCION

TELEFONO (celular fijo )

MEDICO

Muchas gracias por su colaboracion y estaremos atentos a sus comentarios.

Maria Magdalena Echeverry de Polanco, e-mail: echeverrydepolanco@hotmail.com
toligen@ut.edu.co, cel: 3163033776.
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Anexo D. Formato del consentimiento informado y entrevista de controles.

0

Universidad del Tolima
Grupo de Investigacion Citogenetica, Filogenia y Evolucion de Poblaciones
Directora: Maria Magdalena Echeverry de Polanco Ph. D.
Entrevista del Programa de Investigacion Analisis Genetico de Enfermedades Humanas

CONSENTIMIENTO INFORMADO CONTROLES .
Codigo:

Por favor lea con detenimiento este documento. Si despues de ello, usted esta interesado en participar, como control, en la
investigacion, sefiale con una X el cuadro del Si (si acepta) o del No (si no acepta) cada uno de los enunciados que aparecen a

continuacion. Si no entiende completamente o, si desea mas informacion, por favor preguntenos antes de firmar.

Programa de investigacion: Analisis genetico de enfermedades humanas.
Aprobado por el comite de etica de la Universidad del Tolima mediante acta del 27 de junio de 2005.

Nombres y Apellidos del control Fecha y lugar de nacimiento
Yo confirmo que he sido informado adecuadamente de los objetivos del proyecto y tuve la oportunidad | Si No
de hacer preguntas y solucionar todas las dudas al respecto.
Yo entiendo que mi participacion es voluntaria y que puedo retirarme de la investigacion si lo deseo | Si No
sin necesidad de argumentar ninguna razon ante el investigador principal.
Yo autorizo al investigador principal y a las personas designadas por €l, a que me tomen 2 (tres) | Si No
muestras de sangre para que las almacenen y utilicen en la presente investigacion. Una de dichas
muestras puede ser usada para establecer una linea celular. Yo entiendo que las muestras
proporcionadas seran anonimizadas. Solo el investigador principal, y las personas autorizadas por e,
tendran acceso a dicha informacion y a los resultados derivados de ellas.
Yo autorizo a el investigador principal, y a las personas designadas por €l, para que usen mis muestras | Si No
de sangre con el fin de investigar y entender los factores geneticos involucrados en diversos tipos de
canceres humanos (cancer colorrectal, de tiroides, entre otros).
Yo autorizo a que las muestras de sangre que he proporcionado sean almacenadas y estudiadas por el | Si No
investigador principal, y por las personas designadas por €], en futuras investigaciones relacionadas
con los aspectos geneticos del cancer colorrectal y de otras enfermedades humanas.
Yo autorizo al investigador principal, y a las personas designadas por €l, para que utilicen mis muestras | Si No
de sangre en centros de investigacion del pars y del exterior.
[ Yo estoy de acuerdo con participar en la presente investigacion. [ si | No
Nombre del participante y cedula Fecha Firma
Persona que obtiene el consentimiento (testigo 1) Fecha Firma
Persona que obtiene el consentimiento (testigo 2) Fecha Firma

Altos de Santa Helena- Universidad del Tolima-Facultad de Ciencias-, Laboratorio de Citogenetica-Filogenia y Evolucion de

Poblaciones-LCFEP. Ibague-ColombiaTel. 2771212-2772049-2772040, ext. 9658; 3163033776. Correo electronico:

echeverrydepolanco@hotmail.com, toligen@ut.edu.co
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Universidad del Tolima
Grupo de Investigacion Citogenetica, Filogenia y Evolucion de Poblaciones
Directora: Maria Magdalena Echeverry de Polanco Ph. D.
Entrevista del Programa de Investigacion Analisis Genetico de Enfermedades Humanas

Entrevista socio-economica, clinica y ambiental de la Iinea de investigacion en aspectos

geneticos y genomicos del cancer en Colombia

Programa: Estudios Geneticos y Genomicos del Cancer en Colombia

Fecha de diligenciamiento: Diligenciado por:

Seccion 1. Informacion personal

Codigo del control:

¢Ha padecido usted o un familiar de primer grado de cancer de colon, de recto o cualquier otra enfermedad? Si__ No__

Detalles

¢Ha padecido usted de algun problema de colon o recto? Si__ No__
Detalles

¢Esposo (a) de algun paciente en esta investigacion? No___ Si Codigo
¢Por cuanto tiempo convivio con el paciente antes de que este adquiriera el cancer?

Apellidos: Nombre:

Lugar y fecha de nacimiento: Edad:

Sexo Ocupacion: Telefono:

Barrio: Estrato socio-economico
Grupo etnico: Estado civil: Escolaridad:

¢Conoce si sus padres estan emparentados?:

Seccion 2. Alcohol, tabaquismo y actividad fiica:

2.1 Consumo de alcohol:

¢Consume bebidas alcoholicas? Si__ No__, ;Desde que edad?:

Aguardiente Ron Cerveza

Cada cuanto toma

Botellas/mes

Afios de consumo

¢Cada cuanto y desde que edad se embriaga?:

Si ya no bebe, ;cada cuanto y en que cantidad lo hacra?:

Si ya no bebe, ;hace cuanto dejo de hacerlo?:

2.2 Tabaquismo:

Fumador: Ex -fumador: No-fumador:

¢Por cuantos anos ha fumado o fume? ¢Con que frecuencia (cigarrillos/dia)?:

¢Fuma en su casa?: ;Por cuantos afios?: Horas de exposicion al dra:
¢Fuma en su lugar de trabajo?: ¢Por cuantos afos?: Horas de exposicion al dia:

De 1 (poco) a 5 (mucho), ;como califica su exposicion domestica o laboral al cigarrillo?:

Altos de Santa Helena- Universidad del Tolima-Facultad de Ciencias-, Laboratorio de Citogenetica-Filogenia y Evolucion de
Poblaciones-LCFEP. Ibague-ColombiaTel. 2771212-2772049-2772040, ext. 9658; 3163033776. Correo electronico:

echeverrydepolanco@hotmail.com, toligen@ut.edu.co
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Universidad del Tolima
Grupo de Investigacion Citogenetica, Filogenia y Evolucion de Poblaciones
Directora: Maria Magdalena Echeverry de Polanco Ph. D.
Entrevista del Programa de Investigacion Analisis Genetico de Enfermedades Humanas

2.3 Salud, actividad fiSica y peso:

Talla: Peso actual: Peso a los 20 afios: Peso a los 40 afos
Perimetro abdominal: perimetro de la cadera:
Nivel de actividad fiSica en su ocupacion actual: Alta: Media: Baja:

¢ Practica deporte (actividad, veces por semana, duracion e intensidad)?:

;Padece de alguna enfermedad cronica?
¢;Padece de alergias?
¢ Ha padecido o padece de alguna enfermedad grave?

Seccion 3. Origen geografico:

Pariente Nombre y Apellido (Ha tenido o tuvo | Lugar de nacimiento’
cancer?

Padre

Madre

Abuelo paterno

Abuela paterna

Abuelo materno

Abuela materna
"Si nacio afuera del departamento, especificar.

Nivel socioeconomico del hogar donde crecio: Bajo Medio: Alto:
Nivel socioeconomico de su familia paterna: Bajo Medio: Alto:
Nivel socioeconomico de su familia materna: Bajo Medio: Alto:

¢ En total cuantos hermanos tuvo?:

:Enfermedades mas comunes de la familia:

Seccion 4.

