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1        INTRODUCCIÓN 

1.1 LA GLÁNDULA TIROIDES 

En humanos, la glándula tiroidea (figura 1) es una de las mayores glándulas 

endocrinas del cuerpo con un peso de 15 a 20 gramos en individuos normales. Está 

situada en el cuello, por debajo del cartílago cricoides, "la nuez de Adán". Tiene forma 

de mariposa, con dos lóbulos, unidos por una zona central que se llama istmo (Kratzsch 

y Pulzer, 2008). Los lóbulos miden en ecografía aproximadamente 55 mm de diámetro 

longitudinal y unos 15 mm de grosor. La simetría no es rigurosa, a veces el lóbulo 

derecho puede ser ligeramente mayor que el izquierdo (hasta 60 mm) y en algunas 

ocasiones más raras ocurre a la inversa. En el tiroides existen unas pequeñas glándulas 

que participan en el metabolismo del calcio y que son las paratiroides. Hay cuatro 

paratiroides, dos en cada lado.  

 

 

Figura 1. La glándula tiroides. Dos lóbulos situados en ambos lados de la parte superior 
de la táquea, bajo el cartílago tiroideo y sobre el cartílago cricoides, unidos por un 
istmo. 

El tiroides se desarrolla muy pronto. Aproximadamente a los 30 días del 

desarrollo del embrión, el tiroides aparece como una estructura con dos lóbulos y a los 

40 días se interrumpe la conexión que tenía con la base de la lengua, atrofiándose y 

desapareciendo este hilo de unión. En la 8ª semana empieza a reconocerse la estructura 

tubular que caracteriza al tejido glandular y entre la 11ª y la 12ª semana el tiroides del 

embrión ya concentra yodo y se puede decir que empieza a funcionar.  
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El tiroides produce y secreta las hormonas tiroideas, la triyodotironina (T3) y la 

tiroxina (T4), que tienen un amplio efecto sobre el desarrollo y el metabolismo (Bianco 

y Larsen, 2005). El tiroides también secreta la hormona calcitonina, que disminuye los 

niveles de calcio y fósforo en la sangre e inhibe la reabsorción ósea de estos iones. 

Los componentes hormonales producidos por el tiroides tienen una característica 

única en el organismo y es que en su composición entra el yodo. Este es un hecho muy 

importante porque si el organismo no dispone de yodo el tiroides no puede producir 

hormonas. 

Los efectos más destacados del déficit de las hormonas tiroideas (T3 y T4) 

ocurren durante el desarrollo fetal y en los primeros meses que siguen al nacimiento, 

produciendo un menor desarrollo intelectual y retraso del crecimiento del niño. Sin 

embargo, en el adulto el déficit de las hormonas tiroideas se manifiesta por alteraciones 

del metabolismo. Estos efectos incluyen cambios en el consumo de oxígeno y en el 

metabolismo de las proteínas, hidratos de carbono, grasas y vitaminas. 

Entre las funciones más importantes de las hormonas tiroideas podemos citar las 

siguientes:  

• Son necesarias para un correcto crecimiento y desarrollo.  

• Tienen acción calorígena y termorreguladora.  

• Aumentan el consumo de oxígeno.  

• Estimulan la síntesis y degradación de las proteínas.  

• Regulan las mucoproteínas y el agua extracelular.  

• Actúan en la síntesis y degradación de las grasas.  

• Intervienen en la síntesis del glucógeno y en la utilización de la glucosa.  

• Son necesarias para la formación de la vitamina A, a partir de los carotenos.  

• Estimulan el crecimiento y la diferenciación.  

• Imprescindibles para el desarrollo del sistema nervioso, central y periférico.  

• Intervienen en los procesos de la contracción muscular y motilidad intestinal.  

• Participan en el desarrollo y la erupción dental.  

La hormona que regula la función tiroidea, se produce en la hipófisis y se 

denomina hormona estimulante del tiroides TSH (Thyroid Stimulating Hormone). La 

TSH incrementa o disminuye la actividad del tiroides mediante un mecanismo muy 

simple: cuando el nivel de hormonas tiroideas baja en sangre, la hipófisis lo detecta y 

aumenta  la producción de TSH que estimula al tiroides para que produzca y libere más 
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hormona tiroidea; cuando el nivel de hormonas tiroideas es alto, la hipófisis se frena, 

diminuyendo la secreción de TSH, y por lo tanto, el tiroides ralentiza su actividad (Eng 

et al., 1999). 

A su vez, la hipófisis está controlada por el hipotálamo, mediante la hormona 

liberadora de tirotropina (TRH). De tal forma que el control consiste en un mecanismo     

de retroalimentación negativa desencadenado por las hormonas tiroideas (figura 2). 

 

 

Figura 2. Control de la función tiroidea por retroalimentación negativa. Adaptado de 
http://arbl.cvmbs.colostate.edu/. 

1.2 PATOLOGÍAS DE LA GLÁNDULA TIROIDES 

La enfermedad tiroidea incluye condiciones asociadas a la excesiva liberación de 

las hormonas tiroideas (hipertiroidismo), aquellas asociadas a la deficiencia de las 

mismas (hipotiroidismo) y la presencia de masas tiroideas (cáncer de tiroides). 

1.2.1 HIPERTIROIDISMO 
El hipertiroidismo o enfermedad de la tiroides hiperactiva consiste en una 

producción y liberación de hormona tiroidea en exceso (Wemeau, 2005). El 

hipertiroidismo puede afectar al metabolismo, puede causar nerviosismo, aumento de la 

transpiración (sudoración), latidos acelerados del corazón, temblores en las manos, 

dificultad para dormir y pérdida de peso. La causa del hipertiroidismo, en más del 70% 

de casos, es un trastorno autoinmune llamado enfermedad de Graves. Los anticuerpos 

que el sistema inmunitario produce estimulan la glándula tiroides, por lo que aumenta la 

cantidad de hormona tiroidea. Dos causas adicionales y menos comunes de 
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hipertiroidismo incluyen: nódulos tiroideos hiperactivos (uno o más nódulos del tiroides 

crecen y aumentan su nivel de actividad de tal manera que producen demasiada 

hormona) y tiroiditis (un problema del sistema inmunitario o una infección viral hace 

que la glándula tiroidea se inflame y produzca hormona tiroidea en exceso) (Cooper et 

al., 2006; Nayak y Hodak, 2007). 

1.2.2 HIPOTIROIDISMO 
El hipotiroidismo o actividad tiroidea deficiente, significa que la glándula 

tiroides no está produciendo suficientes hormonas (Surks et al., 2004). Las mujeres, 

especialmente aquellas mayores de 50 años de edad, tienen mayor probabilidad de 

padecer hipotiroidismo que los hombres (Vaidya y Pearce, 2008). Si no se trata, el 

hipotiroidismo puede causar obesidad, dolor en las articulaciones, infertilidad y 

enfermedad del corazón. 

La causa más común de hipotiroidismo es una enfermedad autoinmune llamada 

tiroiditis de Hashimoto (Ott et al., 1985; Zardo et al., 1999; Pino Rivero et al., 2004).  

Otras causas del hipotiroidismo pueden ser: 

 

• Enfermedad congénita: aproximadamente 1 de cada 3.000 lactantes en Estados 

Unidos nacen con un defecto en la tiroides o sin tiroides.  

• Trastorno de la hipófisis: Un trastorno de la glándula de la hipófisis puede 

impedir que esta glándula produzca la cantidad correcta de TSH. 

• Embarazo: algunas mujeres desarrollan hipotiroidismo durante o después del 

embarazo debido a la producción de anticuerpos que atacan la glándula tiroidea.  

• Deficiencia de yodo: el yodo es un oligoelemento necesario para producir las 

hormonas tiroideas. La deficiencia de yodo puede impedir que el cuerpo 

produzca suficiente hormona tiroidea.  

1.2.3 CÁNCER DE TIROIDES 
Epidemiológicamente el cáncer de tiroides es la patología endocrina maligna 

más frecuente y la que determina la mayoría de muertes por cáncer endocrino (Sherman, 

2003). En la actualidad representa el octavo tipo de cáncer más frecuente en mujeres 

(Al-Brahim y Asa, 2006), presentando una incidencia de 2,13 en hombres y 5,87 en 

mujeres por cada 100.000 personas por año en España, frente a los valores de 2,37 y 

6,24 de la Unió Europea. La mortalidad en España es de 0,54 en hombres y 0,91 en 

mujeres por cada 100.000 personas, frente a los valores de 0,60 y 1,12 de la Unión 
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Europea. La tasa de la incidencia del cáncer de tiroides ha aumentado constantemente 

en las últimas décadas (Olaleye et al., 2010) (figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Incidencia del cáncer de tiroides en Inglaterra de 1987 a 2006  según Olaleye 
et al. (2010). 

Más del 95% del cáncer de tiroides deriva de las células foliculares. Una minoría 

de tumores (3%), denominado cáncer medular de tiroides, se origina de las células 

parafoliculares (figura 4). La mayoría de los carcinomas que derivan de las células 

epiteliales foliculares son tumores que se pueden controlar con eficacia mediante 

intervención quirúrgica. Sin embargo, un subgrupo de estos tumores se pueden 

comportar agresivamente y, actualmente, no existe una forma efectiva de tratamiento. 

 

 

 

Figura 4. Frecuencia de los diferentes tipos de cáncer de tiroides (Giusti et al., 2010). 
ATC: cáncer anaplásico; FTC: cáncer folicular; MTC: cáncer medular; PTC: cáncer 
papilar. 
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Carcinomas derivados de células foliculares 

Solamente el 3-5% de los pacientes que desarrollan carcinomas que se originan 

del epitelio folicular tienen una historia familiar positiva. Así, la mayoria de los 

cánceres de tiroides son esporádicos. Los carcinomas se dividen en diferenciados, poco 

diferenciados e indiferenciados, basándose en parámetros clínicos y patológicos. El 

cáncer de tiroides bien diferenciado incluye los tipos papilar y folicular. El tipo 

anáplasico se corresponde con carcinomas poco diferenciados o indiferenciados. 

El cáncer papilar (papillary thyroid carcinoma, PTC): es el tipo más frecuente 

de cáncer de tiroides  (85-90% de los carcinomas de tiroides). Presenta un crecimiento 

lento y puede extenderse fuera del tiroides, afectando los ganglios linfáticos locales. 

Tiene un excelente pronóstico, con un índice de supervivencia del 95%. La edad media 

de aparición del tumor es de 45 años (Mazzaferri y Kloos, 2001). 

El cáncer folicular (follicular thyroid carcinoma, FTC): representa el 10-15% 

de los cánceres de tiroides (Grebe y Hay, 1995), con un predominio de aparición a los 

55 años, siendo muy raro en niños. La mayoría de los tumores son encapsulados, con 

una gran tendencia a extenderse por medio del torrente sanguíneo y formar metastasis 

(Al-Brahim y Asa, 2006; Schmid y Farid, 2006; Vasko et al., 2007). Algunos estudios 

consideran que el cáncer folicular tiene peor pronóstico que el papilar (Lundgren et al., 

2006), aunque otros estudios no han encontrado esta diferencia (Steinmuller et al., 

2000). 

El cáncer anaplásico (anaplastic thyroid carcinoma, ATC): es un carcinoma 

indiferenciado poco frecuente que actúa de una forma agresiva (Nix et al., 2006), la 

esperanza de vida después de su diagnóstico es de 6 meses, suele aparecer entre los 50 y 

los 70 años.  

Carcinomas derivados de células parafoliculares 

El cáncer medular (medullary thyroid carcinoma, MTC): es un carcinoma que 

se origina a partir de las células parafoliculares o células C, que producen hormonas, en 

particular, la calcitonina (Giuffrida et al., 2000). Es un carcinoma raro que representa 

entre el 5-10% de los cánceres de tiroides (Negri et al., 2002), el pronóstico es peor que 

el de los carcinomas diferenciados. El MTC es generalmente esporádico (75%), el resto 

lo comprenden tres síndromes familiares: el síndrome familiar neoplásico hereditario 

2A (MEN 2A), el síndrome familiar neoplásico hereditario 2B (MEN 2B) y carcinoma 

medular familiar no-MEN (FMTC) (Nix et al., 2006).  
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1.2.3.1 Base genética del cáncer de tiroides  

En los últimos años, nuestra comprensión de la base molecular del cáncer de 

tiroides ha aumentado de forma espectacular. Este conocimiento ha empezado a ser 

traducido a la práctica clínica, ofreciendo un mejor diagnóstico del cáncer de tiroides y 

un mejor pronóstico del tumor. 

A pesar del avance en la identificación de las alteraciones genéticas 

características del cáncer de tiroides, en la actualidad todavía no entendemos la etiología 

de este tipo de cáncer.  

Cuatro tipos de mutaciones constituyen la mayoría de las alteraciones genéticas 

que ocurren en el cáncer de tiroides; son mutaciones en los genes BRAF y RAS y las 

reordenaciones RET/PTC y PAX8/PPARγ (tabla 1). Los carcinomas papilares pueden 

tener mutaciones puntuales en los genes BRAF y RAS y reordenaciones cromosómicas 

RET/PTC. Estas mutaciones se encuentran en más del 70% de los casos de carcinomas 

papilares de tiroides (Kimura et al., 2003; Soares et al., 2003; Frattini et al., 2004; 

Adeniran et al., 2006). En los carcinomas foliculares se encuentran mutaciones en el gen 

RAS y reordenaciones PAX8/PPARγ. Estas mutaciones se identifican en 

aproximadamente el 80% de los carcinomas folicular (Nikiforova et al., 2003a). Las 

mutaciones más frecuentes en carcinomas poco diferenciados y anaplásicos implican los 

genes TP53 y CTNNB1 (Kondo et al., 2006). En el carcinoma medular de tiroides 

(familiar y esporádico) se encuentran mutaciones puntuales en el gen RET (de Groot et 

al., 2006). 

Tabla 1. Alteraciones genéticas más comunes en carcinomas derivados de células 
foliculares (Giusti et al., 2010). 

 

Genes PTC FTC ATC 

BRAF 45% RARO 20% 

RAS 10%–20% 40%–50% 50%–60% 

NTRK1 <5% — — 

PI3K/AKT y PTEN — 7% 15% 

TP53 RARO RARO 60%–80% 

CTNNB1 RARO RARO 66% 

RET/PTC 25%–30% — — 

PAX8/PPARγ — 35% — 
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BRAF 

Las mutaciones del gen BRAF son las alteraciones genéticas más comunes en el 

carcinoma papilar y se encuentran en un 45% de estos tumores (Cohen et al., 2003; 

Kimura et al., 2003; Xing, 2005). Alrededor del 95% de todas las mutaciones implican 

al nucleótido 1799 de la región codificadora del gen, dando lugar a una sustitución de 

valina por ácido glutámico en el residuo 600 de la proteina (V600E). Esta mutación 

conduce a la activación constitutiva de BRAF, lo que provoca la fosforilación de MEK 

(Wan et al., 2004; Knauf et al., 2005). Otras mutaciones de BRAF, menos frecuentes en 

el cáncer de tiroides papilar, son la mutación K601E (Chiosea et al., 2009) y la 

reordenación AKAP9/BRAF, que es la más común en los carcinomas papilares asociados 

con la exposición a la radiación (Ciampi et al., 2005). 

Como se ha indicado, la mutación V600E se encuentra típicamente en el carcinoma 

papilar, y es menos común en la variante folicular de carcinoma papilar (Xing, 2005; 

Adeniran et al., 2006). Esta mutación también se observa en el carcinoma anaplásico y 

carcinomas diferenciados derivados de carcinoma papilar (Grieco et al., 1990; Namba et 

al., 2003; Nikiforova et al., 2003b; Begum et al., 2004). Sin embargo, la mutación 

V600E no se descrito en el cáncer folicular. 

RET/PTC 

Las reordenaciones cromosómicas RET/PTC son alteraciones genéticas que se 

encuentran en los carcinomas papilares (Santoro et al., 1992). Consisten en la fusión de 

la región 3´ del gen RET y la región 5´ de varios genes no relacionados. Las dos 

reordenaciones más comunes son RET/PTC1 y RET/PTC3, son inversiones 

paracéntricas que incluyen el gen RET y H4 o NCOA4, respectivamente, (Grieco et al., 

1990; Bongarzone et al., 1994; Santoro et al., 1994). RET/PTC2 y otras nueve 

reordenaciones RET/PTC identificadas recientemente son translocaciones 

intercromosómicas (Ciampi et al., 2007). En resumen las reordenaciones, RET/PTC se 

encuentran en aproximadamente el 20% de los carcinomas papilares, pero su 

prevalencia es muy variable debido, en gran parte, a la diferencia de sensibilidad de los 

métodos de detección y también a cierta variabilidad geográfica (Tallini y Asa, 2001; 

Nikiforov, 2002).  

RET/PTC se presenta con mayor incidencia en pacientes con historia de 

exposición a la radiación ionizante (50-80%) y en los carcinomas papilares de los niños 
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y adultos jóvenes (40-70%) (Nikiforov et al., 1997; Soares et al., 1998; Fenton et al., 

2000; Rabes et al., 2000). 

Entre los diferentes tipos de reordenaciones, RET/PTC1 suele ser la más común 

y comprende hasta el 60-70% de los casos, RET/PTC3 representa el 20-30% y  

el resto de reordenaciones RET/PTC un 5% (Bongarzone et al., 1998; Tallini et al., 

1998). Sin embargo, después del accidente de Chernobyl, en los carcinomas papilares 

de los niños expuestos a la radiación, RET/PTC3 fue la reordenación más 

frecuentemente observada (Nikiforov et al., 1997). 

RAS 

Las mutaciones puntuales en los genes RAS no se limitan a un tipo particular de 

tumor de tiroides y se encuentran en carcinomas foliculares, papilares, anaplásicos y 

adenomas foliculares. Las mutaciones en los genes RAS (HRAS, KRAS, y NRAS) en los 

tumores del tiroides, involucran al codón 61 de NRAS y al codón 61 de HRAS, aunque 

se han encontrado mutaciones en varios puntos de los tres genes. En los carcinomas 

papilares, las mutaciones que se producen en RAS representan el 10-20% de los tumores 

(Namba et al., 1990; Karga et al., 1991; Hara et al., 1994; Ezzat et al., 1996; Basolo et 

al., 2000; Vasko et al., 2004). Los carcinomas papilares que tienen la mutación RAS casi 

siempre tienen histológicamente la variante folicular. Mutaciones RAS también se 

encuentran en el 40-50% de carcinomas folicular (Lemoine et al., 1988; Lemoine et al., 

1989; Suarez et al., 1990; Esapa et al., 1999; Basolo et al., 2000; Motoi et al., 2000) y 

en el 20-40% de los adenomas foliculares (Lemoine et al., 1989; Namba et al., 1990; 

Suarez et al., 1990; Esapa et al., 1999; Motoi et al., 2000).  

Mutaciones de RAS se han descrito también en el 50-60% de los carcinomas 

anaplásicos. Es probable que las mutaciones de RAS faciliten una inestabilidad 

genómica (Asakawa y Kobayashi, 2002). 

PAX8/PPARγ 

        La reordenación cromosómica  PAX8/PPARγ es el resultado de la translocación 

(2q13;3p25) que conduce a la fusión entre el gen PAX8 y el gen PPARγ. La 

reordenación PAX8/PPARγ permite la sobreexpresión de la proteína PPARγ, pero los 

mecanismos de la transformación celular inducida por este evento genético aún no se 

entienden completamente. 

        PAX8/PPARγ se encuentra en el 30-40% de los carcinomas foliculares, esta 

reordenación también se puede encontrar con menor frecuencia (20-10%) en los 
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adenomas foliculares y en ocasiones en la variante folicular de carcinoma papilar 

(Marques et al., 2002; Dwight et al., 2003; Nikiforova et al., 2003a; Castro et al., 2006). 

miRNAs 

Los miRNAs son RNAs de una longitud entre 21 y 25 nucleótidos, que tienen la 

capacidad de regular la expresión de otros genes. La expresión de los miRNAs varía en 

los  diferentes tipos de cáncer, incluyendo el cáncer de tiroides, lo que sugiere que la 

expresión alterada de los miRNA puede ser un factor importante en la formación de 

tumores (Nikiforova et al., 2009).  Diversos estudios ponen de manifiesto que ciertos  

miRNAs, incluyendo miR-146b, miR-221, miR-222, miR-181b, miR-155 y miR-224, 

son significativamente sobreexpresados en los carcinomas papilares (He et al., 2005; 

Pallante et al., 2006; Tetzlaff et al., 2007; Visone et al., 2007; Chen et al., 2008; 

Nikiforova et al., 2008). Curiosamente, la regulación de algunos de estos miRNAs se 

correlaciona con el estado mutacional de carcinomas papilares (Nikiforova et al., 2008). 

Por ejemplo, miR-187 se expresa en niveles más altos en los tumores con 

reordinaciones RET/PTC; sin embargo, miR-221 y miR-222 se encuentran más 

expresados en tumores con mutaciones BRAF-RAS. 

1.2.3.2 Diagnóstico y tratamiento del cáncer de tiroides 

El primer síntoma del cáncer de tiroides es la aparición de un nódulo palpable 

que se encuentra hasta en el 7% de la población adulta (Hegedus, 2004; Delbridge, 

2006). En la mayoría de casos, los nódulos tiroideos son benignos, con una incidencia 

de malignidad de entre el 3,4 y el 29% (Castro y Gharib, 2000; Cohen y Salter, 2008). 