4.1 Embarazo:

Numero de embarazos: Edad del primer embarazo:

Edad del ultimo embarazo: ¢;Ha lactado todos sus hijos?:

(Planifica?: Si No (Por cuanto tiempo?:

Metodo de planificacion: Pastas Dispositivo, Inyeccion: Parches: Otro:

Nombre del medicamento:

4.2 Menarquia y menopausia:

Edad a la menarquia: ¢Le ha llegado la menopausia?: Si (edad) No
Causa de la menopausia: Natural Histerectomra: Extirpacion de ovarios: Otra:
;Ha tenido o tuvo TRH?: S1 No Medicamento y duracion:

Altos de Santa Helena- Universidad del Tolima-Facultad de Ciencias-, Laboratorio de Citogenetica-Filogenia y Evolucion de
Poblaciones-LCFEP. Ibague-ColombiaTel. 2771212-2772049-2772040, ext. 9658; 3163033776. Correo electronico:
echeverrydepolanco@hotmail.com, toligen@ut.edu.co
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Anexo E. Formato del consentimiento informado y entrevista de pacientes.

7

Universidad del Tolima
Grupo de Investigacion Citogenetica, Filogenia y Evolucion de Poblaciones
Consentimiento informado: Analisis Genetico de Enfermedades Humanas

Consentimiento Informado Codigo:

Por favor lea con detenimiento este documento y la carta " Informacion sobre la investigacion", que lo acompaiia. Si despues de ello,
usted estd interesado en participar en la investigacion, sefiale con una X el cuadro de Si (si acepta) o de No (si no acepta) cada uno
de los enunciados que aparecen a continuacion. Si no entiende completamente, o si desea mas informacion, por favor preguntenos
antes de firmar.

Programa de Investigacion: Analisis genetico de enfermedades humanas

Nombre del paciente: Fecha y lugar de nacimiento:

Yo confirmo que he leido y entendido la carta "Informacion sobre la investigacion” y que tuve la oportunidad de | Si No
hacer preguntas y solucionar todas las dudas al respecto.

Yo entiendo que mi participacion es voluntaria y que puedo retirarme de la investigacion si lo deseo sin necesidad | Si No
de argumentar ninguna razon

Yo autorizo al investigador principal y a las personas designadas por €] para que revisen mi historia clinica con el | Si No

proposito de llevar a cabo la presente investigacion. Tambien autorizo a dicho investigador y a las personas
designadas por el, para que fotocopien y archiven dicha informacion, la cual solo podra ser usada en analisis
confidenciales.

Yo autorizo para que el investigador principal y las personas designadas por €l, tengan acceso a las muestras de | Si No
tejido cancerigeno y normal previamente removidas en las biopsias y o cirugias y tomen placas de ellas.

Yo autorizo al investigador principal y a las personas designadas por €l, a que me tomen entre 15 y 20 mililitros de | Si No
sangre para almacenarla y utilizarla en la presente investigacion. Una de dichas muestras puede ser usada para
establecer una linea celular. Yo entiendo que las muestras proporcionadas seran anonimizadas. Solo el investigador
principal, y las personas autorizadas por €l, tendran acceso a dicha informacion y a los resultados obtenidos con
ellas.

Yo autorizo al investigador principal, y a las personas designadas por €l, para que usen mis muestras de sangre y | Si No
otros tejidos con el fin de investigar y entender los factores geneticos involucrados en el cancer.

Yo entiendo que la presente investigacion producira beneficios para humanidad en general y no necesariamente para | Si No
mi como individuo. Sin embargo, si los hallazgos encontrados en mis muestras son de interes, estoy de acuerdo en

que mi medico tratante, el Dr. , sea informado al respecto.

Yo autorizo a que las muestras de tejido y de sangre que he proporcionado sean almacenadas y estudiadas por el | Si No

investigador principal, y por las personas designadas por €], en futuras investigaciones relacionadas con los aspectos
geneticos del carcinoma de tiroides v de otras enfermedades humanas, asi’ como de genetica de poblaciones.

Yo autorizo al investigador principal, y a las personas designadas por €], para que utilicen mis muestras de tejido | Si No
cancerigeno y de sangre o ADN en centros de investigacion del pass y del exterior.

Yo estoy de acuerdo en participar en la presente investigacion. Si No
Nombre completo del paciente y nuimero de cedula. Firma y fecha
Nombre completo del testigo 1 y nimero de cedula. Firma y fecha
Nombre completo del testigo 2 y numero de cedula. Firma y fecha

Altos de Santa Helena- Universidad del Tolima-Facultad de Ciencias-, Laboratorio de Citogenetica-Filogenia y Evolucion de Poblaciones-LCFEP
Ibague-ColombiaTel. 2771212-2772049-2772040, ext. 9658; 3163033776. 3152430924. Correo electronico: echeverrydepolanco@hotmail.com,
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Universidad del Tolima
Grupo de Investigacidn: Citogenetica filogenia y evolucién de poblaciones
Programa de investigacidn: Analisis genetico de enfermedades Humanas

Aspectos genéticos y genomicos del cincer en Colombia
Entrevista socio-economica, clinica y ambiental para pacientes de cincer

Tipo de cdncer: Tiroides (CT). Version 4: febrero 2012

Fecha de diligenciamiento: Diligenciado por:

Seccidn 1. Informacidn personal del paciente

Apellidos: Nombre:
Fecha de nacimiento: dia ___mes___ afio_ Edad anos:

Estado Civil: Casado__ Soltero__ Separado___ Unidn Libre__
Nimero de cédula: Ocupacion:
Direccion: Ciudad
Teléfono: fijo celular

Nombre de un familiar cercano: Teléfono: fijo celular
Escolaridad: Sin estudios:___ Primaria aflos __ Secundaria afios ___ Tecnologfa afios ___ Universitario afios ___
Postgrado: Especializacion . Maestria ~ Doctorado

;Son sus padres parientes consanguineos? Si  No

Si la anterior es si que parentesco consanguineo tienen? Padre e hijo , Hermanos, tio(a) y sobrina(o) _,

primos hermanos____, primos segundos ,otro cudl

Sexo: Hombre__ Mujer __

Seccion 2. Alcohol, tabaquismo y actividad fisica.