El riesgo de malignidad aumenta si el paciente ha sido irradiado en el área de la cabeza 

o del cuello durante la infancia, lo que supone un riesgo de malignidad del 35 al 40%; 

también aumenta el riesgo si el paciente tiene historia familiar de cáncer o si ha 

padecido enfermedades endocrinas (Nix et al., 2005). 

Posterior al hallazgo clínico del nódulo palpable, el paciente debe realizar una 

evaluación ecográfica de la glándula tiroides. A través de la ecografía se determina el 

tamaño y la composición del nódulo, además de determinar si el nódulo es solitario o 

múltiple. Los pacientes que tienen un nódulo solitario tienen el mismo riesgo de 

malignidad que aquellos que tienen nódulos múltiples (Marqusee et al., 2000; Papini et 

al., 2002). Hasta el momento, ni el tamaño del nódulo ni algún parámetro 

ultrasonográfico aislado se sonsidera un factor predictivo del cáncer de tiroides (Frates 
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et al., 2005). El diagnóstico se complementa con una gammagrafía que permite medir la 

actividad funcional del nódulo al administrar un trazador y la captación del mismo por 

el nódulo. De acuerdo al patrón de captación del isótopo, los nódulos se clasifican 

como: nódulos hiperfuncionales (nódulos calientes) que son aproximadamente el 5% de 

los casos y tienen una incidencia de cáncer del 5%, los nódulos hipofuncionales 

(nódulos fríos) son del 80 al 85% de los casos, de los cuales el 15% son malignos y los 

nódulos funcionales (nódulos tibios) que son del 10 al 15% de los casos, en los que el 

9% son nódulos malignos (Wong y Wheeler, 2000; Meier y Kaplan, 2001). 

El siguiente paso en el manejo del paciente con un nódulo tiroideo es la biopsia 

mediante aspiración con aguja fina. Éste se considera el método más efectivo para la 

diferenciación entre nódulos malignos y benignos del tiroides (Feld et al., 1996; Oertel, 

2007). A través de este procedimiento es posible conocer la composición celular del 

nódulo, con una tasa de falsos negativos menor al 5%. De la información obtenida de la 

biopsia se clasifica aproximadamente al 70% de los casos en nódulo benigno, el 5% en 

nódulo maligno, el 10% en indeterminado y un 15% sin diagnóstico (Suen, 2002).  

El resultado positivo para malignidad a través de la biopsia mediante aspiración 

con aguja fina tiene una sensibilidad próxima al 100% (Gharib y Goellner, 1993; Ko et 

al., 2003). Sin embargo, esta prueba por si sola no es capaz de diferenciar entre el 

carcinoma folicular y el adenoma folicular de la glándula tiroidea, ya que son necesarios 

criterios histológicos de invasión capsular y vascular para su completa diferenciación 

(Boyd et al., 1998; Layfield, 2007; Carpi et al., 2008). 

Al obtener un resultado positivo para malignidad en la biopsia mediante 

aspiración con aguja fina, se propone la ablación quirúrgica de la glándula tiroides 

utilizando preferentemente la tiroidectomía total, debido a que este procedimiento tiene 

un nivel menor de recurrencia (Bilimoria et al., 2007; Schlumberger et al., 2007).  

Seguidamente, el abordaje terapéutico del cáncer diferenciado del tiroides se 

sustenta en la estructura y cinética fisiológica de la glándula (Spitzweg y Morris, 2002). 

Tras la ablación quirúrgica del tiroides, se realiza un rastreo utilizando  I¹³¹ a una dosis 

entre 3 y 5 mCi para comprobar la ausencia de restos de tejido de la glándula. En los 

pacientes con captación positiva se administra una dosis ablativa de I¹³¹ a una dosis 

entre 30 y 100 mCi (Pacini et al., 2002; Rosario et al., 2005). La radiación β que emite 

el I¹³¹ es la responsable del 90 % de los efectos terapéuticos.  
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El propósito de la estadificación del paciente con cáncer es dividir a los 

pacientes en grupos para categorizar el pronóstico y definir el plan terapéutico. La 

estadificación del paciente utilizando el sistema TNM (tumor, nódulos, metástasis) es 

una práctica establecida desde hace 65 años por Pierre Denoix y luego adoptada en el 

año 1977 en su primera versión por la Unión Internacional Contra el Cáncer (UICC), 

para aproximadamente 23 tumores primarios de distinto origen histológico (Sobin, 

2001; Iwase, 2007). Desde entonces, la estadificación del paciente con cáncer utilizando 

el sistema TNM es el sistema habitual de clasificación clínico patológico (Sobin, 2003). 

La asamblea del Comité Americano del Cáncer (AJCC) y el Comité de la Unión 

Internacional Contra el Cáncer (UICC) han estandarizado el sistema de estadificación 

para cada tumor maligno (Yarbro et al., 1999). En pacientes con diagnóstico de cáncer 

de tiroides, el sistema de estadificación TNM se define según lo indicado en la tabla 2.  

El sistema TNM está basado en la evaluación clínica durante el periodo inicial 

del manejo del nódulo tiroideo y se transforma en TNMp al obtener el informe 

histopatológico después de la ablación quirúrgica de la glándula tiroides, donde el 

parámetro “p” hace referencia al tipo histológico del tumor (Loh et al., 1997). 

Una variación importante en la estadificación de pacientes con diagnóstico de 

cáncer de tiroides utilizando el sistema TNM, es la inclusión de la edad de diagnóstico. 

Éste es el único tipo de cáncer donde se realiza esta distinción. Así, para la elaboración 

del pronóstico de los pacientes con cáncer de tiroides, éstos se dividen en dos grupos, el 

primero con más de 45 años de edad y el segundo con menos de 45 años (Duntas y 

Grab-Duntas, 2006; Gulcelik et al., 2007). 

Factores como la edad, grado del tumor, extensión extratiroidea, tamaño del 

tumor y la presencia de metástasis a distancia han mostrado ser factores con una 

influencia importante en el pronóstico y en las decisiones terapéuticas a seguir en el 

manejo del paciente con cáncer de tiroides. Por el contrario, otros factores como la 

multicentricidad del tumor y la metástasis nodal se consideran de poca importancia 

(Coburn y Wanebo, 1992; Lin et al., 1999; Shaha, 2004). Basados en los factores 

pronóstico, los pacientes con cáncer de tiroides se dividen en grupos de bajo, intermedio 

y alto riesgo. El grupo de bajo riesgo incluye pacientes con una edad menor de 45 años, 

con un tumor menor de 4 cm limitado a la glándula tiroidea y con un tipo 

histopatológico papilar. Por otro lado, el grupo de alto riesgo incluye pacientes mayores 

de 45 años con un tumor mayor de 4 cm, con un diagnóstico histopatológico de cáncer  
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Tabla 2. Sistema de estadificación TNM. T (tumor primario), N (nódulos linfáticos 
regionales) y M (metástasis a distancia) (Shaha, 2007). 

folicular y extensión extratiroidea. El grupo de riesgo intermedio se divide en dos, el 

primero es un grupo de pacientes mayor de 45 años de edad, sin metástasis a distancia, 

con un diagnóstico histopatológico de cáncer papilar de tiroides y una masa no mayor 

de 4 cm; el segundo grupo, reune a pacientes con un cáncer agresivo, una edad menor 

de 45 años, una masa mayor de 4 cm, con un diagnóstico histopatológico de cáncer 

folicular y metástasis a distancia. La división de los pacientes con cáncer de tiroides en 

grupos de riesgo bajo, intermedio y alto, permite estimar la conducta terapéutica y su 

sobrevivencia. Así, los pacientes clasificados en el grupo de riesgo bajo tienen una 

expectativa de vida a los 5 años del 100%, los pacientes con riesgo intermedio del 96% 

y los pacientes del grupo de alto riesgo un 72% (Shaha, 2007) (tabla 3). 

TUMOR PRIMARIO 

TX El tumor primario no ha podido valorarse 

T0 No hay evidencia de tumor primario 

T1 Tumor de <2 cm limitado a la glándula 

T2 Tumor entre 2 y 4 cm limitado a la glándula 

T3 Tumor >4 cm con extensión extratiroidea mínima 

T4a 
 

Tumor de cualquier tamaño y con extensión a tejido 
subcutáneo, laringe, tráquea o esófago. 

T4b 
 

 

Tumor de cualquier tamaño y con extensión a la fascia 
paravertebral, a la arteria carótida o a los vasos 
mediastinales. 

NÓDULOS LINFÁTICOS REGIONALES 

NX Los nódulos no han podido valorarse 

N0 No hay evidencia de metástasis  

N1 Metástasis de nódulos linfáticos regionales 

N1a Metástasis pretraqueal, paratraqueal y faríngea. 

N1b Metástasis unilateral, bilateral o contralateral cervical. 

METÁSTASIS A DISTANCIA 

MX La metástasis a distancia no pudo valorarse 

M0 No hay metástasis a distancia 

M1 Metástasis a distancia 
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Tabla 3. Grupos de riesgo bajo, intermedio y alto en pacientes de cáncer de tiroides, 
agrupados de acuerdo a factores pronóstico como edad de diagnóstico, metástasis a 
distancia, tamaño del tumor y tipo histológico (Shaha, 2007). 

 Bajo Intermedio Intermedio Alto 

Edad de 
diagnóstico 

< 45 < 45 > 45 > 45 

Metástasis a 
distancia 

MO M1 MO M1 

Tamaño del tumor T1, T2 T3, T4 T1, T2 T3, T4 

Tipo histológico  Papilar Folicular Papilar Folicular 

1.3 SUSCEPTIBILIDAD GENÉTICA AL CÁNCER 

Hasta hace unos años se consideraba que el principal y casi único factor causal 

de la mayoría de los cánceres se hallaba en el ambiente, por lo que el riesgo se 

relacionaba de manera directa y proporcional a la potencia genotóxica del xenobiótico y 

a los niveles de exposición. Esta asociación sigue siendo asumida como válida, pero 

cada vez se da más relevancia al papel que juega la variabilidad genética individual en 

la modulación del riesgo frente a una exposición y en la susceptibilidad a desarrollar 

diversas patologías (Taningher et al., 1999). Se sabe que el 5-10% de los casos de 

cáncer están causados por mutaciones heredadas y el catálogo de enfermedades 

hereditarias de la OMIM tiene 310 entradas que contienen la palabra clave “inherited 

cancer” (datos de septiembre 2010). 

La etiología multigénica del cáncer incluye genes de alta y de baja 

penetrancia. Los genes de alta penetrancia incluyen genes que causan síndromes de 

cáncer familiar  poco frecuentes, como la neoplasia endocrina múltiple tipo 2 (Mulligan 

et al., 1993), CDKN2A en el melanoma familiar (Holland et al., 1999), BRCA1 en el 

cáncer de mama familiar y el cáncer de ovario (Hall et al., 1990; Narod et al., 1991; 

Miki et al., 1994) BRCA2 en el cáncer de mama familiar (Wooster et al., 1994; Wooster 

et al., 1995), MLH1 y MSH2 en el cáncer colorrectal hereditario (Fishel et al., 1993; 

Lindblom et al., 1993; Peltomaki et al., 1993; Bronner et al., 1994; Nystrom-Lahti et al., 

1994). Sin embargo, estas excepciones tienden a representar sólo una pequeña porción 

de las enfermedades hereditarias. Por ejemplo, en la susceptibilidad al cáncer de mama, 

los genes BRCA1 y BRCA2 explican menos de 30% de los cánceres de mama familiar y 

una insignificante proporción de los cánceres de mama esporádico (Diez et al., 2003; 
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Thompson y Easton, 2004). Es decir, la base genética de la mayoría de los cánceres 

sigue siendo poco clara.  

Parece que las variantes genéticas con efectos modestos sobre la susceptibilidad 

al cáncer (genes de baja penetrancia) son responsables de la mayor parte del riesgo 

(Botstein y Risch, 2003; Houlston y Peto, 2004; Zondervan y Cardon, 2004). Estudios 

de asociación que comparan las distribuciones de genotipos entre individuos con cáncer 

(casos) e individuos sin cáncer (controles) son considerados la mejor estrategia para 

detectar estos efectos (Risch y Merikangas, 1996; Cardon y Bell, 2001). Existen varios 

tipos de variantes polimórficas en el genoma humano, pero los más frecuentes y útiles 

para el genotipado son los polimorfismos de una sola base (SNPs). Los SNPs son loci 

genómicos donde dos bases alternativas están presentes con una frecuencia superior al 

1%. Se trata de las variaciones más comunes en el genoma humano, se producen cada 

cientos de pares de bases y  se han identificado hasta la fecha casi diez millones de 

SNPs. Los estudios de asociación siguen dos aproximaciones complementarias: análisis 

en genes candidatos y análisis integral del genoma. El estudio de asociación en genes 

candidatos se basa en el genotipado de un número pequeño de SNPs en genes que 

intervienen en vías biológicas relacionadas con el tumor objeto de estudio; por ejemplo, 

la vía de reparación del DNA, seleccionando los SNPs que se encuentran 

principalmente en exones, la región 3’UTR (sitios de unión de miRNA) y la región 

5’UTR (sitios de unión de factores de transcripción). El genotipado de los SNPs 

seleccionados en el grupo de casos y controles permite estimar el riesgo (OR) (Carlson 

et al., 2004; Neale y Sham, 2004). Este tipo de análisis se denomina el enfoque directo 

(direct approach) (Carlson et al., 2004). El análisis integral del genoma (enfoque 

indirecto) se basa en el argumento de que las variantes genéticas de efecto modesto 

asociadas con las enfermedades pueden estar distribuidas en regiones codificantes y no 

codificantes del genoma (Carlson et al., 2004; Hirschhorn y Daly, 2005). Por lo tanto, se 

analizan los SNPs situados  en sitios de unión de factores de transcripción y promotores, 

y microRNAs (Beohar y Kawamoto, 1998; Kawada et al., 1999; Abelson et al., 2005; 

Clop et al., 2006). Además, recientemente se incluyen las secuencias conservadas ya 

que pueden desempeñar un papel en la variabilidad fenotípica en humanos (Dermitzakis 

et al., 2005; Hirschhorn y Daly, 2005; Drake et al., 2006). Si se opta por un estudio 

indirecto se deberán estudiar un gran número de regiones genómicas para buscar las 

áreas concretas ligadas a la enfermedad, es decir,  los SNPs se utilizan para captar 
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variación en un gen candidato o en una región del genoma. La idea  en la que se basa 

este análisis es que las asociaciones serán detectadas ya sea directamente con variantes 

causales o indirectamente si los marcadores están en desequilibrio de ligamiento con 

variantes causales (Carlson et al., 2004; Neale y Sham, 2004).  

Una serie de plataformas de genotipado, como Illumina Affymetrix permiten el 

genotipado de matrices de hasta 1.000.000  SNPs en una única reacción múltiple. Estas 

plataformas permiten combinar tanto el enfoque directo como el enfoque indirecto para 

ser adoptados a escala de todo el genoma. Estos estudios denominados estudios masivos 

de todo el genoma o estudios de asociación integral del genoma (genome-wide 

association; GWA) están comenzando a ser aplicados a la búsqueda de genes de baja 

penetrancia en un número de enfermedades complejas.  

1.3.1 FACTORES GENÉTICOS  IDENTIFICADOS POR ESTUDIOS DE 

ASOCIACIÓN INTEGRAL DEL GENOMA  
El desarrollo de la tecnología de análisis masivo utilizando las plataformas de 

genotipado permite el estudio de cientos, miles, o cientos de miles de SNPs al mismo 

tiempo. Estos estudios requieren la utilización de un tamaño poblacional muy grande 

para reducir la probabilidad de falsos positivos. El tamaño grande de población 

requerido se consigue mediante Consorcios Internacionales que aportan un elevado 

número de casos y controles para este tipo de estudios. 

Gracias a esta estrategia se han empezado a identificar loci responsables de las 

enfermedades complejas, entre las que se encuentra el cáncer. Actualmente hay 

alrededor de 40 genes de susceptibilidad al cáncer ya identificados, cada uno de ellos 

confiriendo un riesgo no superior a 1,3. Este riesgo es menor de lo esperado, lo que 

sugiere la existencia de cientos de genes de susceptibilidad que deben interaccionar 

entre sí para facilitar el desarrollo tumoral. 

Los estudios GWAs realizados en muchos tipos de cánceres han generado 

muchas asociaciones interesantes en el cáncer de mama, el cáncer de próstata, el cáncer 

colorrectal y el cáncer de pulmón (tabla 4); asimismo, estudios similares se han 

realizado en páncreas, estomago, esófago, vejiga, testiculo, ovario y tiroides. 
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Tabla 4. Loci comunes de susceptibilidad al cáncer de mama, próstata, colorrectal y de 
pulmón identificados a través de GWAS (Varghese y Easton 2010). 

Locus Cromosoma SNP MAF OR 
Cáncer de mama     

1p11.2 1 rs11249433 0,39 1,16 
2q35 2 rs13387042 0,50 1,20 

NEK10/SLC4A7 3 rs4973768 0,46 1,11 
MAP3K1 5 rs889312 0,28 1,13 
MRPS30 5 rs10941679 0,24 1,19 

ESR1 6 rs2046210 0,36 1,29 
8q24 8 rs13281615 0,40 1,08 

FGFR2 10 rs2981582 0,38 1,26 
LSP1 11 rs3817198 0,30 1,07 

RAD51L1 14 rs999737 0,76 1,06 
TOX3 16 rs3803662 0,25 1,20 

COX11 17 rs6504950 0,73 1,05 
Cáncer de próstata     

ITGA6 2 rs12621278 0,94 1,3 
2p15 2 rs721048 0,19 1,15 

THADA 2 rs1465618 0,23 1,08 
3p12 3 rs2660753 0,11 1,18 

3q21.3 3 rs10934853 0,28 1,12 
TET2 4 rs7679673 0,55 1,09 

PDLIM5 4 rs17021918 0,66 1,1 
PDLIM5 4 rs12500426 0,46 1,08 

6q25 6 rs9364554 0,29 1,17 
7q21 7 rs6465657 0,46 1,12 

JAZF1 7 rs10486567 0,77 1,12 
8p21 8 rs2928679 0,42 1,05 

NKX3.1 8 rs1512268 0,45 1,18 
8q24 8 rs620861 0,61 1,28 
8q24 8 rs10086908 0,70 1,25 
8q24 8 rs445114 0,64 1,14 
8q24 8 rs16902094 0,15 1,21 
8q24 8 rs6983267 0,50 1,26 
8q24 8 rs1447295 0,10 1,62 
8q24 8 rs16901979 0,03 2,1 

CTBP2 10 rs4962416 0,27 1,17 
MSMB 10 rs10993994 0,40 1,25 
11p15 11 rs7127900 0,20 1,22 
11q13 11 rs7931342 0,51 1,16 

HNF1B 17 rs4430796 0,49 1,24 
HNF1B 17 rs11649743 0,80 1,28 
17q24.3 17 rs1859962 0,46 1,25 

KLK2/KLK3 19 rs2735839 0,85 1,2 
19q13.2 19 rs8102476 0,54 1,12 
22q13 22 rs5759167 0,53 1,16 
Xp11 X rs5945619 0,36 1,19 

Cáncer colorrectal     
8q24 8 rs6983267 0,50 1,17 

EIF3H 8 rs16892766 0,07 1,25 
10p14 10 rs10795668 0,67 1,12 
11q23 11 rs3802842 0,29 1,12 
BMP4 14 rs4444235 0,46 1,11 

CRAC1 15 rs4779584 0,19 1,26 
CDH1 16 rs9929218 0,71 1,10 

SMAD7 18 rs4939827 0,53 1,15 
RHPN2 19 rs10411210 0,90 1,15 
BMP2 20 rs961253 0,35 1,12 

Cáncer de pulmón     
CLPTM1L 5 rs401681 0,57 1,13 

BAT3 6 rs3117582 0,13 1,24 
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El cáncer de mama es un buen ejemplo del éxito de esta nueva estrategia. El 

primer estudio se publicó en el año 2007 y fue realizado por el consorcio BCAC (Breast 

Cancer Asociation Consortium) que agrupa a 21 grupos europeos (Easton et al., 2007). 

El estudio se realizó estudiando más de 30.000 casos y otros tantos controles. A lo largo 

de tres etapas se fueron filtrando los 250.000 SNPs distribuidos a lo largo del genoma 

hasta finalmente seleccionar 8 SNPs candidatos. Estos SNPs han sido validados en otros 

tres estudios masivos indicando la robustez y fiabilidad de los análisis de todo el 

genoma aplicando la nueva estrategia.  

Los resultados de los GWAs han mostrado dos regiones del genoma asociadas a 

varios tipos de cáncer. Por una parte, la región 8q24 que es de particular interés porque, 

por primera vez, se encuentra una región que no contiene genes asociada con cáncer de 

próstata, vejiga, mama y cáncer colorrectal, y la asociación se ha reproducido con éxito 

en estudios independientes (figura 5). Es posible suponer que la variación genómica en 

este locus marca un camino cancerígeno común a muchos tipos de cáncer y la evidencia 

reciente sugiere un papel en la regulación del oncogén MYC (Darcy et al., 2009; 

Dimova et al., 2009; Komiya et al., 2010). Un segundo locus es el 5p15.33, también 

asociado con varios tipos de cánceres como pulmón, vejiga, próstata y cuello (Rafnar et 

al., 2009). 