Nota: Las preguntas de esta seccion se refieren a la vida del paciente antes de ser diagnosticado con el cancer

2.1 Consumo de alcohol antes del cincer

¢ Consumia bebidas alcohdlicas antes de padecer cancer? Si: No:

Aguardiente Ron Cerveza
;Cada cudnto tomaba?  |Diario [Semanal [Mensual [Diario [Semanal [Mensual |Diario [Semanal Mensual
Botellas/mes <1 [1-55 [5-10 [>10 <1 155 [5-10 [»10 [« [15  [5-10 [510
Aiios de consumo 05  [5-10 [>10 05  [5-10 [>10 05  [5-10 [>10

2.2 Tabaquismo - Antes del Cdncer

No fumador:

Fumador: Por cuantos afios? 0-5___ 5-10 __ 10-20 ___ >20 ___ Edad al inicio del habito
Ya dejo de fumar: _Si No___
Si la respuesta anterior es si hace cudntos afios lo dejo? 0-5___ 5-10 ___ 10-20 ___>20___

Edad en que lo dejo:

;Con qué frecuencia fumaba antes del cancer? (cigarrillos/dia): 0-5___ 5-10 __ 10-20 __ >20___
¢ Estuvo expuesto al tabaco en casa (s) 72 No___ SI__

¢;Fumaban en su lugar de trabajo?:

¢;Por cudntos afios?: 0-5___
Horas de exposicidnal dia: 0-1___1-2__ 2-3__ 34_ 45__

mas

5-10 ___10-20 ___ =20

(Por cudntos afios?: 0-5___ 5-10 ___10-20 _>20 ___

Grupo de Investigacion Citogenética, Filogenia y Evolucidn de Poblaciones

e-mail: echeverrydepolanco@hotmail.com toligen@ut.edu.co

Teléfonos: (8) 2641216, 2771212-9658, 3163033776, 3152430924-
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Universidad del Tolima
Grupo de Investigacion: Citogenética filogenia y evolucién de poblaciones
Programa de investigacion: Analisis genetico de enfermedades Humanas

Horas de exposicion al dfa: 0-1___1-2 __ 2-3 __ 3-4__ 4-5__
De 1 (poco) a 5 (mucho), ;como califica su exposicion doméstica o laboral al cigarrillo?:
Hora del primer cigarrillo: Al despertar 1 hora 2 horas >3 horas

2.3 Actividad fisica y peso - Antes del Cidncer

Peso habitual antes del cancer: Peso a los 20 afios: Peso a los 40 afios
Ocupacion realizaba?:

Nivel de actividad fisica en dicha ocupacidn: Alta: Media: Baja:
¢(Practicaba deporte? Si__ No___ Diassemana 1_2__ 34 5 6__7__
Horasdial__2__ 3 Mads__

Intensidad: leve moderada alta

Seccidn 3. Datos fisicos actuales

Talla: centimetros Peso: kg. Perimetro abdominal: centimetros
Color de ojos: oscuros: ____ claros: miel:

Textura de pelo: lacio: ____ ondulado: ___ crespo: ___ muy crespo: ____

Destreza: Zurdo Derecho: Ambidextro

Grupo sanguineo: Rh:

Seccidn 4. Aspectos ginecoldgicos

4.1 Embarazo

Niumero de embarazos: 0 1-2_ 34 55 Edad al primer embarazo:

Edad al ultimo embarazo: Niumero de hijos nacidos vivos:

¢;Ha lactado todos sus hijos?: NO___ SI___ Al Primero ___ Alltimo___ A todos ___ Ninguno ___

¢Ha tenido partos multiples?: NO ____ SI____

¢Planificd antes del cdncer?: NO ____ SI

¢Por cudntos afios planificd antes del cancer? 0-5 ___ 5-10___ 10-20___

Método de planificacidn: Pastas: Dispositivo: Inyeccion: Parches:
Otro:

Nombre del medicamento si lo recuerda:

Para uso de la enfermera: Estrdgenos ___ progestdgenos ___  mixto ____

4.2 Menarquia y menopausia

Edad de la primera menstruacicn:

;Le ha llegado la menopausia? Si (edad): __ No:

Causa de la menopausia: Natural ____ Radio-terapia ____ Histerectomia ___ Extirpacidn de ovarios ____
Otras (;Cudl?)

¢;Ha tenido o tuvo terapia de reemplazo hormonal durante la menopausia (TRH)?: Si No

Medicamento y duracion de la TRHen anos: 1__ 2 3 4 5 6Gomds___.

Grupo de Investigacidn Citogenética, Filogenia y Evolucidn de Poblaciones
e-mail: echeverrydepolanco@hotmail.com toligen@ut.edu.co
Teléfonos: (8) 2641216, 2771212-9658, 3163033776, 3152430924-
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Universidad del Tolima
Grupo de Investigacidn: Citogenética filogenia y evolucion de poblaciones
Programa de investigacion: Andlisis genetico de enfermedades Humanas

Seccidn 6. Informacidn Clinica de los pacientes:
6.1 Sintomatelogia inicial. Colocar una X y averiguar la duracién del sintoma

Masa en el | Dificultad para Disfonia Carraspera en la | Dolor Otro
cuello tragar o pasar garganta
saliva
Sintoma
Duracion

Presencia sincronica o metacronica de otro cancer?: No__si
(detalles):
Tratamiento adyuvante: Radioterapia: Quimioterapia:
Nombres e instituciones de los médicos tratantes:

Cirujano:

Oncologo:

Patdlogo:

¢Ha padecido usted de alguna de las siguientes condiciones tiroideas?

hipertiroidismo: hipotiroidismo: Bocio (coto):

Otra (;cudl?)

Detalles (Edad al diagndstico y duracidn):

Edad del diagndstico:
20-30
31-40
41-50
51-60
61-70

2Se ha sometido alguna vez a terapia de rayos X (incluso en la nifiez)?: Si No

;Ha padecido o padece usted de otro tipo de cdncer?: No___ Si___ (en cual drgano): Ovario Mama
__ Gastrointestinal Prostata Utero (endometrio)
Tipo de cancer y edad al diagndstico:

Grupo de Investigacion Citogenética, Filogenia y Evolucidn de Poblaciones 4

e-mail: echeverrydepolanco@hotmail.com toligen@ut.edu.co
Teléfonos: (8) 2641216, 2771212-9658, 3163033776, 3152430924-
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Universidad del Tolima
Grupo de Investigacidn: Citogenética filogenia y evolucidn de poblaciones
Programa de investigacion: Analisis genetico de enfermedades Humanas

20-30
31-40
41-50
51-60
61-70
¢Ha padecido o padece de tumores benignos?, No___ Si___ (en cual drgano): detalles incluyendo edad
de diagndstico:
;Antes del cancer, de que enfermedades cronicas padecic? (incluir nombre de la enfermedad, edad al
diagndstico, tratamiento y duracion de la enfermedad):

¢Sufre de alergias?: No ___ SI___

6.2 Caracteristicas histopatoldgicas: (Para uso de la enfermera)

Nota: Adjuntar copia(s) de reporte(s) de patologia, biopsia y especimenes quirtrgicos
Reporte de Patologia: Biopsia __  Quirtirgico____ No. Reporte (s):
Laboratorio de patologfa:
Bloques: 0 1 2

Ldminas histologicas: 0 1 2 3

Informacidn del tumor: tipo histologico:
Carcinoma Papilar:

Carcinoma Folicular:

Carcinoma Anapldsico: __
Carcinoma Medular:

Localizacidn; lobulo derecho:____ ldbulo izquierdo:_____  itsmo: multifocal:
Grado histoldgico: grado 1 (bien diferenciado): grado 2 (moderadamente diferenciado):

grado 3 (mal diferenciado): ____ grado 4 (indiferenciado):______

Cirugra practicada: tiroidectomia total: , lobectomia:

Estado TNM:

Carcinoma Papillar o Folicular

Estado I T1 NO MO

Estado 11 T2 NO MO

Estado III T3 NO MO
T1 Nla MO
T2 Nla MO
T3 Nla MO

Estado IVA  T4a NO MO
T4a Nla MO
T1 Ni1b MO

Grupo de Investigacion Citogenética, Filogenia y Evolucidn de Poblaciones
e-mail: echeverrvdepolanco@hotmail.com toligen@ut.edu.co
Teléfonos: (8) 2641216, 2771212-9658, 3163033776, 3152430924-

178



Universidad del Tolima
Grupo de Investigacidn: Citogenética filogenia y evolucion de poblaciones
Programa de investigacion: Andlisis genetico de enfermedades Humanas

T2 N1b MO
T3 N1b MO
T4a N1b MO
EstadoIVB  T4b cualquier N MO

Estado IVC  cualquier T cualquier N M1

6.3 Caracteristicas moleculares:
BRAF: POSITIVO NEGATIVO
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Carta autorizacioén retiro bloques y laminas
- VT e e SR v

Fecha;

Sefiores:

Laboratorio de Patologia:

Muy comedidamente les solicito entregar un blogue con tejido
tumoral y sus correspondientes laminas histoldgicas y un bloque de
tejido normal con sus correspondientes  laminas histolégicas, de mi
paislogla, procesada y diagndsticada en su imponante Institucién &
ideniificada con el ndmero: ;

Estos blogues y laminas los necesito para estudios de
inmunohistoquimica y genéticos y seguirdn con la debida custodia.

Agradezco su amable colaboracion en este tramite.

Firma:

Nombre:

Cédula;

Revisidn LAC Sep-05 anziEmm texto) Pagina 1
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edad de diagndstico (mayor o menor de 45 afos).

Anexo F. Estrato socio-econdmico de controles y casos segun el tipo histolégico y la

Estrato socioeconémico

Tipo Edad Género Total
1y2 3y4 5y6
. 185
Mujer 155 (44,2) 11(3,1) 351 (100)
Controles =50 (52,7)
Hombre 46 (44,2) 54(51,9) 4 (3,8) 104 (100)
12
Mujer 59 (51,3) 44 (38,3) 115 (100)
>45 (10.4)
Hombre 9(40,9) 13 (59,1) 0 22 (100)
Mujer 46 (59 29 (37,2 3(3,8 78 (100
PTC <45 j (59) (37.2) (3,8) (100)
Hombre 9 (45) 9 (45) 2(10) 20 (100)
105
Mujer 73(37,8) 15(7,8) 193 (100)
Total (54,4)
Hombre 18 (42,9) 22(52,4) 2 (4,8) 42 (100)
45 Mujer 2(28,6) 5(71,4) 0 7 (100)
- Hombre 2 (66,7) 0 1(33,3) 3 (100)
FTC <45 Mujer 6 (100) 0 0 6 (100)
Total Mujer 8 (61,5 5(38,95) 0 13 (100)
ota
Hombre 2 (66,7) 0 1(33,3) 3 (100)
MTC 245 Mujer 1 (50) 1 (50) 0 2 (100)
114
Mujer 79 (38) 15(7,2) 208 (100)
Casos Total (54,8)
Hombre 20 (44,4) 22(48,9) 3(6,7) 45 (100)
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Anexo G. Nivel de escolaridad de controles y casos segun el tipo histolégico y la edad

(menor de 45 afos o mayor o igual a 45 afos).

Nivel educativo

Tipo Edad Geénero Sin Secundaria Universitario
Primaria
estudios y Técnico y Posgrado
Mujer 23 (7,9) 152 (52,4) 94 (32,4) 21 (7,2)
Control =50
Hombre 7(7,1) 32 (32,7) 45 (45,9) 14 (14,3)
45 Mujer 3(2,7) 43 (38,4) 49 (43,8) 17 (15,2)
- Hombre 1(4,5) 5 (22,7) 11 (50) 5(22,7)
Mujer 9 (11,5 40 (51,3 25 (32,1 4 (5,1
PTC <45 ] (11,5) (51,3) (32,1) (5,1
Hombre 5 (25) 7 (35) 8 (40) 0
Total Mujer 12 (6,3) 83 (43,7) 74 (38,9) 21 (11,1)
ota
Hombre 6 (14,3) 12 (28,6) 19 (45,2) 5(11,9)
45 Mujer 0 3 (42,9) 2 (28,6) 2 (28,6)
- Hombre 2 (66,7) 0 0 1(33,3)
FTC <45 Mujer 0 3 (50) 2 (33,3) 1(16,7)
Mujer 0 6 (46,2) 4 (30,8) 3(23,1)
Total
Hombre 2 (66,7) 0 0 1 (33,3)
MTC >45 Mujer 0 0 2 (100) 0
Mujer 12 (5,9) 89 (43,4) 80 (39) 24 (11,7)
Casos Total
Hombre 8(17,8) 12 (26,7) 19 (42,2) 6 (13,3)
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Anexo H. Frecuencia de consumo de bebidas alcohdlicas en controles y pacientes (A) y

analisis estadistico (B), segun el tipo histoldgico y la edad (menor de 45 afios 0 mayor o

igual a 45 afos).

A)
Consumo de alcohol
Tipo Edad Género No Ocasional Mensualy Semanaly
consume y Anual Quincenal Diario
Mujer 290 (84,8 33 (9,6 11 (3,2 8 (2,3
Control 250 ) ( ) (9.6) (3:2) (2:3)
Hombre 35 (33,3) 14 (13,3) 17 (16,2) 39 (37,1)
45 Mujer 95 (82,6) 16 (13,9) 3 (2,6) 1(0,9)
- Hombre 7 (31,8) 3(13,6) 4 (18,2) 8 (36,4)
Mujer 58 (74,4 12 (15,4 5 (6,4 3(3,8
PTC <45 j (74,4) (15,4) (6,4) (3,8)
Hombre 6 (30) 6 (30) 3 (15) 5 (25)
Total Mujer 153 (79,3) 28 (14,5) 8 (4,1) 4(2,1)
ota
Hombre 13 (31) 9(21,4) 7 (16,7) 13 (31)
45 Mujer 5(71,4) 2 (28,6) 0 0
- Hombre 1 (33,3) 0 1 (33,3) 1 (33,3)
FTC <45 Mujer 4 (66,7) 2 (33,3) 0 0
Mujer 9 (69,2) 4 (30,8) 0 0
Total
Hombre 1 (33,3) 0 1(33,3) 1 (33,3)
MTC 245 Mujer 2 (100) 0 0 0
Mujer 164 (78,8) 32 (15,4) 8 (3,8) 4 (1,9)
Casos Total
Hombre 14 (31,1) 9 (20) 8 (17,8) 14 (31,1)
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< Anual > Mensual
Valor P
n (%) n (%) OR (IC 95%)
Mujeres
Controles 323 (94,4) 19 (5,6) Referencia
Casos 245 afnos 120 (96,8) 4 (3,2) 0,567 (0,189-1,699) 0,4348
Casos <45 afios 76 (90,5) 8 (9,5) 1,789 (0,755-4,242)  0,2774
Total Casos 196 (94,2) 12 (5,8) 1,041 (0,495-2,191)  0,9203
Hombres
Controles 49 (46,7) 56 (53,3) Referencia
Casos 245 afos 11 (44) 14 (56) 1,114 (0,463-2,679) 0,9964
Casos <45 afios 12 (60) 8 (40) 0,583 (0,220-1,544)  0,3961
Total Casos 23 (51,1) 22 (48,9) 0,837 (0,416-1,684) 0,7518
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Anexo |. Consumo y exposicion a tabaco en controles y pacientes, segun el tipo

histolégico y la edad (menor de 45 afos o mayor o igual a 45 afios).