 

 

Figura 5. La región 8q24 asociada con el riesgo de diferentes tipos de cánceres 
(Varghese y Easton 2010). 

Las claras ventajas de este enfoque es que no depende de nuestro conocimiento 

relativamente limitado de la biología de la enfermedad,  reduce los falsos positivos y 

maximiza el poder estadístico del análisis. La desventaja de los GWAs es su alto coste. 

 



   Introducción 

 

19 

1.3.2 FACTORES EPIGENÉTICOS 
Las alteraciones de la expresión génica, potencialmente hereditarias, que no se 

acompañan de ninguna modificación en la secuencia del DNA se denominan 

alteraciones epigenéticas y también están implicadas en la susceptibilidad al cáncer 

(Jones y Baylin, 2007). 

La potencial heredabilidad de estos cambios implica que pueden participar en el 

desarrollo del cáncer y sufrir los mismos procesos selectivos que las alteraciones 

genéticas. En este sentido, está bien establecido que las alteraciones epigenéticas 

aparecen en estadios precoces del cáncer (Suzuki et al., 2004) sin necesidad de 

mutaciones previas a su desarrollo, aunque tampoco es incompatible la existencia de 

ambos procesos simultáneamente. 

Las consecuencias de los cambios epigenéticos incluyen la alteración de la 

transcripción del DNA (Cadieux et al., 2006), la activación aberrante de determinados 

genes (Bestor, 1998; Bird, 2002), la predisposición a la inestabilidad génica a través de 

la alteración en el control de la replicación cromosómica (Narayan et al., 1998; Okano 

et al., 1999; Xu et al., 1999; Tuck-Muller et al., 2000) y  el silenciamiento de genes 

cuyo papel es importante en la cascada de iniciación y progresión del cáncer (Jones y 

Laird, 1999; Jones y Baylin, 2002; Herman y Baylin, 2003). Esta última consecuencia 

tiene una especial relevancia ya que puede afectar a múltiples genes, entre los que 

destacan los supresores de tumores, los factores de transcripción, los genes encargados 

de la remodelación de tejidos, los de reparación del DNA, los que controlan el ciclo 

celular y los que previenen la activación anómala del desarrollo tumoral. 

Entre las diversas alteraciones epigenéticas que comportan una expresión génica 

alterada, la metilación está considerada por muchos autores como el principal 

mecanismo epigenético implicado en el cáncer, ya sea a través de un fenómeno de 

hipometilación global o de hipermetilación localizada en el promotor de determinados 

genes (tabla 5) (Baylin y  Ohm, 2006; Feinberg et al., 2006).  

Las regiones ricas en secuencias CG constituyen las islas CpG, en las que la 

citosina puede estar metilada. El 40% de los genes de mamíferos contienen islas CpG en 

sus promotores, llegando al 70% en el caso de promotores de genes humanos.  

El fenómeno de hipometilación es una disminución en el número de citosinas 

metiladas, conduciendo directamente a una inestabilidad génica (Ji et al., 1997; Qu et 

al., 1999). La hipometilación génica es responsable de la activación de oncogenes, como  
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Tabla 5. Genes supresores de tumor con expresión silenciada por metilación de su 
promotor (Garinis et al., 2002). 

 

S100A4 en el cáncer colorrectal o ciclina D2 en el carcinoma gástrico (Oshimo et al., 

2003) y del fenómeno de pérdida de la impronta genómica (loss of imprinting), 

responsable del desarrollo de cáncer tras la hipometilación de una determinada región 

génica como, por ejemplo, la del gen IGF2A en el cáncer colorrectal (Cui et al., 2002). 

En la última década ha sido posible establecer dos tipos diferentes de 

hipermetilación en el genoma humano (Toyota et al., 1999). La metilación tipo A que  

se da de forma fisiológica a lo largo de todo el genoma, sin asociarse estrictamente con 

la aparición de cáncer y, por tanto, está presente en el tejido sano. Característicamente 

aumenta con la edad y, en algún momento, puede volverse aberrante y afectar a genes 

Gen  Tipo de tumor Función 
p14 Cáncer colorrectal Inhibidor de ciclina dependiente de cinasa  

p15 Hematológicos Inhibidor de ciclina dependiente de cinasa 

p16 Tumores sólidos Inhibidor de ciclina dependiente de cinasa 

BRCA-1 Mama, ovario Reparación del DNA 

E-Cad Mama, gástrico Adhesión intercelular 

APC Cáncer colorrectal, gástrico Interacciona con betacatenina 

MLH1 Cáncer colorrectal, gástrico Reparación del DNA 

VHL Renal Angiogénesis 

p73 Linfoma Ciclo celular 

MGMT Cáncer colorrectal, gástrico Reparación del DNA 

pRb Glioblastoma Ciclo celular 

TIMP3 Cáncer colorrectal, renal Inhibe las metaloproteinasas de tejido 

DAPK1 Cérvix Apoptosis por IFN 

ER Vejiga urinaria Receptor 

p53 Hígado Inhibidor del ciclo celular 

RASSF1A Nasofaríngeo, ovario, riñón Homólogo del efector RAS 

RARB2 Nasofaríngeo Receptor de ácido retinoico 

COX-2 Gastrointestinal Síntesis de prostaglandinas 

CASP Meduloblastoma Proteasa proapoptótica 

EDN1 Pulmón Vasoconstrictor 
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que intervienen en el ciclo celular, conduciendo al desarrollo de cáncer. Se desconoce el 

mecanismo desencadenante, pero se postula que está relacionado con progresivos ciclos 

de replicación del DNA. El máximo exponente de ello es la metilación de la región 

promotora del gen que codifica para el receptor de estrógenos (Issa et al., 1994), aunque 

afecta a otros, como MyoD, CSPG2, IGF2, N33 o PAX6.  

La metilación considerada como específica del cáncer, o tipo C, es la que afecta 

selectivamente a genes implicados en la carcinogénesis, por lo que no está presente en 

el tejido sano y es menos frecuente. Este fenómeno se relaciona con el fenotipo 

metilador de islas CpG o CIMP (CpG island methylator phenotype) (Toyota et al., 

1999). 

1.4 FACTORES DE SUSCEPTIBILIDAD AL CÁNCER DE TIROIDES 

El cáncer de tiroides es un proceso modulado por factores tanto genéticos como 

ambientales. Así, la exposición a la radiación, el consumo de yodo, factores hormonales 

y los antecedentes familiares son supuestos factores de riesgo del carcinoma de tiroides. 

1.4.1 FACTORES AMBIENTALES DE SUSCEPTIBILIDAD AL CÁNCER DE 

TIROIDES 
La exposición a la radiación se asocia con el carcinoma papilar, como lo 

demuestran las secuelas de las bombas atómicas de Hiroshima y Nagasaki (1945), los 

ensayos nucleares en las Islas Marshall (1954) y en Nevada (1951-1962) y el accidente 

nuclear más reciente de Chernobyl (1986) (Kazakov et al., 1992). Después del desastre 

de Chernobyl el efecto de la exposición a la radiación fue más marcado en los niños. No 

está claro si ésto se debe a que la tiroides es más susceptible a la radiación en la 

infancia, si es un reflejo del hecho de que los niños bebieron más leche contaminada, 

aumentando su exposición a la radiación, o a ambos factores (Williams, 2002). La 

radiación de la cabeza y el cuello durante la infancia, para el tratamiento de lesiones 

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

El yodo es necesario para la glándula tiroidea. Una dieta deficiente en yodo 

resulta en la proliferación de la tiroides, conocida como bocio. La incidencia del 

carcinoma folicular en áreas con deficiencia de yodo es mayor que en las áreas con una 

dieta rica en yodo (figura 6). Por el contrario, el carcinoma papilar es el tipo de cáncer 

de tiroides más frecuente en regiones con dieta abundante en yodo (Harach et al., 2002). 

Curiosamente, en modelos animales la suplementación de yodo resulta en un cambio de 
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la morfología folicular a papilar, lo que indica que en la carcinogénesis tiroidea una de 

las funciones del yodo es modular la morfología del tumor, en lugar de iniciar la 

carcinogénesis (Yamashita et al., 1990). A pesar de estas relaciones bien documentadas, 

el papel del yodo en la carcinogénesis tiroidea sigue siendo poco claro.  

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

pacientes de 20-50 años de edad, y la enfermedad es 2-4 veces más frecuente en  

mujeres que en hombres. Estas distribuciones por sexo y edad sugieren que la 

incidencia de hormonas femeninas podrían regular la carcinogénesis tiroidea. De hecho, 

el receptor de estrógeno se expresa en las células foliculares y el estrógeno promueve la 

proliferación de estas células (Kawabata et al., 2003; Lee et al., 2005).  Sin embargo, no 

existe una relación clara entre el cáncer de tiroides y el embarazo o el uso de hormonas 

sexuales (Haselkorn et al., 2003). 

Aunque el tabaco se considera como el principal factor de riesgo externo del 

cáncer en general, en el caso del cáncer de tiroides, se ha observado que los fumadores 

tienen un 40% menos riesgo de desarrollar cáncer de tiroides que los no fumadores 

(Rossing et al., 2000; Negri et al., 2002; Mack et al., 2003). Se proponen diversos 

mecanismos para explicar esta relación inversa entre el consumo de tabaco y el riesgo a 

desarrollar cáncer de tiroides. El primero se relaciona con la secreción de TSH, se 

considera que los niveles elevados de TSH incrementan el riesgo de cáncer de tiroides, 

y estos niveles son más bajos en los fumadores. La segunda explicación descarta que la 

Consumo adecuado de yodo     Deficiencia de yodo 

Figura 6. Contribución del yodo de los alimentos en la tumorigénesis del tiroides 
(Giusti et al. 2010). ATC: cáncer anaplásico; FTC: cáncer folicular; MTC: cáncer 
medular; PTC: cáncer papilar. 
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asociación esté mediada por alteraciones en el tamaño del tiroides, considerando los 

efectos bociogénicos del tabaco sobre el tamaño glandular (debido al tiocianato que 

tiene). Finalmente, se plantea que los fumadores tienen una mayor capacidad metabólica 

para inactivar los estrógenos hepáticos, con lo cual disminuye la biodisponibilidad de 

estas hormonas en los sitios dianas (Mack et al., 2003). 

De la misma forma, algunos estudios muestran también una relación inversa 

entre el alcohol y la tendencia a desarrollar un cáncer de tiroides, aunque otros estudios 

no han encontrado esta relación (Meinhold et al., 2009). 

1.4.2 FACTORES GENÉTICOS DE SUSCEPTIBILIDAD AL CÁNCER DE 

TIROIDES 
La considerable variación étnica de la prevalencia del cáncer de tiroides (más 

frecuente en los judíos y población indígena de Hawai) puede ser un indicador de que el 

riesgo de padecerlo está regulado genéticamente. Se acepta que la historia familiar es el 

segundo riesgo más conocido para desarrollar esta enfermedad (3-5% de los pacientes 

que desarrollan el cáncer papilar y 20-25% que desarrollan cáncer medular). Con 

respecto al cáncer medular las causas genéticas están bien establecidas y resultan del 

desorden conocido como neoplasia múltiple endocrina de tipo IIA (MEN 2A)  (Patocs 

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

En el 3-5% de los pacientes con cáncer de tiroides existe una historia familiar 

positiva de tumores de tiroides en familiares de primer grado. De hecho, en las familias 

con cáncer papilar de tiroides, este tipo de cáncer se encuentra en varios miembros del 

árbol genealógico y se hereda como una enfermedad autosómica dominante con una 

penetrancia incompleta. Se ha indicado que los miembros de la familia afectados 

muestran mayor agresividad del tumor que en la población general (la alta frecuencia de 

la forma multifocal en comparación a los pacientes con PTC esporádico), aunque esta 

observación no ha sido confirmada en otros estudios (Malchoff y Malchoff, 2004). 

Está bien establecido que existen factores genéticos son responsables de algunos 

síndromes familiares asociados con la alta prevalencia de la enfermedad de tiroides, 

como el FAP (Familial adenomatous polyposis), la CD (Cowden disease) y el CNC 

(Carney complex). 

En el caso de FAP (OMIM # 175100), el riesgo de desarrollar el PTC 

multicéntrico es alrededor de 100 veces mayor que el observado en la población general 

(Harach et al., 1994) y hombres menores de 35 años son frecuentemente afectados. 
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LA CD (OMIM # 158350), se comporta como una enfermedad autosómica 

dominante donde el riesgo de PTC o FTC también es mayor que lo observado en la 

población general (Pilarski, 2009).  

        Por último, el CNC (OMIM # 160980) es una neoplasia endocrina que se 

hereda como una enfermedad autosómica dominante. La enfermedad se caracteriza por 

la pigmentación de la piel con manchas y neoplasias de tiroides, ya sea folicular o 

papilar (Casey et al., 2000; Kirschner et al., 2000; Bertherat et al., 2009). 

De acuerdo con las dos estrategias generales seguidas en los estudios de 

susceptibilidad indicados anteriormente, el análisis de la susceptibilidad al cáncer de 

tiroides se ha basado principalmente en genes candidatos: genes de reparación del DNA 

y genes que controlan el ciclo celular, genes del metabolismo y genes implicados en la 

función tiroidea. Asimismo, estudios de asociación con todo el genoma también han 

permitido la identificación de regiones en el genoma implicados en el riesgo al cáncer 

de tiroides, involucrando diversos genes. 

Genes de reparación del DNA 

Un resumen de los estudios de asociación del cáncer de tiroides con los genes de 

reparación recogidos en la revisión de Adjadj et al 2009, se especifican en la tabla 6. 

Solo tres estudios mostraron suficiente poder estadístico para detectar unas odds ratio 

de dos o más, en todos los estudios realizados. El mayor riesgo de cáncer de tiroides se 

encontró con el gen CHEK2 (OR 4,9; P = 0,0006), (Cybulski et al., 2004) y XRCC3 

(OR 2,1; P = 0,004) (Sturgis et al., 2005). No se ha encontrado asociación con los 

polimorfismos analizados de los genes  XRCC7, RAD51, RAD52, BRCA1 y BRCA2 y el 

riesgo de desarrollar el cáncer de tiroides (Sturgis et al., 2005). Otros trabajos más 

recientes implican los genes XRCC1, ADPRT y RAD52, observandose que dos 

polimorfismos (Arg194Trp y Arg399Gln)  del gen XRCC1 aumentan el riesgo de 

desarrollar el cáncer de tiroides (Ho et al., 2009). Por otra parte, La interacción del alelo 

(194Trp) del gen XRCC1 con el alelo (762Ala) del gen ADPRT  causa un aumento 

sustancial de la susceptibilidad al cáncer de tiroides (Chiang et al., 2008). Según el 

trabajo de Siraj et al. (2008) varios  polimorfismos del gen RAD52 mostraron asociación 

con el PTC en una población de Arabia Saudí. 



 

 

 

Tabla 6. Estudios de polimorfismos en genes de reparación en cáncer de tiroides (Adjadj et al., 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Polimorfismo Casos Controles OR P Referencia 
CHEK2 1G→A 6/173 29/4000 4,9 (1,6–12,3) 0,0006 (Cybulski et al., 2004) 
CHEK2 430T→C (Ile157Thr) 15/173 193/4000 1,9 (1,0–3,3) 0,04 (Cybulski et al., 2004) 
XRCC3 18067C→T (Thr241Met) 89/134 78/166 2,1 (1,3-3,4) 0,004 (Sturgis et al., 2005) 
XRCC7 6721T→G (intron) 85/134 99/166 1,2 (0,7–1,9) ---- (Sturgis et al., 2005) 
RAD51 135G→C (5´ UTR) 19/129 22/166 1,5 (0,7–3,0) ---- (Sturgis et al., 2005) 
RAD52 38207T→C (intron) 73/116 107/165 1,0 (0,6–1,6) ---- (Sturgis et al., 2005) 
BRCA1 2731C→T (Pro871Leu) 63/131 88/163 0,9 (0,5–1,4) ---- (Sturgis et al., 2005) 
BRCA1 3232A→G (Glu1038Gly) 65/134 88/165 0,9 (0,6–1,5) ---- (Sturgis et al., 2005) 

BRCA1 3667A→G (Ser1613Gly) 61/129 91/165 0,8 (0,5–1,3) ---- (Sturgis et al., 2005) 

BRCA1 4956A→G (Ser1613Gly) 64/134 87/165 0,9 (0,6–1,5) ---- (Sturgis et al., 2005) 

BRCA2 1342A→C (Asn372His) 57/129 82/165 0,9 (0,6–1,5) ---- (Sturgis et al., 2005) 

BRCA2 3199A→G (Asn991Asp) 13/127 12/165 1,3 (0,5–3,0) ---- (Sturgis et al., 2005) 

ERCC2 23591G→A (Asp312Asn) 63/108 110/213 1,3 (0,8–2,2) ---- (Silva et al., 2005a) 
ERCC2 23591G→A 17/108 19/213 2,0 (0,9–4,3) ---- (Silva et al., 2005a) 

ERCC2 3593191A→C (Lys751Gln) 68/108 120/213 1,3 (0,8–2,2) ---- (Silva et al., 2005a) 

ERCC2 3593191A→C 20/108 28/213 1,6 (0,8–3,2) ---- (Silva et al., 2005a) In
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Genes del ciclo celular 

Los distintos estudios de polimorfismos en genes que controlan el ciclo celular y 

su asociación con el cáncer de tiroides incluyen: P53, FAS, CDKN2A y VEGF (tabla 7). 

El polimorfismo que produce la sustitución Pro72 por Arg72 en el gen P53 

incrementa la inducción de la apoptosis, lo que podría afectar el riesgo de desarrollar el 

cáncer (Dumont et al., 2003). Así, el papel del alelo Pro72 de P53 en el riesgo del 

cáncer de tiroides se ha evaluado en dos estudios, encontrándose una asociación con el 

riesgo de cáncer de tiroides (Granja et al., 2004a; Rogounovitch et al., 2006).  

Por lo que respecta al gen CDKN2A, se han descrito mutaciones en el gen en 

tejidos de cáncer folicular y anaplásico de tiroides, pero no en el cáncer papilar (Tung et 

al., 1996). Sin embargo, no se ha encontrado asociación del cáncer de tiroides y el 

polimorfismo Thr148 del gen CDKN2 (Debniak et al., 2006). Sin embargo, habria que 

señalar que el resultado negativo podría deberse a la frecuencia baja de esta variante en 

la población (3% en controles).  

El gen FAS (también llamado Apo-1 o CD95) juega un papel importante en la 

apoptosis. Los estudios de asociación de varios polimorfismos de este gen con el cáncer 

de tiroides son contradictorios. La variante 988C →T (exón 7) está asociada 

significativamente con el cáncer papilar (Basolo et al., 2004). Sin embargo, otros 

autores no encontraron asociación en el análisis de los polimorfismos del promotor  37G 

→ A, 670A → G y 744A → G, en el exón 3 18272A → G, y en el exón 7 22628C → T 

(Erdogan et al., 2007; Ho et al., 2008).  

El gen VEGF está implicado en la angiogénesis normal y anormal. La expresión 

de VEGF aumenta en la mayoría de los tumores (Carmeliet y Jain, 2000) y se ha 

demostrado su correlación directa con el tamaño y la agresividad del tumor de tiroides 

(Bunone et al., 1999). Asimismo, se ha descrito la asociación del polimorfismo 2578C 

→A, que se encuentra en el promotor, y un aumento del riesgo del cáncer de tiroides 

(Hsiao et al., 2007). 



 

 

 

Tabla 7. Estudios de polimorfismos en genes que controlan el ciclo celular en cáncer de tiroides (Adjadj et al., 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Polimorfismo Casos Controles OR P Referencia 
P53 G→C (Arg72Pro) 92/169 154/313 1,2 (0,8–1,8) ---- (Rogounovitch et al., 2006) 
P53 G→C (Arg72Pro) 17/169 24/313 1,3 (0,7–2,6) ---- (Rogounovitch et al., 2006) 
P53 G→C (Arg72Pro) 61/98 102/153 0,8 (0,5–1,4) ---- (Granja et al., 2004a) 
P53 G→C (Arg72Pro) 12/98 3/153 7,0 (1,9–25,6) <0,001 (Granja et al., 2004a) 
CDKN2A  442G→A (Ala148Thr) 3/173 105/3000 0,5 (0,1–1,6) ---- (Debniak et al., 2006) 
FAS  988C→T 9/21 24/64 0,8 (0,3–2,2) ---- (Basolo et al., 2004) 
FAS  988C→T 29/45 61/100 1,2 (0,6–2,4) ---- (Erdogan et al., 2007) 
FASL  843C→T21 23/45 55/100 0,9 (0,4–1,7) ---- (Erdogan et al., 2007) 
FAS  988C→T 66/279 110/510 1,1 (0,8-1,5) ---- (Ho et al., 2008) 
FAS  988C→T 213/279 365/510 1,2 (0,9–1,7) ---- (Ho et al., 2008) 

FAS  988C→T (Thr74Thr) 41/279 61/510 1,2 (0,7–1,8) ---- (Ho et al., 2008) 

FAS  988C→T (Thr74Thr) 126/279 230/510 1,1 (0,8–1,5) 0,04 (Ho et al., 2008) 

VEGFA  2578C→A23 141/296 101/248 1,4 (1,0–1,8) <0,001 (Hsiao et al., 2007) 
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Genes del metabolismo 

Las enzimas de la fase I del metabolismo (CYP) degradan productos 

xenobióticos, produciendo intermediarios que serán eliminados por las enzimas de la 

fase II (GST). Los distintos estudios de asociación del cáncer de tiroides con genes del 

metabolismo se resumen en la tabla 8. Como se observa, un aumento de riesgo de 

cáncer de tiroides se observó en variantes alélicas de CYP1A1 y CYP2D6 (Bufalo et al., 

2006; Lemos et al., 2007). 

Los estudios de asociación de las enzimas de la fase II con cáncer de tiroides son 

numerosos mostrando resultados contradictorios, incluyendo tres estudios de Brasil con 

los mismos pacientes (Morari et al., 2002; Canbay et al., 2003; Hernández et al., 2003; 

Gaspar et al., 2004; Granja et al., 2004a; Granja et al., 2005; Bufalo et al., 2006; Ho et 

al., 2006). 

Genes implicados en la función tiroidea 

La incidencia del cáncer de tiroides es mayor en mujeres que en hombres, lo que 

sugiere la implicación de genes del metabolismo hormonal en la aparición del cáncer de 

tiroides.  

Polimorfismos del gen TSHR fueron investigados en dos estudios (Matakidou et 

al., 2004; Lonn et al., 2007), el polimorfismo 2281C → G fue investigado en ambos 

estudios y mostró asociación con el riesgo del cáncer de tiroides. 

El gen TG tiene un papel clave en la hormonogénesis del tiroides. Las anomalías 

en TG fueron reportadas en los individuos con bocio. Diversos estudios muestran la 

asociación del gen TG con enfermedades autoinmunes del tiroides (Tomer et al., 2002;  

Tomer y Greenberg, 2004). Sin embargo, solamente existe un solo trabajo en la 

bibliografía que muestra la asociación de una variante del gen TG  (Gln2511Arg) con el 

cáncer de tiroides (Matakidou et al., 2004). 

Por lo que respecta al gen THRA se une con las dos hormonas tiroideas, un 

microsatélite que se encuentra en una parte no codificante del exón 9 del THRA, 

muestra una alta frecuencia de inestabilidad observada en cáncer de tiroides (Onda et 

al., 2002). Otro estudio encontró un microsatélite (D17S2189) del gen THRA asociado 

con el cáncer de tiroides (P=0,034), sugiriendo un efecto protector de los alelos con 

menos de 20 repeticiones (Rebai et al., 2009).  

Finalmente el gen FOXE1 es un factor de transcripción específico de tiroides, 

juega un papel crucial   en la morfogénesis de la tiroides. El único estudio GWA en 



 

 

Tabla 8. Estudios de polimorfismos en genes de metabolismo en cáncer de tiroides (Adjadj et al., 2009).

 Polimorfismo Casos Controles OR P Referencia 
CYP1A1  48/168 104/277 0,7 (0,4–1,0) 0,06 (Bufalo et al., 2006) 
GSTM1 55/142 90/204 0,8 (0,5–1,3) ---- (Bufalo et al., 2006) 
GSTT1 23/117 47/204 0,8 (0,4–1,5) ---- (Bufalo et al., 2006) 
GSTP1 313A→G  (Ile105Val) 46/111 82/203 1,0 (0,6–1,7) ---- (Bufalo et al., 2006) 

GSTO1 419C→A  (Ala140Asp) 14/73 25/184 1,5 (0,7–3,3) ---- (Bufalo et al., 2006) 

CYP2D6 47/187 97/256 0,6 (0,4–0,8) 0,002 (Lemos et al., 2007) 
GSTP1 313A→G  (Ile105Val) 27/98 9/157 6,2 (2,7–15,8) ---- (Granja et al., 2004b) 
GSTM1+GSTT1 8/69 15/300 2,6 (1,0–6,3) 0,05 (Morari et al., 2002) 
GSTM1 33/67 116/300 1,5 (0,9–2,7) ---- (Morari et al., 2002) 

GSTT1 17/67 67/300 1,2 (0,6–2,2) ---- (Morari et al., 2002) 

GSTM1+GSTT1 32/201 64/680 2,1 (1,3–3,5) 0,03 (Ho et al., 2006) 
GSTM1 111/201 358/680 1,1 (0,8–1,5) ---- (Ho et al., 2006) 

GSTT1 51/201 140/680 1,4 (0,9–2,0) ---- (Ho et al., 2006) 

GSTM1 22/32 19/44 2,9 (1,0–8,5) 0,05 (Canbay et al., 2003) 
GSTM1 16/19 12/25 4,8 (1,3–7,1) 0,03 (Canbay et al., 2003) 
GSTM1+GSTT1+GSTP146 11/103 11/204 2,9 (1,0–8,4) <0,05 (Gaspar et al., 2004) 
GSTM1 63/103 117/204 1,2 (0,7–1,9) ---- (Gaspar et al., 2004) 

GSTT1 24/103 39/204 1,3 (0,7–2,3) ---- (Gaspar et al., 2004) 

GSTP1 313A→G  (Ile105Val) 43/103 97/204 0,8 (0,5–1,3) ---- (Gaspar et al., 2004) 

GSTM1+GSTT1 15/134 12/116 1,1 (0,5–2,4) ---- (Hernández et al., 2003) 
GSTM1 73/134 54/116 1,4 (0,8–2,3) ---- (Hernández et al., 2003) 

GSTT1 26/134 19/116 1,2 (0,6–2,4) ---- (Hernández et al., 2003) 

GSTP1 313A→G  (Ile105Val) 60/134 57/116 0,8 (0,5–1,4) ---- (Hernández et al., 2003) 

GSTO1 419C→A  (Ala140Asp) 19/93 27/173 1,6 (0,8–3,28) ---- (Granja et al., 2005) 
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cáncer de tiroides realizado hasta la fecha ha implicado al gen FOXE1 en la 

susceptibilidad al cáncer de tiroides (Gudmundsson et al., 2009). Estudios más recientes 

confirmaron los resultados del GWA, implicando el gen FOXE1 en la susceptibilidad al 

cáncer de tiroides ( Landa et al., 2009 ; Takahashi et al., 2010). 

Los miRNAs son pequeños RNAs no codificantes implicados en muchos 

procesos como la proliferación, el desarrollo, la apoptosis y el metabolismo. La 

expresión de miRNAs se incrementa en los tumores en comparación con el tejido sano 

(Israel et al., 2009). El análisis de la expresión de miRNAs por microarrays, ha 

detectado una expresión aberrante de varios miRNAs en el PTC (Jazdzewski et al., 

2009). La sobreexpresión de miR-221, miR-222 y miR-181 ha sido también demostrada 

en líneas celulares de tiroides de rata y de ratón. Los estudios funcionales, realizados 

mediante la inhibición y  la sobreexpresión de miR-221 en humanos, han sugerido un 

papel crítico de la  sobreexpresión del miR-221 en la carcinogénesis tiroidea (Pallante et 

al., 2006). La sobreexpresión de miR-221 en PTC puede afectar a la expresión de 

numerosos genes, incluyendo HOXB5 (Nikiforova et al., 2009). Cuyo producto es una 

proteína nuclear implicada en el desarrollo de varios tejidos (Galang y Hauser, 1992). 

Sin embargo, solamente existe un solo trabajo en la literatura que muestra la asociación 

de una variante de un miRNA (miR-146a) con el cáncer de tiroides. El heterocigoto GC 

fue encontrado significativamente asociado con un aumento de la incidencia de PTC 

(OR = 1,6  IC 95% 1,3 -2,0; P <0,001) (Jazdzewski et al., 2008).  

1.5 REGIONES DEL GENOMA ASOCIADAS AL CÁNCER DE TIROIDES 

Recientes estudios de asociación han permitido identificar varias regiones del 

genoma relacionadas con el cáncer de tiroides 1p12, 8q24, 9q22.33 y 14q13.3. Estos 

estudios se llevan a cabo analizando todo el genoma o regiones concretas del genoma. 

así,  9q22.33 y 14q13.3 se identificaron en un estudio de GWA (Gudmundsson et al., 

2009). En estas regiones se encuentran los genes FOXE1 y NKX2-1, respectivamente. 

Ambos genes están implicados en la diferenciación de la glándula tiroidea.  

Posteriormente, se ha confirmado la implicación del FOXE1 en la susceptibilidad al 

cáncer de tiroides (Landa et al., 2009; Takahashi et al., 2010). Asimismo, He et al. 

(2009) identificó un locus de susceptibilidad al cáncer de tiroides en la región 8q24. Por 

último, los estudios de asociación realizados previamente en nuestro grupo indican que 
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la región 1p12 está implicada en la susceptibilidad al cáncer de tiroides (Baida et al., 

2005; Baida et al., 2008) 

1.5.1 LA REGIÓN  1  12    
Se conocen que existen diversas alteraciones cromosómicas muestran varias 

regiones del genoma están  relacionadas con el cáncer de tiroides, entre estas regiones 

los dos brazos del cromosoma 1 (Tung et al., 1997; Kitamura et al., 2000; Roque et al., 

2001; Stoler et al., 2002; Wreesmann et al., 2002). En concreto la región 1p12 presenta 

distintos tipos de aberraciones  (Rudolph et al., 1988; Vernole et al., 1989; Bieche et al., 

1994; Zhang et al., 1999), incluyendo reordenaciones cromosómicas (Mitelman et al., 

1997; Jin et al., 1998). Este cromosoma no solamente está implicado en el cáncer de 

tiroides sino en varios tipos de cáncer (Zhang et al., 1999; Smedley et al., 2000). En 

nuestro laboratorio se ha encontrado la asociación del cromosoma 1 con la 

susceptibilidad al cáncer de tiroides mediante un estudio de asociación del microsatélite 

BAT-40 (A)n (Baida et al., 2005). Con posterioridad se localizó la región de 

susceptibilidad en 1p12 donde los marcadores rs4658973 y rs2145418 mostraron 

asociación con el cáncer de tiroides (Baida et al., 2008). Ambos marcadores están 

separados por 377 kb y no muestran desequilibrio de ligamiento por lo que su relación 

con el cáncer de tiroides es independiente. El SNP rs4658973 está situado en el intrón 

25 del gen WDR3, sin embargo el polimorfismo rs2145418 corresponde a una región 

vacía de genes, por lo tanto podría tratarse de una región reguladora.  

El gen WDR3  

El gen WDR3 (WD repeat domain 3) fue clonado y mapeado en el cromosoma 1 

humano (1p12) (Claudio et al., 1999). Su tamaño es de 30,8 kb, consta de 27 exones  y 

codifica para una proteína de 943 aminoácidos. Esta proteína pertenece a la familia de 

proteínas WDR, que están muy conservadas. Las proteinas WDR presentan repeticiones 

WD que son unidades de aproximadamente 40 aminoácidos que comienza por el 

dipéptido Gly-His (extremo amino terminal) y finaliza con un dipéptido Trp-Asp 

(extremo carboxilo terminal). Las proteínas WDR están implicadas en muchos procesos 

celulares, como la progresión del ciclo celular, traducción de señales, apoptosis y 

regulación génica (van der Voorn  y  Ploegh, 1992; Neer et al., 1994; Smith et al., 

1999).   

Un papel de WDR3 sobre la biogénesis de ribosomas acaba de ser publicado 

(McMahon et al., 2010). Los autores de este trabajo proponen que el incremento de la 
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expresión del WDR3 promueve la proliferación celular mediante la interrupción de la 

vía de síntesis de ribosomas. Estudios previos también demostraron que la expresión de 

las proteínas WDR están alteradas en algunos tipos de cáncer (Honore et al., 2002; Silva 

et al., 2005b). En general, estos estudios sugieren que los genes WDR  podrían 

contribuir al desarrollo del cáncer. Por otra parte, se han encontrado mutaciones en al 

menos 4 genes que pertenecen a esta familia en una serie de enfermedades, como en el 

síndrome de Cockayne (Li y Roberts, 2001). 

1.5.2 LA REGIÓN 8 
En la región 8q se encuentran genes relacionados con la función tiroidea, como 

TRHR (receptor de la hormona liberadora de la tirotropina) en 8q23 y el TG 

(tiroglobulina) en 8q24. Además, la región 8q24 ha despertado interés recientemente 

debido a su asociación con diferentes tipos de cáncer, aunque los polimorfismos de 

interés no están ligados a genes que puedan ser los causantes de la susceptibilidad. En 

concreto en la región 8q24 se han identificado tres regiones independientes relacionadas 

con el riesgo de cáncer, incluyendo el cáncer de tiroides, pero se trata de regiones vacías 

de genes (Yeager et al., 2007; Wokolorczyk et al., 2008).  

Es importante mencionar que antes de los estudios de susceptibilidad ya se había 

descrito la amplificación de 8q24 en varios tipos de cáncer (Cher et al., 1996; Nupponen 

et al., 1998). Además, utilizando el análisis de ligamiento He et al. (2009) se identificó 

un locus de susceptibilidad al cáncer de tiroides en 8q24 (AK023948). Este locus se 

encuentra dentro de un intrón del gen de la tiroglobulina (TG).  

El cromosoma 8q se relacionó también con la enfermedad tiroidea autoimune 

(AITD), incluyendo la enfermedad de Graves y la tiroiditis de Hashimoto  (Tomer et al., 

2002; Tomer y Greenberg, 2004; Adeniran et al., 2006). Anteriormente ya se había 

descrito que el cáncer de tiroides es más frecuente en la tiroiditis de Hashimoto (Di et 

al., 2001). 

El gen de la tiroglobulina (TG) 

La tiroglobulina es la proteína más expresada en la glándula tiroidea y funciona 

como armazón para la hormonogénesis y almacenamiento de hormonas y yodo. Con lo 

cual, alteraciones en el gen TG, afectan la correcta fisiología tiroidea e incrementan el 

riesgo de padecer enfermedades benignas del tiroides. Es también conocido que estos 

desórdenes son importantes factores de riesgo para el desarrollo de carcinomas 

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

q 
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El gen TG humano está ubicado en 8q24, cerca de los oncogenes C-MYC y C-

MOS, y posee 270 kb de longitud (van de Graaf et al., 2001). La información codificada 

para la síntesis de la proteína está comprendida en un mRNA de 8,7 kb, lo que indica 

que el 97 % de la secuencia del gen corresponde a intrones (47 intrones) (Targovnik et 

al., 2001).  

La expresión del gen TG está regulada por tres factores de transcripción 

específicos del tiroides: TTF-1, TTF-2 y Pax 8. El factor TTF-1 tiene el papel regulador 

más importante en la transcripción de TG. Este proceso está mediado, 

fundamentalmente, por TTF-2/FOXE1 vía TSH/cAMP. Además, IGF-1 actúa con la 

TSH induciendo la expresión de este gen (Santisteban, 2006). La tiroglobulina es una 

glicoproteína de alto peso molecular, 660 kDa, conformada por 5496 aminoácidos y 

estructurada en dos subunidades idénticas de 300 kDa con un 10 % de azucares 

(manosa, N acetil glucosamina, galactosa, fructuosa, condroitín sulfato y ácido siálico) 

y 1% de yodo. La tiroglobulina pertenece a una superfamilia de serina hidrolasas. Gran 

parte de la proteína está organizada en 19 repeticiones agrupadas en 3 dominios 

diferentes, repeticiones de tipo 1, tipo 2 y tipo 3. El extremo amino terminal contiene 

repeticiones ricas en cisteína (tipo 1). Los elementos de tipo 1 regularían la degradación 

de la TG madura por una selectiva y reversible inhibición de las proteasas lisosomales 

(Targovnik et al., 2001). La región carboxilo terminal no presenta zonas de homología 

interna y tiene características constitutivas diferentes a la región amino terminal, lo que 

sugiere distintos orígenes evolutivos de las dos regiones. Este extremo, sin embargo, 

tiene similitud con la acetilcolinestarasa y contiene repeticiones tipo 3 (Park y Arvan, 

2004). La organización proteica repetitiva  de la TG es un ejemplo de evolución génica 

por eventos de duplicación intragénica y de fusión. 

La integridad de la estructura de TG es esencial para la síntesis de las hormonas 

tiroideas y, por ello, variaciones en el gen TG contribuyen a la patogenia de la glándula 

tiroides. La primera mutación identificada en el gen TG fue la deleción del exón 4 

debida a una transversión de citosina a guanina. Otros estudios indican que las 

sustituciones de cisteínas C1245R y C1977S en los exones 17 y 33, respectivamente, 

causan defectos en el transporte intracelular de TG (Targovnik et al., 2001). Por otra 

parte, estudios recientes han proporcionado evidencias de que diversos polimorfismos 

del gen TG están asociados con susceptibilidad a enfermedades autoimmunes del 

tiroides (Sakai et al., 2001; Ban et al., 2004). SNPs en este gen se han asociado con 
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tiroiditis autoimmune, tanto en ratones como en humanos (Tomer et al., 2002; Tomer y 

Greenberg, 2004). SNPs en la región exón 10-12 y otro en el exón 33 muestran una 

asociación significativa con la tiroiditis autoinmune; por tanto, se considera que TG es 

un buen marcador de susceptibilidad para enfermedades autoinmunes del tiroides (Ban 

et al., 2004).  

El hipotiroidismo también se ha correlacionado con mutaciones de diversa 

índole en el gen TG, tanto deleciones de un pequeño segmento del gen como cambios 

en un único par de bases (Caron et al., 2003). 

La sustitución de G por T en el nucléotido 2610 (His870Gln), es la alteración 

más frecuente en el gen. Este cambio modifica la conformación tridimensional de la 

tiroglobulina y su disponibilidad para la hormonogénesis, con lo cual se favorece la 

aparición de desórdenes tiroideos benignos (Vono-Toniolo et al., 2005). 

Son varios los polimorfismos de TG que se han asociado con la incidencia de 

bocio. Además, el bocio presenta con frecuencia una asociación con casos de cáncer 

tiroideo no medular y se considera un factor de riesgo para el desarrollo de estos 

tumores, lo cual sustenta la correlación entre la variabilidad genética de TG y la 

enfermedad benigna-cáncer tiroideo (Corral et al., 1993; Matakidou et al., 2004). De 

igual modo, se ha descrito que variaciones sutiles en la actividad de TG, como 

consecuencia de una variación polimórfica, pueden incrementar el riesgo de desarrollar 

cáncer de tiroides no medular (Ieiri et al., 1991; Matakidou et al., 2004). La asociación 

entre ciertas enfermedades benignas del tiroides y el cáncer de tiroides ha sido 

observado en múltiples estudios y, aunque la fortaleza de esta asociación varía en los 

estudios, el análisis conjunto de casi una veintena de ellos demostró que, además de la 

radiación ionizante en la infancia, los nódulos benignos y el bocio son los factores de 

riesgo más relevantes para el desarrollo del cáncer de tiroides con una OR de 38,3 y 5,9; 

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

El gen receptor de la hormona liberadora de tirotropina (TRHR)  

El TRHR es un receptor acoplado a la proteína G que activa la transducción de la 

inositol-fosfolipido-calcio proteina quinasa C mediante la unión a la hormona liberadora 

de tirotropina (TRH). El gen TRHR se expresa en las células de la hipófisis anterior.  

En 1993 se aisló el cDNA humano del gen TRHR (Matre et al., 1993). La 

secuencia de aminoácidos de la proteína humana TRHR mostró una alta homología con 
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la rata y ratón, con la excepción la región carboxilo terminal. El gen TRHR contiene dos 

exones  (Matre et al., 1993). 

El gen TRHR humano está ubicado en la región 8q23 y posee 32,9 kb de 

longitud. Contiene dos exones y codifica para un mRNA de 1,3 kb.  

Se conoce que alteraciones del gen TRHR producen hipotiroidismo. Así, se ha 

descrito el hipotiroidismo caracterizado por la ausencia de TSH con una deleción de 9 

pb en el gen TRHR, conduciendo a la eliminación de los aminoácidos Ser115, Ile116 y 

Thr117 (Collu et al., 1997). En otros casos, el hipotiroidismo es causado por la 

transición homocigota (Arg17Ter) (Bonomi et al., 2009). 

Recientemente, un estudio de asociación integral del genoma mostró una 

asociación de los SNPs rs16892496 y rs7832552, que se encuentran en el gen TRHR, 

con la massa corporal (Lean Body Mass) (Liu et al., 2009).  
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2 OBJETIVOS 

 

El cáncer de tiroides es la patología oncológica más común en el estudio de la 

morbilidad endocrina. Se ha demostrado que la exposición a la radiación ionizante es un 

factor ambiental de riesgo al cáncer de tiroides. Asimismo, en la etiología de la 

enfermedad juegan un papel importante los factores genéticos.  

En este contexto, el objetivo principal de este trabajo es estudiar la susceptibilidad 

genética al cáncer de tiroides asociada a las regiones cromosómicas 1p12 y 8q, siguiendo 

un diseño epidemiológico caso-control. Para ello, nos propusimos los siguientes 

objetivos:  

 

• Estudiar de asociación de diversas variantes genéticas de la región 1p12 con 

el cáncer de tiroides, analizando específicamente el papel del gen WDR3.  

• Análisis de la expresión y la metilación del gen WDR3, en líneas celulares 

provenientes de cáncer de tiroides en comparación con líneas de tiroides 

normales.  