. Género Fumador Género
Tipo Edad Fumador - . -
Mujer Hombre pasivo Mujer Hombre
3 No 44 (12,9) 28 (26,9) No (71;52) 49 (73,1)
§ =50 Ex-fumador 28 (8,2) 14 (13,5) Si 38 (20,8) 18 (26,9)
Fumador 268 (78,8) 62 (59,6)
No 19 (16,5) 9 (40,9) No 86 (74,8) 10 (45,5)
245 Ex-fumador 2 (1,7) 2(9,1) Si 29 (25,2) 12 (54,5)
Fumador 94 (81,7) 11 (50)
No 7(9) 2 (10) No 51(65,4) 15(75)
E <45 Ex-fumador 3 (3,8) 1 (5) Si 27 (34,6) 5 (25)
Fumador 68 (87,2) 17 (85)
Tota No 26 (13,5) 11(26,2) No 137 (71) 25 (59,5)
| Ex-fumador 5 (2,6) 3(7,1) Si 56 (29) 17 (40,5)
Fumador 162 (83,9) 28 (66,7)
No 3(42,9) 2 (66,7) No 4 (57,1) 3(100)
245 Ex-fumador 0 0 Si 3(42,9) 0
Fumador 4 (57,1) 1(33,3)
No 0 No 5(83,3)
E <45 Ex-fumador 0 Si 1(16,7)
Fumador 6 (100)
Tota No 3(23,1) 2 (66,7) No 9(69,2) 3(100)
| Ex-fumador 0 0 Si 4 (30,8) 0
Fumador 10 (76,9) 1 (33,3)
o No 0 No 1 (50)
= 245 Ex-fumador 0 Si 1 (50)
= Fumador 2 (100)
No 29 (13,9) 13(28,9) No (713,77) 28 (62,2)
Totalcasos o, fimador 5(24)  3(6,7) Si 61(29,3) 17 (37,8)

Fumador 174 (83,7) 29 (64,4)

185



Anexo J. Porcentaje de controles y pacientes, segun la edad de la menarquia.

Control PTC FTC MTC

250 245 <45 245 <45 245

Edad de la menarquia
9-11 26 (9,1) 18 (15,9) 11 (15,3) 2(28,6) 1 (20) 1 (50)

12 43(15) 13 (11,5) 22(30,6) 0 0 1 (50)
13 71(24,8) 26(23) 12(16,7) 0 1(20) 0
14 59(20,6) 28(24,8) 12(16,7) 2(28,6) 2 (40) 0
15 51(17,8) 17(15)  7(9,7) 2(28,6) 1(20) 0

16-19 36 (12,6) 11(9,7) 8(11,1) 1(14,3) 0 0

Total 286 (100) 113 (100) 72(100) 7(100)  5(100)  2(100)
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Anexo K. Controles y pacientes segun el numero de embarazos llegados a termino, la

edad del primer embarazo y la lactancia.

Control PTC FTC MTC
250 245 <45 245 <45 245
Numero de embarazos

0 57 (16,5) 15 (13) 22 (28,2) 0 0 0

1a3 146 (42,2) 53 (46,1) 51(654) 2(28,6) 6 (100) 1 (50)
4a6 116 (33,5) 35(30,4) 5(6,4) 4 (57,1) 0 0

7a9 20 (5,8) 9(7,8) 0 1(14,3) 0 1 (50)
=210 7 (2) 3(2,6) 0 0 0 0

Total 346 (100) 115(100) 78(100) 7(100)  6(100) 2 (100)

Edad del primer embarazo

13-17  52(18,2) 15(15) 11 (20) 0 1(16,7) 1 (50)
18-22 121 (42,5) 54 (54) 26 (47,3) 2(28,6) 4 (66,7) 1 (50)
23-27  65(22,8) 17(17) 14(255) 3 (42,9) 0 0
28-32  33(116)  7(7) 4(73) 1(14,3) 0 0
33-37 7 (2,5) 6 (6) 0 1(14,3)  1(16,7) 0
>38 7 (2,5) 1(1) 0 0 0 0

Total  285(100) 100(100) 55(100) 7(100)  6(100) 2 (100)

Lactancia
No 14 (5,9) 4 (4) 2 (3,6) 1(14,3) 1(16,7) 0
Si 224 (94,1) 96 (96) 54 (96,4) 6 (85,7) 5 (83,3) 2 (100)

Total 238 (100) 100(100) 56 (100)  7(100)  6(100) 2 (100)

187



Anexo L. Anadlisis estadistico de la edad del primer embarazo (A) y el niumero de

embarazos (B) en casos y controles y su relacién con el riesgo de CT.

A
) Edad n (%) n (%) OR (95%) Valor P
Controles Casos 245
18-22 121 (42,5) 57 (52,3) Referencia
13-17 52 (18,2) 16 (14,7) 0,653 (0,343-1,242) 0,2506
23-27 65 (22,8) 20 (18,3) 0,653 (0,361-1,181) 0,1009
>28 47 (16,5) 16 (14,7) 0,723 (0,378-1,383) 0,4096
Controles Casos <45
18-22 121 (42,5) 30 (49,2) Referencia
13-17 52 (18,2) 12 (19,7) 0,931 (0,442-1,959) 0,8414
23-27 65 (22,8) 14 (22,9) 0,869 (0,430-1,754) 0,8231
>28 47 (16,5) 5(8,2) 0,429 (0,157-1,172) 0,1398

Controles Casos Total
18-22 121 (42,5) 87 (51,2) Referencia

13-17 52 (18,2) 28 (16,5) 0,749 (0,438-1,279)  0,3537
23-27 65 (22,8) 34 (20) 0,728 (0,442-1,197)  0,2579
>28 47 (16,5) 21 (12,4) 0,621 (0,347-1,114)  0,1435
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Control PTC 245 PTC 235
n (%) n (%) n (%)
Numero de embarazos
0 56 (16,2) 15 (13) 22 (15,3)
102 95 (27,5) 28 (24,3) 38 (26,4)
304 96 (27,8) 45 (39,1) 56 (38,9)
506 71 (20,6) 15 (13) 16 (11,1)
708 17 (4,9) 8 (7) 8 (5,6)
>9 10 (2,9) 4 (3,5) 4 (2,8)
PTC 245 PTC 235
Calculo del Odds ratio
OR (IC 95%) Valor P OR (IC 95%) Valor P
Nuliparas vs 1-2 | 1,100 (0,542-2,235) 0,9203 1,018 (0,548-1,893) 0,9203
Nuliparas vs 3-4 1,75 (0,895-3,423)  0,1380 1,485(0,821-2,687) 0,2453
Nuliparas vs =1 1,292 (0,699-2,386) 0,5023 1,075 (0,628-1,838) 0,8880
Nuliparas vs 25 | 1,029 (0,505-2,095) 0,9204 0,727 (0,381-1,39)  0,4237
102vs 25 0,935 (0,513-1,702)  0,8791 | 0,714 (0,406-1,255) 0,3032
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Anexo M. Lactancia y relacién con el riesgo de padecer cancer papilar de tiroides.