• Estudiar de la asociación de la región 8q con el cáncer de tiroides, 

analizando los SNPs rs1447295, rs6983267 y el papel de los genes TRHR y 

TG.      
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3 MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1 MUESTRAS DE PACIENTES Y CONTROLES 

En el presente trabajo se utilizaron 402 pacientes con diagnóstico de cáncer de 

tiroides y 479 individuos controles sin diagnóstico de patología tiroidea. Los pacientes 

con cáncer de tiroides se reclutaron en colaboración con el hospital Vall d´Hebron 

(Barcelona) y el hospital Josep Trueta (Girona), mientras que los individuos controles se 

escogieron dentro del área de Barcelona teniendo en cuenta que el grupo fuera lo más 

similar posible a los pacientes, en cuanto al sexo y la edad. El DNA genómico usado en 

el estudio se obtuvo fundamentalmente, a partir  de linfocitos de sangre, aunque en 

algunos controles se obtuvo a partir de la saliva.  

Al mismo tiempo que se colectaban las muestras de los participantes en el estudio 

(pacientes y controles), se realizó un cuestionario con el fin de caracterizar algunos 

hábitos, antecedentes médicos, antecedentes médico-familiares, exposiciones peligrosas 

y aspectos demográficos (edad y sexo). Además, a partir de las historias clínicas del 

grupo de pacientes con diagnóstico de cáncer de tiroides se obtuvo información clínico-

patológica y el diagnóstico histopatológico. Todos los donantes dieron su consentimiento 

informado del estudio, que fue aprobado tanto por el Comité de Ética del hospital Vall 

d´Hebron, como por el del hospital Josep Trueta. 

3.2 LÍNEAS CELULARES  

Se utilizaron 10 líneas celulares tumorales en cultivo, 9 de las cuales 

correspondían a diferentes tipos de tumores tiroideos y HeLa como referencia tumoral no 

tiroidea. 

Además, se estudió una línea no tumoral de tejido tiroideo como control de 

células no transformadas. Las líneas celulares fueron las siguientes: 

 Línea de tiroides no transformada: S11N  

 Línea tumoral no tiroidea: HeLa 

 Líneas de cáncer de tiroides: 

  Tipo papilar: TPC-1 y B-CPAP 

  Tipo folicular: ML-1, WRO y CGTH-W-1 

  Tipo anaplásico: FRO, 8305C, 8505C y CAL-62 
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Las características de las líneas celulares se muestran en la tabla 9. 

Tabla 9. Características de las líneas celulares tumorales utilizadas en el estudio. Tabla 
extraída y combinada de Meireless et al., 2007; Schweppe et al., 2008; Pilli et al., 2009. 

Línea 
celular 

Tipo 
de 

cáncer 
Género Edad Mutaciones genéticas Referenciaa 

HeLa UC F 31 ---- Gey et al., 1952 
TPC-1  PTC F ---- RET/PTC1 y HRAS Tanaka et al., 1987 
B-CPAP PTC F 76 BRAF (V600E) y TP53 Fabien et al., 1994 
ML-1 FTC F 50 ---- Schönberger et al.., 2000 
WRO FTC F ---- BRAF(V600E) y TP53 Estour et al., 1989 
CGTH-W-1 FTC F 70 ---- Lin et al., 1995 
FRO ATC ---- ---- BRAF Nishihara et al., 1997 
8305C ATC F 67 ---- Ito et al., 1992 
8505C ATC F 78 BRAF, RAS y TP53 Ito et al., 1992 
CAL-62 ATC F 70 ---- Gioanni et al., 1991 

aPrimera referencia; UC: cáncer de cuello de útero. PTC: cáncer de tiroides tipo papilar. 
FTC: cáncer de tiroides tipo folicular. ATC: cáncer de tiroides tipo anaplásico. F: 
femenino. 

La línea celular S11N fue suministrada por el Dr. Ludwig Hieber (German 

Research Center for Environmental Health, Neuherberg, Alemania). TPC-1 y CAL-62 

fueron provistas por los Dres. R Melillo y M Santoro de la Università Degli Studi Di 

Napoli (Nápoles, Italia). Las líneas celulares FRO y WRO fueron provistas por el Dr. R 

Ciampi de la Università Di Pisa (Pisa, Italia). ML-1, B-CPAP, CGTH-W-1, 8305C y 

8505C fueron adquiridas de DSMZ (Braunschweig, Alemania). 

Las líneas TPC-1, ML-1, CAL-62 y HeLa fueron crecidas y mantenidas en medio 

de cultivo DMEM (Sigma) suplementado con 10% de suero fetal bovino (Gibco®) y 2,5 

µg/mL de Plasmocin™ (InvivoGen). FRO y WRO en medio RPMI 1640 (Sigma) 

suplementado con 10% de suero fetal bovino (Gibco®), 1% de aminoácidos no 

esenciales (Sigma), 1% de piruvato de sodio (Sigma) y 2,5 µg/mL de Plasmocin™ 

(InvivoGen). Finalmente, las líneas S11N, B-CPAP, CGTH-W-1, 8305C y 8505C, en 

medio RPMI 1640 (Sigma) suplementado con 20% de suero fetal bovino (Gibco®) y 2,5 

µg/mL de Plasmocin™ (InvivoGen). Las células fueron colocadas en frascos de cultivo e 

incubadas a 37 ºC y 5% de CO2. 
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3.3 EXTRACCIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS 

3.3.1 EXTRACCIÓN DE DNA 
El método estándar de cloroformo-etanol (figura 7) se utilizó para la extracción de 

DNA a partir de 4 mL de sangre periférica o a partir de 10 a 15 millones de células de las 

líneas celulares utilizadas en el estudio. El método se divide en tres fases: el aislamiento 

de los linfocitos o las células, la digestión proteica y la precipitación del DNA. 

 

Figura 7. Pasos seguidos en la extracción de DNA con el método estándar cloroformo-
etanol. TLE: Tampón de lisis de eritrocitos. TLL: Tampón de lisis de leucocitos. 

El kit Orage DNA Self-Collection kit (DNA Genotek, Canada) se utilizó para la 

extracción  del DNA genómico a partir de saliva.  
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El DNA se resuspendió en 50-80 µL de H2O, se cuantificó en el 

espectrofotómetro NanoDrop y se guardó a -20ºC. 

3.3.2 EXTRACCIÓN DE RNA 
Se utilizó el kit LeuKoLoCK

TM
 Total RNA Isolation System (Invitrogen) para la 

extracción de RNA a partir de 9 a 10 mL de sangre periférica, el RNA extraído se 

resuspendió en 100 µL de la solución de elución. 

Se analizó la concentración y la calidad del RNA espectrofotométricamente. Para 

ello, se midió la absorbancia a 260 y 280 nm añadiendo 1 µL de muestra en 49 µL de TE 

(Tris 10 mM/EDTA 0,2 mM, pH= 7,5). La concentración se calculó de la siguiente 

forma:    

µg/µL RNA = A260 × 40 × factor de dilución (en este caso = 50) 

En las distintas muestras se obtuvieron concentraciones  entre 100 µg/mL y 200 

µg/mL, con una media de 150 µg/mL. 

La calidad del RNA se analizó mediante la proporción A260/A280. Nuestras 

muestras analizadas mostraron ratios aceptables de 1,7 a 1,9. Además, se analizó la 

integridad del RNA mediante electroforesis en gel de agarosa, observando las bandas 

correspondientes a los rRNA 18S y 28S al teñir con Syber Green (figura 8). 

 

 

Figura 8. Ejemplo de la visualización de la integridad del RNA en gel de agarosa teñido 
con Syber Green. Se observan las bandas correspondientes a los  rRNA 18S y 28S. M: 
marcador λ digerido con BstEIII. 

El TRIzol® Reagent (Invitrogen) se utilizó para la extracción de RNA a partir de 

las líneas celulares utilizadas en el estudio. El RNA fue tratado con DNAsa I (Ambion), 

cuantificado en el espectrofotómetro NanoDrop, resuspendido en 80 µL de H2O y 

conservado a -80ºC. 

28S 
18S 

M 
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3.4 EXTRACCIÓN DE PROTEÍNAS 

La extracción de proteínas se realizó a partir de los cultivos de líneas celulares. A 

cada pellet celular obtenido por centrifugación se le agregaron 200 µL de solución de 

lisis RIPA 1 X (Millipore) y la endonucleasa Benzonase®  (Novagen) (1:500) para 

degradar todas las formas de DNA y RNA, el cóctel inhibidor de proteasas Complete 

Mini, EDTA-free (Roche) y el cóctel inhibidor de fosfatasas phosSTOP (Roche). La 

cuantificación de proteínas fue realizada por el método Bradford (Bradford, 1976), 

utilizando 99 µL del reactivo de Bradford a los tubos estándar y muestras problema. Se 

realiza la curva estándar a partir de los tubos estándar y a partir de esta curva se 

calcularon las concentraciones de las muestras problema. Este método se basa en la unión 

del Comassie Blue G-250 a las proteínas. El colorante, en solución ácida, presenta dos 

formas una azul y otra naranja. Las proteínas se unen a la forma azul para formar un 

complejo proteína-colorante con un coeficiente de extinción mayor que el colorante libre. 

Este método es sensible (1-15 µg), simple, rápido, barato y pocas sustancias interfieren 

en su determinación. 

3.5 AMPLIFICACIÓN POR PCR DE LA REGIÓN PROMOTORA DEL GEN 

WDR3 

Se amplificó por PCR una secuencia de 1,9 kb del extremo 5´ de gen WDR3 (-387 

hasta +1576) utilizando los cebadores indicados en la tabla 10. A la reacción de PCR se 

añadió DMSO para evitar la formación de estructuras secundarias, debido a la 

concentración elevada de CG en esta región. La amplificación consistió en un paso 

inicial de desnaturalización de 40 seg a 94 °C, 30 ciclos de 30 seg a 94 °C, 30 seg a  65 

°C y 1 min a 72 °C; y un paso final de 5 min a 72 °C. Las reacciones, con un volumen 

final de 25 µL, se prepararon añadiendo: 100 ng de DNA, tampón de PCR 1 X, 1,5 mM 

MgCl2, 0,2 mM de cada cebador, 0,1 mM de cada nucleótido, 10% de DMSO y 1 unidad 

de Taq polimerasa. Finalmente el producto de PCR se visualizó en geles de agarosa al 

1% mediante Syber green. 

La secuencia amplificada se analizó posteriormente por secuenciación. 
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Tabla 10. Secuencia de los cebadores utilizados para amplificar la región promotora del 
gen WDR3. 

Cebador Secuencia 
Producto de PCR 

(pb) 
PR1 
PR4 

F  5´-ACCTTGTTCAAGAAGCGCCG-3´ 
R  5´-GCCTCAGCCAGAATCTGCAA-3´ 

1963 
 

3.6 SÍNTESIS DE CDNA DEL GEN WDR3 POR RT-PCR 

 La reacción de RT-PCR se utilizó para amplificar el mRNA del gen WDR3 con 

doble finalidad: a) amplificación de la secuencia completa del mRNA para posterior 

secuenciación y b) análisis de la expresión del gen WDR3. 

Mediante el kit  Super Script
TM

 One-step RT-PCR For Long Templates 

(Invitrogen), se amplificó un fragmento de 3,1 kb a partir del mRNA del gen WDR3, 

utilizando los cebadores indicados en la tabla 11 y las siguientes condiciones de 

amplificación: un paso inicial de síntesis de cDNA de 30 min a 45 ºC,  desnaturalización 

durante 2 min a 94 °C, 35 ciclos de 15 seg a 94 °C, 30 seg a  48 °C y 4 min a 68 °C; y un 

paso final de 10 min a 72 °C. 

El producto de la reacción RT-PCR se analizó electroforéticamente en un gel de 

agarosa al 1%  teñido con Syber Green. 

Tabla 11. Secuencia de los cebadores utilizados para la reacción de RT-PCR del gen 
WDR3. 

Cebador Secuencia 
Producto de PCR 

(pb) 
RT1 
RT2 

F   5´-TGGTATCAGACATCACAACA-3´ 
R   5´-TCCCTGCTAGAATATAAAGG-3´ 

3100 
 

   
Para el análisis de la expresión de WDR3 se utilizó el kit SuperScript™ III One-

Step RT-PCR System with Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen). Los cebadores 

fueron diseñados en diferentes exones para evitar amplificaciones de DNA. Se analizaron 

dos regiones del mRNA del gen WDR3 en sendas reacciones: la región 1, 

correspondiente a los exones 3 y 4; y la región 2, correspondiente a los exones 13 y 15. 

La secuencia de los cebadores utilizados se muestra en la tabla 12. Las condiciones de la 

transcripción inversa seguida de la amplificación por PCR son las siguientes: un paso 

inicial de síntesis de cDNA de 30 min a 45 ºC,  desnaturalización de 2 min a 94 °C, 40  
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Tabla 12. Secuencia de los cebadores utilizados para la reacción de RT-PCR para el 
análisis de la expresión del gen WDR3. 

Gen Cebador Secuencia 
Producto 
de PCR 

(pb) 

WDR3 
 
 

 
 

1 
W1-F 
W1-R 

F 5´- TCGATCCGAATCTTCAGTCT-3´ 
R 5´- AACAATGCTTGTGTGATGGC -3´ 

209 
 

2 
W2-F 
W2-R 

F 5´- TGACACACAGAACATCTTCA -3´ 
R 5´- AATCTGCTGGAGACAATAGA -3´ 

210 
 
 

β-actina   
 

1 
β-actin 1 
β-actin 2 

F   5´- CCAGAGCAAGAGAGGCATCC -3´ 
R   5´- AATCTGCTGGAGACAATAGA -3´ 

298 
 

    
ciclos de 15 seg a 94 °C, 30 seg a  55 °C y 1 min a 68 °C; y un paso final de 5 min a 68 

°C. En todas las reacciones se incluye un control interno que consiste en la amplificación 

de  mRNA de β-actina utilizando los cebadores que se muestran en la tabla 12.  

El producto de la reacción RT-PCR se analizó electroforéticamente en un gel de 

agarosa al 2,5%  teñido con Syber Green. 

3.7 SECUENCIACIÓN DEL DNA 

La secuencia de fragmentos de DNA obtenidos por PCR o por RT-PCR se realizó 

en el Servicio de Secuenciación de Macrogen (Macrogen Inc, Corea). 

Cada fragmento se secuenció por duplicado utilizando un cebador directo y otro 

inverso. Los cebadores utilizados para la secuenciación en este trabajo se indican en la 

tabla 13. El fragmento de 1,9 kb del promotor del gen WDR3 se secuenció a partir de dos 

fragmentos solapados, mientras que para secuenciar la región codificadora se utilizaron 

siete fragmentos solapados. 
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Tabla 13. Cebadores utilizados para la secuenciación de la región promotora y la región 
codificadora del gen WDR3. 

Fragmento Cebador Secuencia 

Promotor 
 
 

 

1 
PR1 
PR2 

F 5´-ACCTTGTTCAAGAAGCGCCG-3´ 
R 5´-CTCTTGAAGAACGAGCCTGG-3´ 

2 
PR3 
PR4 

F 5´-ACTTCTCGTAGAGACGGCGT-3´ 
R 5´-GCCTCAGCCAGAATCTGCAA-3´ 

Codificante   

1 
RT1 
RT5 

F 5´-TGGTATCAGACATCACAACA-3´ 
R 5´-TTAGACGGTACAGACCACTT-3´ 

2 
RT6 
RT7 

F 5´-TACCTTGAAGTATGATCAGC-3´ 
R 5´-TAGCACAGAGTCAGTTCCAT-3´ 

3 
RT8 
RT9 

F 5´-GGAAGGAAGAGACAGAGTTG-3´ 
R 5´-GAACAGCAATATTGTCTGAG-3´ 

4 
RT10 
RT11 

F 5´-TGACTTGATTCATTCACCTC-3´ 
R 5´-TGACACACAGAACATCTTCA-3´ 

5 
RT12 
RT13 

F 5´-AATCTGCTGGAGACAATAGA-3´ 
R 5´-CCTCATATTCTGCTTCTCTT-3´ 

6 
RT14 
RT15 

F 5´-ACTATGTTGTATCATCGTCC-3´ 
R 5´-TTGATTGCTAGTGATCTGTC-3´ 

7 
RT16 
RT2 

F 5´-TAACGAATTCATTCAGCTGG-3´ 
R 5´-TCCCTGCTAGAATATAAAGG-3´ 

3.8  WESTERN BLOT 

Un total de 30 µg de proteína de cada línea celular fue desnaturalizada en 

presencia de β-mercaptoetanol durante 5 min a 95 ºC. Las muestras fueron sometidas a 

electroforesis en gel de poliacrilamida SDS al 7% y transferidas a una membrana de 

nitrocelulosa Trans-Blot® Transfer Medium (BIO-RAD) por electroblotting durante 60 

min a 20 V, utilizando una unidad de transferencia Trans-Blot® SD Semi-dry Transfer 

Cell (BIO-RAD). Las membranas fueron teñidas con el colorante rojo punzó para 

verificar la transferencia. Para evitar uniones no específicas, las membranas fueron 

bloqueadas en solución de TBS con 1% de Tween 20 y 5% de leche descremada durante 

1 hora a temperatura ambiente.  

Las membranas fueron incubadas con el anticuerpo primario (1:2000) durante 

toda la noche a 4 ºC, se utilizó el anticuerpo monoclonal de conejo anti-WDR3 (Bethyl 

Laboratories, Inc). Como control se utilizó un anticuerpo primario (1:5000) contra 

vinculina (Abcam) para verificar la cantidad de proteína cargada y transferida. 
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La detección se realizó con inmunoglobulinas anti-conejo conjugadas con 

peroxidasa (1:3000) durante 1 hora a temperatura ambiente y utilizando solución de 

revelado Pierce® ECL Western Blotting Substrate (Thermo Scientific). La lectura se 

realizó en GeneGenome© y se utilizó para el análisis el programa Gene Tools que valora 

la intensidad de las bandas reveladas en la membrana, asignándoles un valor numérico. 

De esta manera se pueden comparar los valores de intensidad de las bandas obtenidas. 

3.9 ANÁLISIS DE LA METILACIÓN DEL DNA 

El grado de la metilación en la región promotora del gen WDR3 se analizó 

mediante la secuenciación del DNA modificado con bisulfito sódico. El DNA extraído de 

cada línea celular se modificó con bisulfito sódico para diferenciar las citosinas metiladas 

de las no metiladas, utilizando el kit MethylDetector™ Bisulfite Modification Kit (Active 

Motif). 

Esta modificación del DNA está basada en la diferente sensibilidad de la citosina 

y la 5-metilcitosina a la desaminación por bisulfito en condiciones ácidas. En este 

proceso la citosina no metilada se convierte en uracilo, mientras que la 5-metilcitosina no 

reacciona, permaneciendo como citosina. La posterior amplificación por PCR hace que el 

uracilo pase a timina, mientras que la citosina queda intacta (figura 9). 

 

Figura 9. Conversión de la citosina no metilada a uracilo. 

Para verificar el éxito de la modificación del DNA con bisulfito se realizó una 

amplificación por PCR utilizando los cebadores de control positivo específicos de DNA 

modificado provistos por el kit comercial antes mencionado. 

Seguidamente se amplificó por PCR la región promotora del gen WDR3 que 

contiene una alta frecuencia de sitios CpG. Para ello se diseñaron cebadores que se unen 

específicamente a secuencias modificadas por bisulfito, independientemente de su estado 

de metilación, utilizando el programa Methprimer  (Li y Dahiya, 2002). Se amplificaron 

PCR 
CpG 

TpG CpG 

CpG CpG 

UpG 

Bisulfito sódico 
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dos regiones: la región 1 que abarca  34 sitios CpG y la región 2 que abarca 32 sitios 

CpG. La secuencia de los cebadores utilizados se muestra en la tabla 14. 

Tabla 14. Cebadores utilizados para la amplificación por PCR de la secuencia promotora 
del gen WDR3 después de su modificación con bisulfito. 

Región 
Sitios 
CpG 

Secuencia 
Producto de 
PCR  (pb) 

1 34 
F 5´- GGGAAAGAATTTAATTAATAT-3´ 
R 5´- AATTCCCTTTACCTTCTAAAAA-3´ 

423 

2 32 
F 5´- TTAGAAGGTAAAGGGAATTT-3´ 

R 5´- ATATTTCCAAAATACACTAAA -3´ 
482 

    
Las condiciones de la amplificación fueron las siguientes: un paso inicial 

desnaturalización de 10 min a 95 °C, 40 ciclos de 35 seg a 95 °C, 30 seg a  52 °C y 1 min 

a 72 °C; y un paso final de 10 min a 72 °C. Las reacciones, con un volumen final de 25 

µL, se prepararon añadiendo: 100 ng de DNA modificado con bisulfito sódico, tampón 

de PCR 1 X, 1,5 mM MgCl2, 0,2 mM  de cada cebador, 0,1 mM de cada nucleótido y 1 

unidad de Taq polimerasa. Finalmente el producto de PCR se visualizó en geles de 

agarosa al 2% mediante Syber green. 

Los productos de la amplificación se purificaron utilizando el kit comercial 

Nucleospin (Machery-Nagel) y fueron secuenciados en el Servicio de Secuenciación de 

Macrogen (Macrogen Inc, Corea). 

 El análisis de las secuencias se realizó identificando cada uno de los sitios CpG 

de las distintas regiones en las diferentes líneas celulares y verificando en los 

electroferogramas los picos correspondientes. En las secuencias obtenidas, las citosinas 

no metiladas aparecerán como timina y las 5-metilcitosinas como citosinas.   

3.10 GENOTIPADO 

En una primera fase del estudio de genotipado se incluyeron 275 individuos, de 

los cuales 157 eran pacientes con diagnóstico de cáncer de tiroides y 118 individuos 

controles sin diagnóstico de patología tiroidea. En una segunda fase del estudio se 

aumentó el tamaño de la muestra inicial a 881 individuos 402 pacientes con diagnóstico 

de cáncer de tiroides y 479 individuos controles sin diagnóstico de patología tiroidea. 
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3.10.1 SELECCIÓN DE SNPS 
El genotipado de los individuos se realizó para el gen WDR3 (región 1p12) y para 

la región 8q. 

 El genotipado del gen WDR3 se realizó en dos fases. Primeramente se 

genotiparon 10 SNPs que abarcan el gen WDR3 y sus regiones 5´ y 3'. Esto se llevó 

acabo en el primer grupo de 275 individuos (118 controles y 157 pacientes). Los SNP 1-

10 fueron: rs4233455, rs2208375, rs3754127, rs1321665, rs6680844, rs3765501, 

rs1321666, rs4658973, rs6685906 y rs6678671, respectivamente. La selección de estos 

SNPs se basó en la información disponible en las bases de datos, teniendo en cuenta una 

frecuencia del alelo menos frecuente superior a 0,2. Todos estos marcadores se 

encuentran en el mismo bloque de ligamiento de acuerdo con la información de HapMap 

(HapMap CEU) y el software Haploview (Barrett et al, 2005), y se distribuyen a lo largo 

del gen con un densidad de un SNP por 4-5 kb. Posteriormente, el genotipado del gen 

WDR3 se realizó en una población mayor de 881 individuos (479 controles y 402 

pacientes) analizando tres de los diez SNPs seleccionados inicialmente, rs3754127, 

rs3765501 y rs4658973 (SNPs 3, 6 y 8, respectivamente).  

En la segunda fase del estudio de genotipado también se genotipó la región 8q 

utilizando siete SNPs que abarcan los genes del metabolismo del tiroides, TRHR y TG y 

otros dos polimorfismos de susceptibilidad al cáncer. Así, los SNPs  rs4129682 y 

rs7823804 se encuentran en el gen TRHR; los SNPs rs180223 (exón 10, Ser734Ala), 

rs853326 (exón 12, Met1028Val) y rs2076740 (exón 33, Arg1999Trp) son variantes 

genéticas comunes del gen TG y fueron relacionados anteriormente con la enfermedad  

autoinmune del tiroides (AITD) (Ban et al., 2003). Por ultimo, los SNPs rs1447295 y 

rs6983267 fueron anteriormente analizados en varios estudios de asociación con el riesgo 

a diferentes tipos de cánceres, dando resultados positivos. 

3.10.2 MÉTODO DE GENOTIPADO 
La identificación de los polimorfismos seleccionados para los genes en estudio se 

realizó en el Centro Nacional de Genotipado (CeGen), utilizando el ensayo iPLEX con 

una extención de base única y nucleótidos de masa modificada. El protocolo seguido para 

el genotipado consta de 5 fases. Una primera amplificación por PCR de 

aproximadamente 100 pb seguida por un tratamiento con fosfatasa alcalina para 

desfosforilar los nucleótidos no incorporados y evitar interferencia en la lectura de los 

datos. A continuación se utilizan cebadores específicos, donde la siguiente base, que es la 
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primera en la fase de extensión, corresponde a la base polimórfica en estudio. 

Seguidamente el producto de PCR se purifica con resina para eliminar los cebadores y 

los dinucleótidos no utilizados y finalmente se utiliza el nanodispensador para colocar el 

producto de la reacción de extensión en un Spectro-CHIP Bioarray (SEQUENOM 

00601) para la lectura y la interpretación del espectro de masas múltiples obtenido, que 

se basa en los cebadores de diferente longitud y los nucleótidos de masa modificada 

utilizados en la reacción de amplificación.     

3.10.3 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
Se realizó la descriptiva de la población estudiada (media + desviación típica y 

frecuencia) para las variables continuas (edad) y categóricas (sexo) que son factores 

potenciales de confusión en este estudio (edad y sexo). La distribución de la variable 

continua se analizó mediante el test de Kolmogrov-Smirnov. Dado que nuestra población 

no sigue una distribución normal, se utilizó el test Mann-Whitney para el análisis. El test 

de independencia χ2 se utilizó para comparar las variables categóricas. Todos los análisis 

de los datos se ejecutaron con el paquete estadístico SPSS para Windows (Versión 17; 

SPSS Inc, Chicago, IL, USA).  

Las frecuencias alélicas entre casos y controles para cada locus, se compararon 

por análisis de χ2 cuando en la población la distribución de los alelos era independiente 

(equilibrio Hardy-Weinberg en la población de controles). En el caso de no cumplimiento 

del equilibrio de Hardy-Weinberg en la población control, se utilizó el test de tendencia 

de Armitage para comparar las frecuencias alélicas. El equilibrio de Hardy-Weinberg se 

calculó usando las frecuencias genotípicas observadas y las frecuencias genotípicas 

esperadas (calculadas a partir de las frecuencias alélicas) y un test de  χ2 con un grado de 

libertad. 

El grado de asociación de un polimorfismo con el riesgo de desarrollar el cáncer 

de tiroides  se analizó a partir de las frecuencias genotípicas mediante el calculo de las 

odds ratio (OR), con ajuste al sexo y la edad (con un intervalo de confianza del 95%). 

Este análisis se llevó cabo por regresión logística. El programa Haploview (Barrett et al., 

2005) se utilizó para examinar el desequilibrio de ligamiento entre los polimorfismos 

estudiados. La frecuencia de los haplotipos se estimó mediante el algoritmo esperanza-

maximización y la asociación de los haplotipos con la susceptibilidad a desarrollar el 

cáncer de tiroides se estimó mediante regresión logística. Los estudios de interacción se 

llevaron a cabo mediante regresión logística tomando como referencia el genotipo 
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formado por el doble homocigoto de los alelos más frecuentes. Todos los estudios de 

asociación se hicieron con el programa SNPStats (Solé et al., 2006). La asociación de las 

características clínicopatológicas y los genotipos se llevó cabo mediante el test χ2.  
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4 RESULTADOS 

4.1 POBLACIÓN ESTUDIADA EN LOS ESTUDIOS DE ASOCIACIÓN CASO-
CONTROL 

El estudio de asociación caso-control se inició con una población española de 157 

casos y 118 controles. Posteriormente, este estudio se amplió incrementando el tamaño 

de muestra inicial y así obtener un poder estadístico mayor en el estudio. Para ello, la 

muestra inicial fue aumentada a 402 casos y 479 controles de una población española.  

En la tabla 15 se resumen la características de la población estudiada 

correspondiente a la muestra ampliada. 

Tabla 15. Características de la población estudiada. 

    Controles N (%) Pacientes N (%) Pa 
    N=479 N=402  
Sexo      

 Mujeres 283 (59,1) 312 (77,6) < 0,0001 
 Hombres 196 (40,9) 90 (22,4)  
Edad media      

 Media ± DS 45,9 ± 17,2 47,1 ± 15,5 0,09 

Diagnostico     

 Papilar --- 339 (84,3)  

 Folicular --- 59 (14,7)  

 Otros --- 4 (1,0)  

a El valor de P se corresponde con el test de χ2 para la variable sexo y el test de Mann-
Whitney para la variable edad 

La edad media de 45,99 y 47,06 en el grupo de controles y pacientes 

respectivamente, no difiere significativamente (P= 0,09). Sin embargo, cuando se 

comparan los grupos en relación con el género, se observa que en la población control las 

mujeres representan aproximadamente el 59% de la muestra, mientras que en el grupo de 

pacientes la frecuencia es del 77%, siendo esta diferencia significativa (P< 0,0001). Esto 

se corresponde con lo que está descrito en la literatura sobre el predominio del cáncer de 

tiroides en mujeres (Blanco et al., 2005). Las variables sexo y edad se incluyeron en el 

ajuste del modelo de regresión logística utilizado para la estima de la asociación 

genotípica con el cáncer de tiroides.   
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4.2 ESTUDIO DE ASOCIACIÓN DE LA REGIÓN 1 12 CON EL CÁNCER DE 

TIROIDES 

Nuestros trabajos previos de análisis de la asociación del microsatélite BAT-40 

(A)n sugieren la asociación de la región 1p12 con la susceptibilidad al cáncer de tiroides 

(Baida et al., 2005). Recientemente hemos relacionado la región de susceptibilidad en 

1p12 con dos polimorfismos (rs4658973 y rs2145418) (Baida et al., 2008). En este 

estudio se analizaron seis polimorfismos que comprenden 2,4 Mb en la región 1p12. 

Cuatro de los seis polimorfismos analizados no mostraron asociación con el cáncer 

tiroides. Sin embargo, los dos polimorfismos restantes, rs2145418 y rs4658973, si que 

presentaron una asociación estadísticamente significativa. En ambos casos se encontró 

diferencias significativas en las frecuencias génicas y en la distribución de genotipos 

entre pacientes y controles. La distancia entre ambos marcadores es de 377 kb. El SNP 

rs4658973 se encuentra en el intrón 25 del gen WDR3, mientras que el polimorfismo 

rs2145418 reside en una región vacía de genes.  

4.2.1 IDENTIFICACIÓN DE NUEVOS POLIMORFISMOS EN EL GEN WDR3 
Basado en los estudios previos sobre la región 1p12 se propuso estudiar la 

variabilidad del gen WDR3, ya que al comienzo del trabajo existía poca información 

existente en las bases de datos sobre polimorfismos en el gen WDR3. Así, se realizó un 

análisis previo para identificar polimorfismos en el gen WDR3 y, posteriormente, estudiar 

la posible implicación de este gen en la susceptibilidad al cáncer de tiroides. Para ello se 

secuenció la región codificadora y la región promotora del gen WDR3, utilizando 

muestras de RNA y DNA, respectivamente, de 20 individuos sanos de la población 

española. Este número de individuos nos garantiza identificar polimorfismos que 

presentan una frecuencia del alelo menos frecuente superior al 10%. 

En la figura 10 se señala la estrategia de amplificación por PCR del cDNA y del 

DNA  genómico del gen WDR3. También se indican los fragmentos secuenciados a partir 

de los segmentos amplificados, la  región promotora y la región codificadora del gen 

WDR3. 

4.2.1.1 Secuenciación de la región codificadora del gen WDR3 

El gen WDR3 tiene un tamaño de 30,8 kb con 27 exones que codifica para un 

mRNA de  3,85 kb. Así, a partir del cDNA amplificado por RT-PCR se

 p 



 

 

 

 

 

Figura 10. Posición del gen WDR3 en el cromosoma 1 y estrategia seguida en la secuenciación de la región promotora y codificadora del gen 
WDR3. Se muestran los cebadores de amplificación por PCR a partir de cDNA y DNA genómico con flechas azules y los cebadores de 
secuenciación con flechas rojas. 
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diseñaron 14 cebadores para secuenciar un total de 3,1 kb a partir de 7 fragmentos 

solapados (ver la figura 10).  

La comparación de la secuencia codificadora del gen WDR3 de los 20 individuos 

analizados muestra que se trata de una secuencia muy conservada. Solamente se 

encontraron, en la región 3´-UTR del gen, dos regiones polimórficas previamente 

descritas en las bases de datos, sin la identificación de polimorfismos nuevos. En la 

figura 11 se muestran estos dos polimorfismos que se corresponden con dos 

microsatélites, (T)n y (GT)n, que se localizan en las posiciones 2917 y 3553 del mRNA 

del gen, respectivamente. 

  

ATTATCTCAAGAGGGAATGCGAGGCAAAAAGTGAAGTTATGTTTTTTGCTGATGCTACTAGCCACTTGGA 

AGAGAAGAAGAGGAAGAGGAAAAAGAGGGAGAAGTTGATTCTAACGTTGACTTAGAACTGAAATGTGGTA 

TCTTTTTTTTTTTCAACTTTTTCCTTTAAAGGACTCCTAAACTAAGCACAGAAGAGTTGGCGTCATCTTA 

AAAATACCAAATAACAGAAGATCGCATTGCAGATGATATCAGGATGTGGTTTCCAGCTTTGCCTGAGGGA 

ATTCCAACATGAGATTATGGGCTGGCTCCATTTCTTGGACTTAAAATGCATTATTAGTTTAAAAATCTTT 

CTGTGCTCTCAAAGCTTGAGCCTTGCAGCTCAAGCTTGTTGTTCCCTTTATATTCTAGCAGGGAATAAAT 

AATTGTTTTAATTAGGTATTTGTTTCATTGGAGTTGAAATTAACATTTCAAAAGTTTTTCGTATTTTTTT 

ATGGCAGATGATTTGTCATTTATTTATATTAGGTTTTACTGCCTATTGAGACAACCAGGTGCATAATTGA 

TTGCCCTTTGGCCATAAAAATGCAGTGTCATGGATCTTAGAGCTAAAAAGGACTGTAAAAATTACCCAGA 

ACAGCGTCCTCAGACTTAACCTTCTGCAAGTTATGTCTGTATATAAGAAGATTCTAATTGCTAACTGTTT 

ATACTTTTCTGAATAAAATAGTTGTTTCTAATTAAAAAGTAGCCAAGCTAAGATGCCTGGCTGGGCTTCT 

GAGGAATTAATACACTCGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTATGTGTATGTGTA

TGTACACATACATATATATAGTTGACACTTGAAAAATGCAGGTGGTAGGGGCACTGACCCACCCCTACGC

CCCGCACAGTCAAAAATCTGCATATAACTTTTGATTCCCCAAAGTCTTAAGTACTAGTAGCCTGTTATTG

ACTGGGAGCCTGACTGATGTATTATATATATTGTATACTGTATTCTTAAAGTAAGCTAGAGAAAAGAAAA

TGTTACTTAGAAAATCATAAGGAAGAGAAAATATATTTACTGTGTTTATCAATACTATAAGTGTATGTCA

TGTTTATAAAATGAATTGTCTGTCTGGATTGGCAGGCAACCACAGCCGCAGACCTCAATCTGTGGTACTT 

ATCAAGCATCAC 

Figura 11. Localización de los microsatélites (T)n y (GT)n en la región 3´-UTR del gen 
WDR3. En la letra gris se señala la secuencia de la región 3´-UTR en el exón 27 del gen 
WDR3 y en negrita la secuencia de los microsatélites. 

4.2.1.2 Secuenciación de la región promotora del gen WDR3 

A partir del DNA genómico se amplificó por PCR un fragmento de 2 kb en la 

región 5´ del gen WDR3. A continuación se diseñaron 4 cebadores para secuenciar 1kb 

a partir de 2 fragmentos solapados que se sitúan por delante del inicio de la  

transcripción del gen WDR3 (ver la figura 10).               
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La comparación de la secuencia promotora de los 20 individuos analizados nos 

reveló un polimorfismo A/G  no identificado anteriormente. Este polimorfismo 

corresponde al nucleótido -118 del promotor (posición 118184467 según la anotación 

de HapMap). A partir de nuestro análisis estimamos la frecuencia de alelo variante (G) 

de 0,075 (se encontraron 3 heterocigotos en 20 individuos analizados). La baja 

frecuencia  de este polimorfismo no permitió utilizarlo en nuestro posterior estudio de 

asociación.  

Durante la realización de este trabajo inicial incrementó considerablemente el 

número de polimorfismos descritos en las bases de datos. Así, en el estudio posterior de 

asociación del gen WDR3 con la susceptibilidad al cáncer de tiroides, se seleccionaron 

una serie de SNPs  recientemente descritos en las bases de datos. 

4.2.2 ESTUDIO DE LA ASOCIACIÓN DE POLIMORFISMOS DEL GEN WDR3 

CON EL CÁNCER DE TIROIDES 
Para estudiar la implicación del gen WDR3 en la susceptibilidad al cáncer de 

tiroides  hemos realizado un estudio de asociación caso-control en dos etapas. En la 

primera etapa, se genotiparon diez SNPs que abarcan el gen WDR3 y sus región 

adyacente 5´ y 3´. La población española estudiada consistió en 157 casos con una edad 

media de  44,44 ± 14,52, de los cuales 118 eran mujeres (75,1%) y 39 eran hombres 

(24,9%). Los controles fueron 118 individuos de una edad media de 39,7 ± 13,44, 

siendo 78 mujeres (66,1%) y 40 hombres (33,9%). En la segunda etapa del estudio, se 

seleccionaron 3 SNPs de los 10 SNPs genotipados inicialmente y se incrementó la 

muestra inicial a 402 casos y 479 controles. Las características de la población total se 

describen en el apartado 4.1 de esta sección de Resultados (tabla 15).  

4.2.2.1 Primer estudio de asociación del gen WDR3 

El gen WDR3  solapa en su extremo 5´ con el extremo 5´ del gen GDAP2 y en su 

extremo 3´ con el extremo 3´ del gen SPAG17 (ver la figura 12). Para delimitar la 

región de susceptibilidad se seleccionaron diez SNPs que comprenden una región de 

aproximadamente 50 kb y que se encuentran en el gen WDR3, y los regiones solapantes 

en 5´ y 3´ con los genes GDAP2 y SPAG17, respectivamente. Todos los polimorfismos 

estudiados están en intrones ya que la frecuencia de los pocos polimorfismos descritos 

en exones es muy baja. La posición relativa de estos polimorfismos en la región



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Posición relativa de los 10 SNPs  estudiados de la región del gen WDR3.  Los números indican el número asignado a cada SNP, de 5´ 
a 3´ relativo al gen WDR3.   
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estudiada se muestra  en la figura 12. La elección de estos SNPs se basó en la frecuencia 

del alelo variante (>0,4). El grupo de 157 casos y 118 controles genotipado presentó una 

frecuencia de sexos diferente, 75,1% y 66,1% de mujeres, respectivamente. Por lo tanto, 

en los controles se analizó la distribución de genotipos en función del sexo, sin 

encontrar diferencias estadísticamente significativas. En la población control, el análisis 

de las frecuencias genotípicas observadas y las esperadas calculadas a partir de las 

frecuencias alélicas, mostró que todos los polimorfismos se encuentran en equilibrio de 

Hardy- Weinberg. Las frecuencias alélicas en controles fueron similares a las 

encontradas en las bases de datos, con un rango de 0,43 a 0,47 del alelo menos 

frecuente. En la tabla 16 se indican las frecuencias alélicas del alelo menos frecuente o 

variante (MAF) para cada uno de los polimorfismos. También se muestran las 

frecuencias genotípicas en la población control y de pacientes con cáncer de tiroides y la 

estima del riesgo mediante los valores de odds ratio (OR) ajustadas con el sexo y la 

edad. Las frecuencias alélicas no muestran diferencias estadísticamente significativas 

entre las frecuencias alélicas de  controles y de pacientes en los 10 polimorfismos 

estudiados. A partir de las frecuencias genotípicas se analizó la posible asociación de 

cada polimorfismo con la susceptibilidad al cáncer de tiroides, mediante una regresión 

logística y siguiendo un modelo de herencia codominante. Ninguno de los 

polimorfismos estudiados mostró asociación con la susceptibilidad al cáncer de tiroides. 

Sin embargo, se observa,  para todos los SNPs, un aumento de la frecuencia del 

genotipo homocigoto del alelo variante en el grupo de  pacientes respecto al control, 

aunque las ORs no alcanzan la significación estadística. 

El análisis del desequilibrio  de ligamiento entre los diferentes SNPs en estudio 

reveló que todos los SNPs estudiados están en el mismo bloque de ligamiento  (figura 

13). De la misma forma, la base de datos de HapMap muestra un solo bloque de 

ligamiento en la región que abarca los SNPs estudiados. 

Teniendo en cuenta que todos los SNPs estudiados están en desequilibrio de 

ligamiento  se realizó un análisis de haplotipos combinando los diez SNPs estudiados y 

se estimó el riesgo asociado a dichos haplotipos. Cuatro de los haplotipos representaron 

más de 95% de los individuos, el resto de haplotipos con frecuencia menor a 1% se 

designaron como otros. Los resultados se recogen en la tabla 17. En la estima del riesgo, 

se formó el haplotipo I como referencia por su mayor frecuencia. 
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Tabla 16. Frecuencias alélicas y genotípicas y odds ratio ajustadas con el sexo y la edad 
según un modelo de herencia codominante de 10 SNPs en la región del gen WDR3. 