No Si
OR (IC 95%) Valor P
n (%) n (%)
Control 14 (5,9) 224 (94,1) Referencia

Caso 245 5 (4,6) 104 (95,4) 0,769 (0,269-2,192)  0,8065
Caso <45  3(4,8) 59 (95,2) 0,814 (0,226-2,925) 1,000
Casos 8 (4,7) 163 (95,3) 0,785 (0,322-1,916)  0,7518
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Anexo N. Controles y pacientes segun el tipo y edad de la menopausia.

Control PTC FTC MTC Total
Menopausia
Natural 242 (76,3) 55 (28,5) 6 (46,2) 0 61 (29,3)
No funcional 62 (19,6) 59 (30,6) 0 (0) 2(100) 61(29,3)
No 13 (4,1) 79 (40,9) 7(53,8) 0 86 (41,3)
Total 317 (100) 193 (100) 13 (100) 2 (100) 208 (100)
Edad de la Menopausia Natural

<44 26 (10,7) 4 (8) 1 (20) 0 5(9,1)
45-47 52 (21,5) 12 (24) 1 (20) 0 13 (23,6)
48-51 104 (43) 20 (40) 2 (40) 0 22 (40)
52-54 33 (13,6) 12 (24) 0 0 12 (21,8)

55-57 27 (11,2) 2 (4) 1 (20) 0 3(5,5)
Total 242 (100) 50 (100) 5 (100) 0 55 (100)

Edad menopausia no funcional

<35 5(9,6) 6 (14,6) 0 0 6 (14)
36-40 22 (42,3) 8(19,5) 0 0 8 (18,6)
41-45 7 (13,5) 10 (24,4) 0 1(50) 11 (25,6)
46-50 12 (23,1) 7(17,1) 0 0 7 (16,3)
>51 6 (11,5) 10 (24,4) 0 1(50) 11 (25,6)
Total 52 (100) 41 (100) 0 2(100) 43 (100)
<40 27 (51,9) 14 (34,1) 0 14 (32,6)
41-50 19 (36,5) 17 (41,5) 1(50) 18 (41,9)
251 6 (11,5) 10 (24,4) 1(50) 11 (25,6)
<45 34 (65,4) 24 (58,5) 1(50) 25 (58,1)
246 18 (34, 17 (41,5) 1(50) 18 (41,9)
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Anexo O. Distribucidon del numero y porcentaje de pacientes, segun el tipo histolégico,

la edad de diagnéstico y los antecedentes familiares de cancer.

Tipo Edad Género Nodeclara 1'grado 29°grado 1'y29 grado

45 Hombre 13 (7,8) 4 (19) 2(6,1) 3(21,4)
PTC - Mujer 80 (47,9) 9 (42,9) 16 (48,5) 10 (71,4)
45 Hombre 16 (9,6) 1(4,8) 3(9,1) 0
<
Mujer 58 (34,7) 7 (33,3) 12 (36,4) 1(7,1)
Hombre 3 (25) 0 0 0
245
Mujer 5 (41,7) 2 (100) 0 0
FTC
Hombre 0 0 0 0
<45
Mujer 4 (33,3) 0 1 (100) 1 (100)
MTC 245 Mujer 1 (100) 1 (100) 0 0
Total 180 34 15 39

Antecedentes de cancer de colon, estdbmago, seno, prostata, endometrio y/o tiroides
Primer grado: Padres e hijos

Segundo grado: Abuelos y Hermanos
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Anexo P. Distribucion de los pacientes segun la localizacién del tumor (A) y Analisis

estadistico (B).

A)
PTC FTC MTC
Mujer Hombre Mujer Hombre Mujer
Edad Localizacion
IST 6 (4,6) 1(5) 0 0 0
45 L 72 (55,4) 12 (60) 5 (83,3) 2 (50) 2 (100)
M 52 (40) 7 (35) 1(16,7) 2 (50) 0
Total 130 (100) 20 (100) 6 (100) 4 (100) 2(100)
IST 4 (4,7) 1(5) 0
L 53 (62,4) 12 (60) 3 (60)
<45
M 28 (32,9) 7 (35) 2 (40)
Total 85 (100) 20 (100) 5 (100)
IST 10 (4,4) 2(4,7) 0 0 0
Total L 132 (58,1) 26 (60,5) 8 (66,7) 2 (50) 2 (100)
M 85(37,4) 15(34,9) 4(33,3) 2 (50) 0
Total 227 (100) 43 (100) 12 (100) 4 (100) 2 (100)
Edad Bilateral
No 104 (77,6) 22 (91,7) 7 (100) 3 (75) 2 (100)
245 Si 30 (22,4) 2 (8,3) 0 1(25) 0
Total 134 (100) 24 (100) 7 (100) 4 (100) 2(100)
No 80 (86) 16 (76,2) 6 (100)
<45 Si 13 (14) 5(23,8) 0
Total 93 (100) 21 (100) 6 (100)
No 226 (83,7) 48(85,7) 14 (100) 3 (75) 2 (100)
Total Si 44 (16,3) 8 (14,3) 0 1(25) 0
Total 270 (100) 56 (100) 14 (100) 4 (100) 2 (100)
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Presente  Ausente
OR (IC 95%) Valor P
n (%) n (%)
Bilateral
245 33(19,3) 138 (80,7) Referencia
<45 18 (15) 102 (85) 0,738 (0,394-1,384) 0,427
PTC 245 32 (20,3) 126 (79,7) Referencia
PTC <45 18 (15,8) 96 (84,2) 0,738 (0,391-1,394) 0,435
PTC Hombre 8 (14,3) 48 (85,7) Referencia
PTC Mujer 44 (16,3) 226 (83,7) 1,168 (0,517-2,64) 0,862
Multifocal
245 62 (38,3) 100 (61,7) Referencia
<45 37 (33,6) 73 (66,3) 0,818 (0,493-1,357) 0,5169
PTC 245 59 (39,3) 91 (60,7) Referencia
PTC <45 35(33,3) 70 (66,7) 0,771 (0,458-1,299) 0,3994
PTC Hombre 15 (34,9) 28 (65,1) Referencia
PTC Mujer 85(37,4) 142(62,5) 1,117 (0,565-2,211) 0,8875
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Anexo Q. Distribucién de los pacientes de acuerdo al tamafo del tumor segun tipo

histolégico, edad y género (A) y Analisis estadistico (B).

A)