 MAF      

SNP Controles Pacientes Genotipo Controles Pacientes Odds Ratio  

 N=118 N=157  N (%) N (%) (IC 95%) P 

1 rs4233455  0,45 0,50 C/C 33 (29,2) 40 (26,3) 1,00  

    C/T 58 (51,3) 71 (46,7) 1,05 (0,50-2,22)  

    T/T 22 (19,5) 41 (27,0) 1,54 (0,63-3,78) 0,57 
 
2 rs2208375 0,47 0,51 G/G 31 (27,2) 38 (25,0) 1,00  

    G/A 58 (50,9) 72 (47,4) 1,05 (0,49-2,24)  

    A/A 25 (21,9) 42 (27,6) 1,42 (0,58-3,50) 0,70 
 
3 rs3754127 0,44 0,45 C/C 35 (29,7) 48 (32,0) 1,00  

    C/T 63 (53,4) 68 (45,3) 0,78 (0,38-1,61)  

    T/T 20 (16,9) 34 (22,7) 1,29 (0,51-3,26) 0,50 
 
4 rs1321665 0,45 0,5 A/A 33 (28,9) 38 (26,2) 1,00  

    A/C 60 (52,6) 68 (46,9) 1,30 (0,61-2,79)  

    C/C 21 (18,4) 39 (26,9) 1,63 (0,64-4,14) 0,58 
 
5 rs6680844  0,45 0,5 C/C 33 (28,9) 40 (26,9) 1,00  

    C/T 60 (52,6) 68 (45,6) 1,05 (0,50-2,20)  

    T/T 21 (18,4) 41 (27,5) 1,81 (0,74-4,44) 0,33 
 
6 rs3765501 0,46 0,5 G/G 33 (28,4) 41 (26,4) 1,00  

    G/A 60 (51,7) 73 (47,1) 1,10 (0,53-2,31)  

    A/A 23 (19,8) 41 (26,4) 1,59 (0,65-3,89) 0,56 
 
7 rs1321666 0,45 0,5 T/T 33 (28,9) 40 (27,2) 1,00  

    T/C 59 (51,8) 68 (46,3) 1,02 (0,48-2,15)  

    C/C 22 (19,3) 39 (26,5) 1,49 (0,61-3,64) 0,60 
 
8 rs4658973  0,43 0,45 T/T 35 (30,7) 47 (32,4) 1,00  

    T/G 60 (52,6) 65 (44,8) 0,86 (0,41-1,78)  

    G/G 19 (16,7) 33 (22,8) 1,36 (0,53-3,54) 0,58 
 
9 rs6685906  0,45 0,51 T/T 33 (29,2) 40 (26,3) 1,00  

    T/G 58 (51,3) 70 (46,0) 1,08 (0,51-2,29)  

    G/G 22 (19,5) 42 (27,6) 1,59 (0,65-3,89) 0,54 
 
10 rs6678671 0,46 0,51 T/T 33 (28,4) 40 (26,1) 1,00  

    T/C 60 (51,7) 71 (46,4) 1,08 (0,51-2,28)  

      C/C 23 (19,8) 42 (27,4) 1,70 (0,69-4,17) 0,43 

MAF: Frecuencia del alelo menos frecuente. 
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Figura 13. Desequilibrio de ligamiento entre los diferentes SNPs estudiados utilizando 
nuestros datos de genotipado. Se señala los valores de r2 y la posición relativa de cada 
SNP. 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

Tabla 17. Distribución de haplotipos en el gen WDR3 y su asociación con cáncer de tiroides. 

           Frecuencia de haplotipos   

 SNPs Controles Pacientes Odds ratio  
Haplotipo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 N=118 N=157 (IC 95%) P 
I C G C A C G T T T T 0,5203 0,4672 1 --- 
II T A T C T A C G G C 0,4231 0,4398 1,18 (0,74 - 1,87) 0,49 
III T A C C T A C T G C 0,0254 0,0464 3,23 (0,90 - 11,61) 0,073 
IV C A C A C G T T T T 0,0178 0,0296 1,48 (0,34 - 6,44) 0,61 
Otros                     0,0134 0,017 --- --- 
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Se observa que el haplotipo III muestra una frecuencia mayor en pacientes que 

en controles, con un incremento de riesgo al cáncer de tiroides aunque no alcanza la 

significación estadística (OR = 3,23,  IC 95% = 0,90-11,61, P = 0,073). Cabe destacar 

que el haplotipo III presenta el mismo alelo que el haplotipo I para los SNPs 3 y 8, 

mientras que contiene el alelo variante para los SNPs 1, 2, 4 , 5, 6 , 7, 9 y 10 y apuesto a 

los alelos del haplotipo I en estas posiciones, haplotipo III: T-A-C-C-T-A-C-T-G-C y 

haplotipo I: C-G-C-A-C-G-T-T-T-T. 

Teniendo en cuenta la información anterior, se seleccionó la combinación de los 

SNPs 3-6-8 y se analizó de nuevo para ver la asociación de éstos haplotipos con el 

cáncer de tiroides. Los resultados fueron idénticos a los obtenidos con la combinación 

de los diez SNPs. A partir de esta observación, se seleccionaron los SNPs 3, 6 y 8 como 

SNPs marcadores para los análisis de asociación de haplotipos del gen WDR3 con el 

cáncer de tiroides. 

4.2.2.2 Segundo estudio de asociación del gen WDR3 

Para confirmar el posible papel de WDR3 en la incidencia del cáncer de tiroides 

se aumentó el poder del estudio inicial incrementando el tamaño de la muestra de 

nuestra población estudiada a 402 casos y 479 controles. En esta nueva población la 

distribución de sexos era de 77,6% y 59,1% de mujeres en el grupo de pacientes y 

controles, respectivamente (P< 0,0001). Sin embargo, la distribución de genotipos 

dentro de sexos para el grupo control no mostró diferencias significativas. Por lo tanto, 

la diferente proporción de sexos entre pacientes y controles no afecta al análisis de 

asociación. Se genotiparon los polimorfismos: rs3754127, rs3765501 y rs4658973, 

correspondientes a los SNPs 3, 6 y 8, respectivamente, seleccionados como SNPs 

marcadores para el análisis de asociación de haplotipos del gen WDR3 con el cáncer de 

tiroides (ver apartado 4.2.2.1).  

En la tabla 18 se muestran los resultados del estudio de asociación de los tres 

polimorfismos con la susceptibilidad al cáncer de tiroides y la frecuencia del alelo 

menos frecuente en casos y controles. 

En el grupo control el análisis de las frecuencias genotípicas observadas y las 

esperadas calculadas a partir de las frecuencias alélicas  mostró que todos los SNPs 

están en equilibrio de Hardy-Weinberg. Como en el estudio inicial de asociación, al 

examinar las frecuencias alélicas y las frecuencias genotipicas, no se observaron 
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diferencias estadísticamente significativas entre controles y pacientes, en cada uno de 

los polimorfismos analizados. 

Tabla 18. Frecuencias alélicas y genotípicas y odds ratio ajustados con el sexo y la edad 
según un modelo de herencia codominante. 

 MAF      

SNP Controles Pacientes Geno- Controles Pacientes Odds Ratio  

  N=479 N=402 tipo N (%) N (%) (IC 95%) P 

3 rs3754127 0,43 0,43 C/C 156 (32,8) 131 (33,0) 1  

   C/T 230 (48,3) 190 (47,9) 1,01 (0,72-1,42)  

   T/T 90 (18,9) 76 (19,1) 1,12 (0,72-1,73) 0,87 
 

6 rs3765501 0,45 0,47 G/G 138 (32,2) 112 (31,2) 1  

   G/A 194 (45,3) 154 (42,9) 0,99 (0,68-1,44)  

   A/A 96 (22,4) 93 (25,9) 1,45 (0,94-2,25) 0,15 
 

8 rs4658973 0,42 0,43 T/T 154 (34,0) 131 (33,9) 1  

   T/G 213 (47,0) 180 (46,6) 1,02 (0,72-1,44)  

    G/G 86 (19,0) 75 (19,4) 1,18 (0,76-1,83) 0,74 

MAF: Frecuencia del alelo menos frecuente. 

En el grupo de controles el análisis de las frecuencias genotípicas observadas y 

las esperadas calculadas a partir de las frecuencias alélicas  mostró que todos los SNPs 

están en equilibrio de Hardy-Weinberg. Como en el estudio inicial de asociación, al 

examinar las frecuencias alélicas y las frecuencias genotipicas, no se observaron 

diferencias estadísticamente significativas entre controles y pacientes, en cada uno de 

los polimorfismos analizados. 

Dado que los polimorfismos estudiados forman parte del mismo bloque de 

ligamiento como se muestra en la figura 13  y confirmado también en esta segunda fase 

del análisis, se realizó el estudio de haplotipos de los tres SNPs estudiados. En la tabla 

19 se muestra la distribución de haplotipos en controles y pacientes. De acuerdo con 

nuestros resultados iniciales, se observa que el haplotipo C-A-T (se corresponde con el 

haplotipo III del primer estudio) muestra una distribución diferente en casos y controles. 

El riesgo de cáncer de tiroides estimado para este haplotipo casi alcanzó la significación 

estadística (OR = 1,85, IC 95% = 0,97-3,55, P = 0,063). La estratificación de los datos 

de haplotipos por tipo de cáncer de tiroides papilar o folicular, reveló una asociación 



 

 

 

 

 

Tabla 19. Análisis de haplotipos de los SNPs 3, 6 y 8, en controles, en el grupo total de pacientes de cáncer de tiroides y en  pacientes de cáncer 
papilar y folicular.  

PTC. Pacientes con cáncer papilar.  
FTC. Pacientes con cáncer folicular.

Haplotipo 
Frecuencia del 

haplotipo         

SNPs Controles Pacientes Odds ratio  PTC Odds ratio  FTC Odds ratio  

3 6 8 N=479 N=402 (IC 95%) P N=339 (IC 95%) P N=59 (IC 95%) P 

C G T 0,5428 0,527 1 --- 0,5268 1 --- 0,5127 1 --- 

T A G 0,4295 0,4303 1,08 (0,87 - 1,34) 0,49 0,4307 1,09 (0,86 - 1,37) 0,48 0,4407 1,11 (0,69 - 1,78) 0,68 

C A T 0,0255 0,0401 1,85 (0,97 - 3,55) 0,063 0,0395 2,00 (1,02 - 3,92) 0,044 0,0466 1,44 (0,38 - 5,45) 0,59 

Otros 0,0022 0,0026 --- --- 0,0030 --- --- 0,0000 --- --- 
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significativa entre el haplotipo C-A-T y el cáncer papilar (OR = 2,00, IC 95% = 1,05-

3,92, P = 0,044). Esta asociación seguramente es un reflejo de los datos no estraficados, 

ya que la falta de asociación de haplotipo C-A-T con el cáncer folicular probablemente 

es debida al número bajo de pacientes con cáncer folicular (N=59).  

A continuación se estudió si existe relación entre los haplotipos de WDR3 con  

las características clínicopatologicas en el grupo de pacientes. Las frecuencias de los 

distintos haplotipos para cada una de las características edad, sexo y tipo de cáncer se 

comparó mediante test   χ2 y los resultados se muestran en la tabla 20. No se observaron 

diferencias en la distribución de haplotipos por género o por tipo de cáncer de tiroides, 

papilar y folicular. Sin embargo, la distribución de haplotipos fue diferente entre los 

pacientes con edad de diagnóstico ≤ 45 años y  > 45 años (P = 0,0192). 

Tabla 20. Relación de haplotipos del gen WDR3 con las características 
clínocopatologicas  en pacientes de cáncer de tiroides. 

  Frecuencia de los haplotipos  
  CGT TAG CAT P 
Edad     
>45 (N=205) 0,5779 0,3852 0,0343  
≤45 (N=194) 0,4783 0,4728 0,0465 0,0192 
Sexo     
Hombres (N=90) 0,4872 0,4722 0,0406  
Mujeres (N=312) 0,5384 0,4183 0,0400 0,4654 
Tipo de cáncer     
Folicular (N=59) 0,5127 0,4407 0,0466  
Papilar  (N=339) 0,5268 0,4307 0,0395 0,9387 
     

4.2.3 ANÁLISIS DE LA INTERACCIÓN DE WDR3 CON LA REGIÓN DE 

SUSCEPTIBILIDAD MARCADA POR EL SNP     2145418 
Como se ha mencionado anteriormente, en un estudio previo de asociación caso-

control, se mostró la relación de la región 1p12 con el cáncer de tiroides, donde los 

SNPs rs4658973 y rs2145418 marcan dos regiones de susceptibilidad independientes: el 

gen WDR3 y la región donde reside el SNP rs2145418 vacía de genes. Ambas regiones 

no muestran desequilibrio de ligamiento, lo que indica que su relación con la 

susceptibilidad al cáncer de tiroides es independiente. Por lo tanto, se decididó 

genotipar el SNP rs2145418 en la segunda fase del estudio de genotipados. En el 

presente trabajo, después del análisis de la asociación del gen WDR3 con el cáncer de 

tiroides, nos preguntamos si podría existir interacción entre el gen WDR3 y la región  

rs  
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Tabla 21. Análisis de la interacción entre los SNPs del gen WDR3 y los genotipos del 
marcador rs2145418. Odds ratio ajustadas con el sexo y la edad. 

  Controles Pacientes  
  N=479 N= 402 Odds Ratio 
  N (%) N (%) (IC 95%) 

rs2145418 rs3754127 (WDR3)    
     
 C/C 117 (24,4) 89 (22,1) 1,00 

T/T C/T 144 (30,1) 122 (30,3) 1,14 (0,78-1,66) 
 T/T 62 (12,9) 41 (10,2) 1,04 (0,63-1,71) 
     
 C/C 38 (7,9) 35 (8,7) 1,27 (0,73-2,19) 

T/G C/T 74 (15,4) 61 (15,1) 1,14 (0,73-1,78) 
 T/T 24 (5,0) 32 (7,9) 1,78 (0,97-3,27) 
     
 C/C 1 (0,2) 6 (1,4) 7,34 (0,85-63,32) 

G/G C/T 7 (1,4) 7 (1,7) 1,40 (0,47-4,23) 
 T/T 3 (0,6) 3 (0,7) 1,41 (0,27-7,44) 

P de Interacción: 0,34    
     

rs2145418 rs3765501 (WDR3)    
 G/G 104 (21,7) 75 (18,6) 1,00 

T/T G/A 121 (25,2) 93 (23,1) 1,09 (0,73-1,65) 
 A/A 69 (14,4) 53 (13,1) 1,31 (0,80-2,12) 
     
 G/G 33 (6,8) 30 (7,4) 1,37 (0,76-2,47) 

T/G G/A 66 (13,7) 54 (13,4) 1,20 (0,75-1,94) 
 A/A 23 (4,8) 37 (9,2) 2,28 (1,24-4,21) 
     
 G/G 1 (0,2) 6 (1,4) 7,88 (0,91-68,39) 

G/G G/A 6 (1,2) 7 (1,7) 1,70 (0,54-5,39) 
 A/A 3 (0,6) 3 (0,7) 1,52 (0,28-8,10) 

P de Interacción: 0,41    
     

rs2145418 rs4658973 (WDR3)    
 T/T 115 (24,0) 90 (22,3) 1,00 

T/T T/G 135 (28,1) 115 (28,6) 1,12 (0,77-1,64) 
 G/G 60 (12,5) 39 (9,7) 1,00 (0,60-1,65) 
     
 T/T 38 (7,9) 34 (8,4) 1,20 (0,69-2,09) 

T/G T/G 69 (14,4) 58 (14,4) 1,13 (0,71-1,77) 
 G/G 23 (4,8) 33 (8,2) 1,87 (1,01-3,45) 
     
 T/T 1 (0,2) 6 (1,4) 7,14 (0,83-61,65) 

G/G T/G 6 (1,2) 7 (1,7) 1,53 (0,49-4,82) 
 G/G 3 (0,6) 3 (0,7) 1,37 (0,26-7,28) 

P de Interacción: 0,32    
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marcada por el SNP rs2145418 en la susceptibilidad al cáncer de tiroides. En la tabla 21 

se muestran los resultados del análisis de la interacción entre cada uno de los SNPs del  

gen WDR3 y el SNP rs2145418, las odds ratio ajustadas con el sexo y la edad 

corresponden a las distintas combinaciones de ambos genotipos tomando como 

referencia el genotipo formado por el doble homocigoto de los alelos más frecuentes. 

A pesar de encontrar que algunas combinaciones producen valores de OR 

significativas, la interacción global da valores de P= 0,32. Así, nuestros resultados 

indican que no existe una interacción entre los SNPs del gen WDR3 y los genotipos del 

marcador rs2145418. Por lo tanto, se descarta  la posible sinergia entre estas dos 

regiones de susceptibilidad al cáncer de tiroides en el cromosoma 1p12. 

4.2.4 EXPRESIÓN DEL GEN WDR3 EN LÍNEAS CELULARES DE CÁNCER DE 

TIROIDES 
Basándonos en los estudios de asociación descritos anteriormente, nosotros 

hipotizamos que si el gen WDR3 desempeña algún papel en el desarrollo de cáncer de 

tiroides, la expresión del gen WDR3 podría estar alterada en el tejido tumoral. Para 

probar esta hipótesis, se realizó RT-PCR y análisis de western blot en una línea celular 

humana normal de tiroides  y en 9 líneas celulares humanas de cáncer de tiroides de 

diferentes tipos histológicos: dos papilar, tres folicular y cuatro carcinomas de tiroides 

anaplásico. El análisis semicuantitativo por RT-PCR se realizó amplificando los exones 

3-4 y los exones 13-15 del mRNA del gen WDR3. 

Como se muestra en la figura 14 los dos segmentos del mRNA se amplificaron 

con éxito en todas las líneas celulares analizadas. El análisis de la expresión de WDR3 

por western blot, reveló una banda de 103 kDa correspondiente a la estimación del 

tamaño de la proteina.  

La expresión de WDR3 en las líneas celulares de cáncer de tiroides fue mayor 

que en la línea normal de tiroides, excepto en CAL-62 (figura 14). En la figura 14A y B 

se puede observar una correlación de la señal de western blot con la amplificación por 

RT-PCR del exón 3-4 del cDNA del WDR3. La cuantificación de la señal de western 

blot mostró un aumento relativo de la expresión del WDR3 en las células de cáncer de 

tiroides, con un rango de 6 a 109 veces (ver la tabla 22 y figura 15). Estos resultados 

muestran que la expresión del gen WDR3 está alterada en las células de cáncer de 

tiroides y sugieren la posible implicación del gen WDR3 en la tumorogénesis del 

tiroides. 
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Figura 14. Expresión de WDR3 en líneas celulares de cáncer de tiroides. (A) Análisis 
semicuantitavo por RT-PCR utilizando β-actina como control interno de la reacción   
(B) Análisis de la expresión de la proteína del WDR3 mediante western blot, utilizando 
la vinculina como control. PTC, líneas celulares de cáncer papilar. FTC, líneas celulares 
de cáncer folicular. ATC, líneas celulares de cáncer anaplásico. S11N, línea celular de 
tejido normal de tiroides. 

Tabla 22.  Cuantificación de la señal de western blot  para la proteína WDR3. Se 
muestra el cociente WDR3/Vinculina y la ratio de la expresión en función de la línea 
celular normal S11N. 

Línea celular WDR3/Vinculina Ratio 
NORMAL S11N          0,07           1,00    

PAPILARES 
 
TPC-1          0,40           6,00    

 B-CPAP          0,74         11,23    

FOLICULARES 
 
ML-1          1,92         29,08    
WRO          0,54           8,17    

 
CGTH-W-1          7,23       109,29    

ANAPLÁSICAS 
 
FRO          1,34         20,31    
8305C          1,00         15,09    
8505C          1,81         27,43     
CAL-62          0,20           3,08    

117 kDa 

103 kDa 

 

Vinculina 

WDR3 

WDR3 
exón 3-4 
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Figura 15. Representación grafica de la expresión de WDR3 relativa a la línea celular 
normal S11N. 

4.2.5 ANÁLISIS DE LA METILACIÓN EN EL PROMOTOR DEL GEN WDR3 
Las alteraciones en los patrones normales de metilación del DNA están 

asociadas con muchos tipos de cáncer. Cambios en la transcripción génica debidos a la 

hipermetilación o hipometilación de islas CpG en sus promotores son claves en el 

proceso tumorigénico. Dadas las diferencias encontradas a nivel transcripcional en el 

gene WDR3, se  realizó un análisis del grado de metilación de la región promotora de 

este gen en las líneas celulares utilizadas en el análisis de expresión descrito 

anteriormente. Para ello, se modificó el DNA con bisulfito sódico, se amplificaron por 

PCR las regiones a analizar y se secuenciaron. La modificación con bisulfito sódico está 

basada en la diferente sensibilidad de la citosina y la 5-metilcitosina a la desaminación 

por bisulfito en condiciones ácidas. En este proceso la citosina no metilada se convierte 

en uracilo, mientras que la 5-metilcitosina no reacciona, permaneciendo como citosina.  

En la figura 16 se representa la región 5´ del gen WDR3 con una isla CpG de 

1400 pb. Se indica también las dos regiones analizadas. La isla CpG de 1400 bp 

contiene 96 sitios CpG. Se analizaron dos regiones: la región 1 con 34 sitios CpG y la 

región 2 con 32 sitios CpG. 
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Figura 16. Las dos regiones analizadas del promotor del gen WDR3 para metilación.  
La región 1 de 34 islas CpG y la región 2 de 32 islas CpG. 

La metilación de las regiones 1 y 2 en las distintas líneas celulares analizadas se 

muestra en la figura 17. Se observa que ambos regiones se encuentran no metiladas de 

forma generalizada en todas las líneas celulares, indicando que no existen diferencias en 

el grado de metilación entre las mismas, por lo que otros factores serán los responsables 

de la expresión diferencial del gen WDR3 en las líneas celulares de cáncer de tiroides 

analizadas.  

 

Figura 17. Grado de metilación de la isla CpG en el promotor del gen WDR3. 
    Representa un sitio CpG no metilado.                
    Representa un sitio CpG metilado. 
PTC: líneas celulares de tipo papilar. 
FTC: líneas celulares de tipo folicular. 
ATC: líneas celulares de tipo anaplásico. 

Región 1 

Región 2 

 

Región 1 

Región 2 

5´ WDR3 



Resultados 

 

72 

4.3 ESTUDIO DE ASOCIACIÓN DE LA REGIÓN 8   CON CÁNCER DE TIROIDES 

Según se ha indicado en la introducción, el cromosoma 8q se ha relacionado con 

el riesgo de diferentes tipos de cáncer, incluyendo el cáncer de tiroides. Teniendo en 

cuenta estos datos, en este trabajo se determina la implicación del cromosoma 8q en la 

susceptibilidad al cáncer de tiroides, mediante un estudio de asociación caso-control de 

una población española. 