PTC FTC MTC CASOS

Mujer Hombre = Mujer Hombre Mujer Mujer Hombre
Tamaio de la lesién en 245
<1lcm 44 (34,9) 6(31,6) 2(33,3) 0 6 (34,3) 6(26,1)
1-2cm 37 (29,4) 6(31,6) 1(16,7) 1 (50) 9(29,1) 6(26,1)
2-3cm  20(15,9) 4(21,1) 1(16,7) 1(25) 0 1(15,7) 5(21,7)
3-4cm 11 (8,7) 2(10,5) 1(16,7) 2(9) 2(8,7)
>4cm 14 (11,1) 1(5,3) 1(16,7) 3(75) 1 (50) 6 (11,9 4(17,4)
Total (112060) 9(100) 6(100) 4 (100) 2 (100) 134 (100) 23 (100)
Tamaio de la lesién en <45
<1lcm 25(31,3) 4 (20) 0 5(29,4) 4 (20)
1-2cm 24 (30) 5(25) 2 (40) 6 (30,6) 5 (25)
2-3cm  15(18,8) 4 (20) 2 (40) 7 (20) 4 (20)
3-4cm 10(12,5) 2(10) 1 (20) 11 (12,9) 2 (10)
>4cm 6 (7,5) 5 (25) 0 6 (7,1) 5 (25)
Total 80 (100) 20 (100) 5(100) 85 (100) 20 (100)
Tamaio de la lesién en todos los casos
<lcm 71(32,6) 11(26,2) 2(16,7) O 0 3(31,5 11(23,9)
1-2cm  65(29,8) 11(26,2) 4(33,3) O 1 (50) 0(30,2) 11(23,9)
2-3cm 39(17,9) 9(21,4) 3(25) 1(25) 2(18,1) 10 (21,7)
3-4cm 23 (10,6) 4 (9,5) 2(16,7) O 5(10,8) 4 (8,7)
>4cm  20(9,2) 7(16,7) 1(8,3) 3(75) 1(50) 22(9,5) 10 (21,7)
Total (211:0) 42 (100) 12 (100) 4 (100) 2 (100) 232 (100) 46 (100)
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n (%) n (%) OR (IC 95%) Valor P
Tamaio de
la lesién <45 245
<1cm 29 (35,8) 52 (64,2) Referencia
1-2cm 31 (40,8) 45 (59,2) 1,235 (0,648-2,354) 0,632
2-3cm 21 (44,7) 26 (55,3) 1,448 (0,696-3,014) 0,42
3-4cm 13 (48,1) 14 (51,9) 1,665 (0,69-4,018) 0,362
>4cm 11 (35,5) 20 (64,5) 0,986 (0,415-2,342) 0,841
>1cm 76 (42) 105 (58) 1,298 (0,755-2,231) 0,42
<3cm 81 (39,7) 123 (60,3) Referencia
>3cm 24 (41,4) 34 (58,6) 1,266 (0,633-2,53) 0,624
Tamaio de
la lesiéon PTC Mujer PTC Hombre

<1cm 71 (86,6) 11 (13,4) Referencia
1-2cm 65 (85,5) 11 (14,5) 0,916 (0,372-2,254) 1
2-3cm 39 (81,3) 9(18,8) 0,671 (0,256-1,76) 0,572
3-4cm 23 (85,2) 4 (14,8) 0,891 (0,259-3,07) 1
>4cm 20 (74,1) 7 (25,9) 0,443 (0,152-1,29) 0,143
>1cm 147 (82,6) 31(17,4) 0,735 (0,349-1,546) 0,527
<3cm 175 (85) 31 (15) Referencia
>3cm 43 (79,6) 11 (20,4) 0,693 (0,322-1,487) 0,462
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Anexo R. Distribucion de los pacientes segun el compromiso capsular, invasién vascular

invasion de ganglios y extensidn extra-tiroidea.

PTC FTC MTC
Mujer Hombre Mujer Hombre Mujer
Edad Compromiso capsular
S45 No 86 (64,2) 13 (54,2) 4(57,1) 1(25) 1 (50)
Si 48 (35,8) 11(45,8) 3 (42)9) 3 (75) 1 (50)
<45 No 60 (64,5) 9(42,9) 3 (50)
Si 33(35,5) 12 (57,1) 3 (50)
Edad Invasién vascular
45 No 106 (79,1) 19(79,2) 6(85,7) 3 (75) 2 (100)
Si 28 (20,9) 5(20,8) 1(14,3) 1(25) 0
No 75(80,6) 16(76,2) 5(83,3)
<45 Si 18 (19,4) 5(23,8) 1(16,7)
Edad Invasién a ganglios
245 No 105 (78,4) 16 (66,7) 7 (100) 4 (100) 2 (100)
Si 29 (21,6) 8(33,3) 0 0 0
No 55(59,1) 11(52,4) 6 (100)
<40 Si 38 (40,9) 10 (47,6) 0
Edad Extensidn extra-tiroidea
245 No 112 (83,6) 19(79,2) 7 (100) 3 (75) 2 (100)
Si 22 (16,4) 5(20,8) 0 1(25) 0
45 No 77 (82,8) 15(71,4) 6 (100)
Si 16 (17,2) 6 (28,6) 0
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Anexo S. Distribucion de pacientes segun la clasificacion en escala TNM.

FTC MTC
TNM
Mujer Hombre Mujer Hombre Mujer
245
T1 63 (49,2) 10 (50) 2 (33,3) 0 0
T2 36 (28,1) 4 (20) 2 (33,3) 1(25) 1 (50)
T3 22 (17,2) 5 (25) 2 (33,3) 3 (75) 1 (50)
T4a 6 (4,7) 1(5) 0 0 0
T4b 1(0,8) 0 0 0 0
NO/NX 105 (78,4) 16 (66,7) 7 (100) 4 (100) 2 (100)
N1a 22 (16,4) 8 (33,3) 0 0 0
N1b 7(5,2) 0 0 0 0
MO/MX 130 (97) 22 (91,7) 7 (100) 4 (100) 2 (100)
M1 4 (3) 2 (8,3) 0 0 0
<45
T1 38 (47,5) 6 (30) 2 (40)
T2 25 (31,3) 5 (25) 2 (40)
T3 8 (10) 6 (30) 1 (20)
T4a 8 (10) 2 (10) 0
T4b 1(1,3) 1(5) 0
NO/NX 55 (59,1) 11 (52,4) 6 (100)
N1a 34 (36,6) 8 (38,1) 0
N1b 4 (4,3) 2 (9,5) 0
MO/MX 87 (93,5) 20 (95,2) 6 (100)
M1 6 (6,5) 1(4,8) 0




Anexo T. Distribucion de pacientes segun el grado de diferenciacion y estado del tumor.

A)
PTC FTC MTC
Mujer Hombre Mujer Hombre Mujer
Edad Grado
G1 75(68,2) 15(83,3) 6 (85,7) 4 (100) 1 (50)
45 G2 31(28,2) 3(16,7) 1(14,3) 0 1 (50)
G3 4 (3,6) 0 0 0 0
Total 110 (100) 18 (100) 7 (100) 4 (100) 2 (100)
G1 57 (75) 11 (73,3) 6 (100)
G2 17 (22,4) 4 (26,7) 0
<45
G3 2(2,6) 0 0
Total 76 (100) 15(100) 6 (100)
Edad Estado
I 59 (45) 9(39,1) 4 (57,1) 0 0
Il 8 (21,4) 2 (8,7) 1(14,3) 1 (25) 1 (50)
45 1] 2(24,4) 10(43,5) 2(28,6) 3 (75) 1 (50)
IVA 9(6,9) 0 0 0 0
IVC 3(2,3) 2(8,7) 0 0 0
Total 131 (100) 23 (100) 7 (100) 4 (100) 2 (100)
I 81(92) 20 (95,2) 6 (100)
<45 Il 7(7,9) 1(4,8) 0
Total 88 (100) 21 (100) 6 (100)
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n (%) n (%) OR (IC 95%) Valor P
PTC <45 PTC 245
Grado 1 68 (43) 90 (57) Referencia
Grado 2 21 (38,2) 34 (61,8) 0,818 (0,436-1,533) 0,6390
Grados 2y
3 23 (37,7) 38 (62,3) 0,801 (0,437-1,469) 0,5720
PTC Mujer PTC Hombre
Grado 1 138 (83,6) 27 (16,4) Referencia
Grado 2 52 (86,7) 8(13,3) 1,272 (0,543-2,978)  0,7290
Grados 2y3 59 (86,8) 9(13,2) 1,283 (0,569-2,894)  0,6890
PTC <45 PTC <45
Mujer Hombre
Grado 1 57 (83,8) 11 (16,2) Referencia
Grados 2y3 19 (82,6) 4(17,4) 0,917 (0,261-3,221)  1,0000
Estado 1 81 (80,2) 20 (19,8) Referencia
Estado 2 7 (87,5) 1(12,5) 1,728 (0,201-14,864) 1,0000
PTC 245 PTC 245
Mujer Hombre
Grado 1 75 (83,3) 15 (16,7) Referencia
Grados 2y3 35(92,1) 3(7,9) 2,333 (0,634-8,587) 0,3060
Estados 1y2 87 (88,8) 11 (11,2) Referencia
Estados 3y4 44 (78,6) 12 (21,4) 0,464 (0,19-1,135) 0,1410
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Anexo U. Equilibrio de Hardy Weinberg para todos los SNPs

Alelo Alelo

SNP Muestra GENO O(HET) E(HET) ValorP
rs966423 Todos G A 344/390/92 0,472 0,454 0,2505
rs966423 Caso G A 84/148/19 0,59 0,467 2,64E%
rs966423 Control G A 260/242/73 0,421 0,447 0,1622

rs2439302 Todos G C 213/412/198 0,501 0,5 1,0000
rs2439302 Caso G C 69/132/50 0,526 0,497 0,4458
rs2439302 Control G C 144/280/148 0,49 0,5 0,6164
rs6983267 Todos G T 288/538/206 0,521 0,497 0,1178
rs6983267 Caso G T 80/130/41 0,518 0,488 0,3668
rs6983267 Control G T 208/408/165 0,522 0,499 0,1965
rs965513 Todos A G 100/450/480 0,437 0,432 0,7729
rs965513 Caso A G 37/112/102 0,446 0,467 0,4998
rs965513 Control A G 63/338/378 0,434 0,418 0,3458
rs1867277 Todos A G 115/379/303 0,476 0,472 0,8808
rs1867277 Caso A G 52/118/81 0,47 0,493 0,4454
rs1867277 Control A G 63/261/222 0,478 0,458 0,3494
rs944289 Todos T C 132/503/393 0,489 0,468 0,1613
rs944289 Caso T C 37/139/75 0,554 0,489 0,03945
rs944289 Control T C 95/364/318 0,469 0,459 0,5848
rs116909374  Todos A G 0/37/994 0,036 0,035 1,0000
rs116909374 Caso A G 0/14/237 0,056 0,054 1,0000
rs116909374  Control A G 0/23/757 0,029 0,029 1,0000
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Anexo V. Correccion por origen geografico.

Caso Control
SNP OR (IC 95%) P(R) Q
n (frec) n (frec)
rs2439302
232 (0,462) 576 (0,503) Referencia
(8p12)
270 (0,538) 568 (0,497) 1,197 (0,956-1,456) 0,0552 0,4589
rs6983267 .
212 (0,422) 738 (0,472) Referencia
(8924)
290 (0,578) 824 (0,528) 1,217 (1-1,501) 0,0296 0,9551
rs965513
316 (0,629) 1094 (0,702) Referencia
(9922,33)
186 (0,371) 464 (0,298) 1,406 (1,124-1,714) 0,0010 0,6286
rs1867277 .
280 (0,558) 705 (0,646) Referencia
(9922,23)
222 (0,442) 387 (0,354) 1,43(1,164-1,792) 0,0007 0,7132
rs944289 .
289 (0,576) 1000 (0,644) Referencia
(14913,3)
213 (0,424) 554 (0,356) 1,316 (1,084-1,633) 0,0039 0,6983
rs11690937 .
488 (0,972) 1537 (0,985) Referencia
4 (14913,3)
14 (0,028) 23 (0,015) 1,792 (0,979-3,755) 0,0394 0,4323
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Anexo W. Riesgo de padecer carcinoma papilar o folicular de tiroides.

Frecuencia alelo de

] OR (95%) Valor P
riesgo
Casos Controles
rs2439302
PTC 0,5383 0,4965 1,182 (0,953-1,466) 0,127
PTC mujer 0,5415 0,4981 1,19 (0,941-1,504) 0,1455
FTC 0,5312 0,4965 1,149 (0,569-2,323) 0,6982
rs6983267
PTC 0,5702 0,5275 1,188 (0,965-1,463) 0,1037
PTC mujer 0,5622 0,5284 1,146 (0,913-1,44) 0,2404
FTC 0,6875 0,5275 1,97 (0,927-4,188) 0,0727
rs965513
PTC 0,3809 0,2978 1,45 (1,169-1,799) 0,0007
PTC mujer 0,3886 0,3091 1,42 (1,123-1,797) 0,0034
FTC 0,2188 0,2978 0,6602 (0,284-1,537) 0,3322
rs1867277
PTC 0,4511 0,3544 1,497 (1,201-1,865) 0,0003
PTC mujer 0,4689 0,3543 1,609 (1,268-2,043) 0,00009
FTC 0,3125 0,3544 0,828 (0,388-1,767) 0,625
rs944289
PTC 0,4234 0,3565 1,325 (1,074-1,636) 0,0086
PTC mujer 0,4145 0,3523 1,301 (1,032-1,641) 0,0255
FTC 0,4375 0,3565 1,404 (0,693-2,844) 0,3441
rs116909374
PTC 0,02553 0,01474 1,751 (0,865-3,546) 0,1152
PTC mujer 0,02073 0,0157 1,327 (0,583-3,021) 0,4984
FTC 0,0625 0,01474 4,455 (1,005-19,76) 0,0315
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Anexo X. Casos tipificados para la mutacion V600OE de BRAF segun la presencia de
antecedentes familiares de cancer en primer y segundo grado (A) y los 6 polimorfismos

de riesgo (B).

A)
V600E SILVESTRE Valor
OR (IC 95%)
n (%) n (%)
Sin antecedentes 43 (69,4) 34 (70,8) Referencia
Con antecedentes 19 (30,6) 14 (29,2) 1,073 (0,471-2,446) 1
Primer y segundo grado 7 (11,3) 1(2,1) NA NA
Solo en Primer grado 3 (4,8) 5(10,4) 1,318 (0,435-3,989) 0,841
Solo de segundo grado 9 (14,5) 8 (16,7) 0,89 (0,31-2,55) 1
B)
Valor Valor Valor P
SNP OR (IC 95%) OR (IC 95%)
P P Intracasos

Silvestre vs Control V600E vs Control
rs2439302 1,383 (0,869-2,199)  0,0947 0,921 (0,635-1,334)  0,3308 0,0908
rs6983267 1,287 (0,811-2,043)  0,1413 0,987 (0,684-1,423) 0,4715 0,1810
rs965513 1,555 (1,000-2,479)  0,0508  1,165(0,789-1,719)  0,2214  0,1673
rs1867277 0,964 (0,595-1,563)  0,4416 1,360 (0,933-1,982)  0,0544  0,1251
rs944289 1,324 (0,835-2,099) 0,1159  1,261(0,8689-1,83)  0,1107  0,4343
rs116909374 0,868 (0,116-6,511)  0,4452 1,657 (0,491-5,597)  0,2057  0,2861
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