4.3.1 GENOTIPADO DE SIETE POLIMORFISMOS DE LA REGIÓN 8 Y 

ANÁLISIS DE LA ASOCIACIÓN AL CÁNCER DE TIROIDES  
En el estudio de asociación caso-control se seleccionaron siete polimorfismos 

del cromosoma 8q: rs4129682 y rs7823804 se encuentran en el gen TRHR ubicado en 

8q23; los SNPs rs180223, rs853326 y rs2076740 en el gen TG que se encuentran en 

8q24. Se estudiaron dos SNPs adicionales, rs6983267 y rs1447295 localizados en 8q24, 

que han sido descritos como marcadores de riesgo en diferentes tipos de cáncer, 

incluyendo el cáncer de tiroides. Más información de los SNPs de la región 8q 

utilizados en este estudio se encuentra en la tabla 23. 

Tabla 23. SNPs estudiados de la región 8q. 

     Polimorfismo 
SNP posicióna Locus Alelos en el gen 
rs4129682  110191315 TRHR C/T Intron 1 
rs7823804  110198554 TRHR G/T Intron 1 
 
rs6983267 128482487 8q24 G/T NA 
rs1447295 128554220 8q24 A/C NA 
 
rs180223   133969434 TG G/T Ser734Ala 
rs853326  133979156 TG C/T Met1028Val 
rs2076740  134053240 TG C/T Arg1999Trp 

aPosición según la base de datos UCSC Genome Bioinformatics,  
NA. No aplicable. 

Los siete polimorfismos mencionados se analizaron en la población de pacientes 

y controles descrita en el apartado 4.1 de resultados (Tabla 15). En total se genotiparon 

479 controles y 402 pacientes para cada uno de los siete SNPs.  En la población control, 

el análisis de las frecuencias genotípicas observadas y las esperadas calculadas a partir 

de las frecuencias alélicas indica  que todos los polimorfismos se encuentran en 

equilibrio de Hardy-Weinberg, excepto el rs6983267 (P=0,01). Por lo tanto, las 

q  

 q 
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frecuencias alélicas de rs6983267 se han comparado mediante el test de tendencia de 

Armitage. Esto no afecta a la comparación de las frecuencias genotípicas mediante 

regresión logística en el que no influye el equilibrio de Hardy-Weinberg. Como queda 

recogido en la tabla 15 del apartado 4.1 de Resultados, las frecuencias de distribución de 

sexos son diferentes entre controles y pacientes. Por lo tanto, en controles hemos 

analizado la distribución de genotipos en función de esta variable. En este análisis no 

hemos encontrado diferencias estadísticamente significativas. 

En la tabla 24 se indican las frecuencias alélicas del alelo menos frecuente o 

variante (MAF) para los siete SNPs estudiados. También, se muestran las frecuencias 

genotípicas en la población de controles y pacientes con cáncer de tiroides y la estima 

del riesgo mediante los valores de odds ratio ajustados con el sexo y la edad. 

Las frecuencias alélicas muestran diferencias estadísticamente significativas 

entre las controles y pacientes para los polimorfismos rs180223 y rs853326 que se 

encuentran en los exones 10 y 12 del gen TG, respectivamente (P<0,01). Para el resto 

de los SNPs no se encontraron diferencias estadísticamente significativas en las 

frecuencias alélicas entre los controles y pacientes. 

A partir de las frecuencias genotípicas se analizó la posible asociación de cada 

polimorfismo con el cáncer de tiroides mediante una regresión logística y siguiendo un 

modelo de herencia codominante. Los polimorfismos rs180223 y rs853326 del gen TG 

mostraron una clara asociación, estadísticamente significativa, con el cáncer de tiroides 

(ver tabla 24). Este resultado concuerda con la diferencia en la frecuencia alélica entre 

pacientes y controles para estos marcadores. Además, se observa la presencia de una 

sola copia del alelo variante es suficiente para conferir riesgo al cáncer de tiroides. 

En concreto para el marcador rs180223, los genotipos GT y TT muestran un 

valor de odds ratio 1,80 (IC 95% = 1,27-2,55) y 1,87 (IC 95% = 1,21-2,89), 

respectivamente (P=0,001). Lo que indica que tomando como referencia los individuos 

con genotipo GG, los individuos portadores del alelo variante T (una o dos copias) 

presentan el mismo riesgo elevado de cáncer de tiroides y sugiere un efecto dominante 

del polimorfismo. De la misma manera, los genotipos CT y TT del polimorfismo 

rs853326 muestran un valor de odds ratio 1,80 (IC 95% = 1,28-2,55) y 1,85 (IC 95% = 

1,20-2,87), respectivamente (P=0,0014). Lo que indica que el efecto de riesgo del alelo 

variante T, también sigue un modelo dominante. El tercer marcador de TG analizado 

(rs2076740) no muestra una asociación estadísticamente significativa. 



 

 

Tabla 24. Frecuencias alélicas, distribución de genotipos y odds ratio ajustadas con el sexo y la edad, según un modelo de herencia codominante 
de siete SNPs en cromosoma 8q. 

  MAF       
SNP  Controles Pacientes  Genotipo Controles Pacientes Odds Ratio  
   N=479 N=402 Pa  N (%) N (%) (IC 95%) P 
TRHR         
 rs4129682  0,48 0,47 0,91 C/C 127 (26,9) 100 (25,1) 1,00  
    C/T 240 (50,9) 217 (54,5) 1,05 (0,73-1,50)  
    T/T 105 (22,2) 81 (20,4) 0,88 (0,57-1,37) 0,68 
 rs7823804  0,36 0,35 0,56 T/T 186 (39,4) 165 (41,5) 1,00  
    T/G 233 (49,4) 190 (47,7) 0,84 (0,61-1,15)  
    G/G 53 (11,2) 43 (10,8) 0,88 (0,53-1,48) 0,55 
8q24         
rs6983267 0,47 0,47 0,81b G/G 142 (30,7) 115 (29,4) 1,00  
    G/T 204 (44,1) 188 (48,1) 1,10 (0,77-1,57)  
    T/T 117 (25,3) 88 (22,5) 0,97 (0,64-1,47) 0,77 
rs1447295 0,07 0,08 0,33 C/C 414 (86,8) 335 (84,8) 1,00  
    C/A 60 (12,6) 55 (13,9) 1,03 (0,66-1,60)  
    A/A 3 (0,6) 5 (1,3) 2,33 (0,44-12,33) 0,59 
TG         
rs180223   0,40 0,47 <0,01 G/G 177 (37,3) 109 (27,6) 1,00  
(Ser734Ala)    G/T 214 (45,1) 199 (50,4) 1,80 (1,27-2,55)  
    T/T 83 (17,5) 87 (22,0) 1,87 (1,21-2,89) 0,001 
rs853326  0,40 0,47 <0,01 C/C 178 (37,5) 110 (27,6) 1,00  
(Met1028Val)    C/T 213 (44,9) 201 (50,5) 1,80 (1,28-2,55)  
    T/T 83 (17,5) 87 (21,9) 1,85 (1,20-2,87) 0,001 
rs2076740  0,39 0,37 0,36 C/C 172 (38,0) 153 (40,9) 1,00  
(Arg1999Trp)    C/T 210 (46,5) 167 (44,6) 0,87 (0,62-1,22)  
     T/T 70 (15,5) 54 (14,4) 0,90 (0,56-1,45) 0,71 

a test de χ2. 
b test de tendencia de Armitage. 
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Como se acaba de indicar, el riesgo estimado para los polimorfismos rs180223 y 

rs853326 del gen TG es el mismo para los homocigotos del alelo variante que para los 

heterocigotos, lo que indica un modelo de herencia dominante. Por lo tanto, se utilizó 

este modelo de herencia para evaluar el riesgo asociado a estos polimorfismos y después 

de la estratificación del grupo de pacientes según el tipo de cáncer de tiroides, papilar 

(PTC) o folicular (FTC). Como se muestra en la tabla 25, para los dos polimorfismos se 

observó una asociación estadísticamente significativa de los portadores del alelo 

variante con el cáncer de tiroides, y con el cáncer papilar y folicular por separado. 

Además, la estimación de riesgo para el grupo total de pacientes (rs180223 OR = 1,82, 

IC 95% = 1,31-2,52, P<0,001; rs853326 OR = 1,82, IC 95% = 1,31-2,52, P<0,001) y 

para los subgrupos de pacientes por separado, PTC (rs180223 OR = 1,73, IC 95% = ,23-

2,44, P= 0,001; rs853326 OR = 1,73, IC 95% = 1,23-2,44, P= 0,001) y FTC (rs180223 

OR = 2,45, IC 95% = 1,17-5,13, P= 0,01; rs853326 OR = 2,50, IC 95% = 1,19-5,22, 

P=0,01), fueron similares. A continuación, el análisis de haplotipos resultante de la 

combinación de los SNPs de riesgo del gen  TG, rs180223 (Ser734Ala) y rs853326 

(Met1028Val) revela sólo dos haplotipos de los 4 haplotipos posibles. Como se muestra 

en la tabla 26, el haplotipo formado por los dos alelos variantes, TT, presentó una 

distribución  diferente entre casos y controles con una OR estadísticamente significativa 

de 1,41 (IC 95% = 1,14-1,75, P= 0,001) para el grupo total de pacientes. En el grupo de 

pacientes con  cáncer papilar las ORs del haplotipo de riesgo TT fueron similares a las 

encontradas en la población total de pacientes 1,39 (IC 95% = 1,11-1,74, P<0,01). En el 

grupo de pacientes con el cáncer folicular el haplotipo TT no mostró una relación 

estadísticamente significativa con este tipo de cáncer, probablemente debido al número 

reducido de los pacientes con cáncer folicular (N=59). 

Cabe señalar que la combinación de los dos alelos de riesgo no modificada el 

riesgo estimado para cada locus, por lo que en los casos y los controles la distribución 

del haplotipo TT es equivalente a la distribución del alelo variante de cada 

polimorfismo (ver la tabla 25 y la tabla 26 para comparar). 

Seguidamente, se analizó la posible interacción del marcador rs180223 (exones 

10-12) y el marcador rs2076740 (exón 33). En este análisis no se detectaron 

interacciones (P= 0,39). 



 

 

Tabla 25. Distribución de genotipos y estimación del riesgo de los SNPs rs180223 y rs853326 de acuerdo con el modelo dominante. 

Gentipos de 
TG  Controles Pacientes         
SNP Genotipos N (%) N (%) Odds Ratio  PTC Odds Ratio  FTC Odds Ratio  
  N=479 N=402 (IC 95%) P N=339 (IC 95%) P N=59 (IC 95%) P 
rs180223   G/G 177(37,3) 109(27,6) 1,00  94(28,1) 1,00  15(25,4) 1,00  
(Ser734Ala) G/T-T/T 297(62,7) 286(72,4) 1,82 (1,31-2,52) <0,001 240(71,9) 1,73 (1,23-2,44) 0,001 44(74,6) 2,45 (1,17-5,13) 0,01 
            
rs853326  C/C 178(37,5) 110(27,6) 1,00  95(28,2) 1,00  15(25,4) 1,00  
(Met1028Val) C/T-T/T 296(62,5) 288(72,4) 1,82 (1,31-2,52) <0,001 242(71,8) 1,73 (1,23-2,44) 0,001 44(74,6) 2,50 (1,19-5,22) 0,01 
            

PTC. Pacientes con el cáncer papilar. 
FTC. Pacientes con el cáncer folicular. 
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Tabla 26. Distribución de haplotipos de la combinación de los SNPs rs180223 y rs853326 y estimación del riesgo. 

PTC. Pacientes con el cáncer papilar. 
FTC. Pacientes con el cáncer folicular.
 

 

 

Haplotipos de TG Controles Pacientes Odds Ratio  PTC Odds Ratio  FTC Odds Ratio  
rs180223 rs853326 N=479 N=402 (IC 95%) P N=339 (IC 95%) P N=59 (IC 95%) P 

G C 0,5998 0,5311 1,00 --- 0,531 1,00 --- 0,5169 1,00 --- 
T T 0,4002 0,4689 1,41 (1,14-1,75) 0,001 0,469 1,39 (1,11-1,74) <0,01 0,4831 1,43 (0,92-2,24) 0,11 
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Para determinar si existe una relación entre los marcadores de riesgo de TG y el 

sexo y la edad, se estimó el riesgo de los polimorfismos rs180223 y rs853326 en 

mujeres y  hombres y según  la edad de diagnóstico. Los resultados se muestran en la 

tabla 27, donde se puede observar que en las mujeres, las ORs fueron significativas en 

los dos polimorfismos, independientemente de la edad al momento del diagnóstico. 

Tendencias similares se observaron en los hombres menores de 45 años. Sin embargo, 

en los hombres mayores de 45 años los marcadores de riesgo de TG no mostraron 

asociación con el cáncer de tiroides.  

 

 

.



 

 

 

 

Tabla 27. Los genotipos de los  SNPs rs180223 y rs853326 y el riesgo del cáncer de tiroides en mujeres y hombres y según la edad del 
diagnóstico. 

 <45  ≥≥≥≥45    
SNP Genotipo Controles  Pacientes  Odds Ratio   Pa  Controles Pacientes Odds Ratio   Pa 

    ( 95% IC)       ( 95% IC)   
Mujeres  N=164 N=153    N=119 N=154   

rs180223 G/G 74 (45,7) 49 (32,2) 1,00   42 (35,6) 38 (24,8) 1,00  
(Ser734Ala) G/T-T/T 88 (54,3) 103 (67,8) 1,77 (1,12-2,80) 0,01  76 (64,4) 115 (75,2) 1,67 (0,99-2,83) 0,05 

           
rs853326 C/C 74 (45,7) 49 (32,0) 1,00   43 (36,4) 38 (24,7) 1,00  

(Met1028Val) C/T-T/T 88 (54,3) 104 (68,0) 1,78 (1,13-2,83) 0,01  75 (63,6) 116 (75,3) 1,75 (1,04-2,96) 0,04 
           
Hombres  N=89 N=39    N=107 N=50   

rs180223 G/G 31 (35,2) 8 (20,5) 1,00   30 (28,3) 14 (28,6) 1,00  
(Ser734Ala) G/T-T/T 57 (64,8) 31 (79,5) 2,11 (0,86-5,14) 0,09  76 (71,7) 35 (71,4) 0,99 (0,47-2,09) 0,97 

           
rs853326 C/C 31 (35,6) 8 (20,5) 1,00   30 (28,0) 15 (30,0) 1,00  

(Met1028Val) C/T-T/T 56 (64,4) 31 (79,5) 2,15 (0,88-5,24) 0,08   77 (72,0) 35 (70,0) 0,91 (0,43-1,90) 0,80 
a
 valor de P se corresponde con el modelo dominante.      

N. número de individuos.          
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4.3.2 INTERACCIÓN DEL GEN  TG CON LOS GENES  THRA Y THRB 
La tiroglobulina (TG) es la precursora de las hormonas tiroideas. A su vez la 

acción de la hormona tiroidea T3 en los tejidos dianas tiene lugar mediante su 

interacción con los receptores de la hormona tiroidea (THRA y THRB). Los THR son 

factores de transcripción que tras su unión con T3 reconocen secuencias especificas del 

DNA, los elementos de respuesta a la hormona tiroidea (TREs), regulando la 

transcripción de los genes diana de la hormona (Jansen et al., 2005).  

Dada la relación funcional entre la hormona tiroidea T3 y los receptores de la 

hormona tiroidea, en este estudio analizamos la posible interacción del gen TG  y los 

genes THRA y THRB en la susceptibilidad al cáncer de tiroides.   

En un estudio paralelo en nuestro laboratorio se analizó la asociación de un SNP 

de THRA (rs939348) y tres SNPs de THRB (rs3752874, rs826377 y rs844107) con 

cáncer de tiroides, donde el SNP rs939348 del gen THRA mostraba un aumento de 

riesgo de cáncer tiroides con una OR estadísticamente significativa de 1,79 (IC 95% 

=1,02-3,13, P=0,039) considerando el modelo dominante. Por el contrario, ninguno de 

los SNPs analizados del gen THRB mostró asociación con cáncer de tiroides.  

Los estudios de interacción realizados en este trabajo comprenden dos 

marcadores del gen TG: el marcador rs180223 (exones 10-12) y el marcador rs2076740 

(exón 33) y los marcadores rs939348 (THRA) y rs3752874, rs826377 y rs844107 

(THRB). En las tablas 28 y 29 se muestran los resultados del análisis de la interacción 

de los SNPs de TG rs180223 y rs2076740, respectivamente, y los SNPs de THRA y 

THRB. Las odds ratio ajustadas con el sexo y la edad corresponden a las distintas 

combinaciones de genotipos tomando como referencia al genotipo doble homocigoto de 

los alelos más frecuentes. Nuestros resultados indican que no existe interacción entre el 

marcador del gen TG rs180223 y los SNPs de THRB y THRA estudiados (P>0,05). Sin 

embargo, se evidenció la interacción del SNP rs2076740 de TG con el SNP rs3752874 

del exón 7 del gen THRB (P=0,049) y con el SNP rs844107 que se encuentra en la 

región 3´ UTR de este gen, aunque en este caso, sin alcanzar la significación estadística 

(P=0,053). 

Cabe señalar que tanto el marcador rs2076740 de TG como los marcadores 

rs3752874 y rs844107 de THRB no mostraron asociación con el cáncer de tiroides de 

forma individual. Para el resto de los SNPs de THRA y THRB estudiados, no se 

detectaron interacciones con el marcador rs2076740. 
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Tabla 28. Análisis de la interacción entre el SNP rs180223 del gen TG y los SNPs de 
THRA y THRB. Odds ratio ajustadas con sexo y edad. 

   
  

Controles 
N=479 

Pacientes 
N= 402 Odds Ratio 

  N (%) N (%) (IC 95%) 
rs180223 (TG) rs3752874 (THRB)    

 C/C 116 (24,32) 76 (18,91) 1,00 
G/G C/T 56 (11,74) 31 (7,71) 0,79 (0,46-1,35) 

 T/T 4 (0,84) 2 (0,50) 0,97 (0,17-5,65) 
C/C 152 (31,87) 145 (36,07) 1.51 (1.04-2.20) 

G/T C/T 59 (12,37) 52 (12,94) 1,45 (0,89-2,35) 
 T/T 3 (0,63) 1 (0,25) 0,49 (0,05-5,00) 
 C/C 62 (13,00) 65 (16,17) 1,69 (1,06-2,68) 

T/T C/T 19 (3,98) 20 (4,98) 1,71 (0,84-3,47) 
 T/T 2 (0,42) 2 (0,50) 1,16 (0,16-8,45) 

P de Interacción: 0,9    
     

rs180223 (TG) rs826377 (THRB)    
 T/T 124 (26,00) 76 (18,91) 1,00 

G/G T/C 44 (9,22) 29 (7,21) 1,06 (0,61-1,85) 
 C/C 9 (1,89) 4 (1,00) 0,62 (0,18-2,12) 
 T/T 138 (28,93) 128 (31,84) 1,58 (1,08-2,31) 

G/T T/C 69 (14,47) 64 (15,92) 1,60 (1,02-2,53) 
 C/C 6 (1,26) 6 (1,49) 1,97 (0,59-6,55) 
 T/T 55 (11,53) 55 (13,68) 1,78 (1,10-2,89) 

T/T T/C 26 (5,45) 31 (7,71) 1,91 (1,04-3,50) 
 C/C 2 (0,42) 1 (0,25) 0,83 (0,07-9,56) 

P de Interacción: 0,92    
     

rs180223 (TG) rs844107 (THRB)    
 A/A 65 (13,63) 39 (9,70) 1,00 

G/G A/G 78 (16,35) 52 (12,94) 1,15 (0,67-1,97) 
 G/G 31 (6,50) 17 (4,23) 0,86 (0,41-1,77) 
 A/A 79 (16,56) 81 (20,15) 1,82 (1,09-3,05) 

G/T A/G 103 (21,59) 88 (21,89) 1,50 (0,91-2,47) 
 G/G 22 (4,61) 27 (6,72) 2,47 (1,21-5,04) 
 A/A 34 (7,13) 38 (9,45) 2,13 (1,14-3,99) 

T/T A/G 36 (7,55) 34 (8,46) 1,66 (0,89-3,12) 
 G/G 10 (2,10) 11 (2,74) 1,73 (0,66-4,50) 

P de Interacción: 0,53    
     

rs180223 (TG) rs939348 (THRA)    
 C/C 92 (19,29) 54 (13,43) 1,00 

G/G C/T 75 (15,72) 44 (10,95) 0,91 (0,55-1,52) 
 T/T 10 (2,10) 10 (2,49) 1,74 (0,67-4,57) 
 C/C 118 (24,74) 115 (28,61) 1,73 (1,12-2,66) 

G/T C/T 86 (18,03) 67 (16,67) 1,35 (0,84-2,17) 
 T/T 10 (2,10) 17 (4,23) 2,72 (1,14-6,46) 
 C/C 47 (9,85) 42 (10,45) 1,66 (0,96-2,88) 

T/T C/T 33 (6,92) 39 (9,70) 1,92 (1,07-3,45) 
 T/T 3 (0,63) 6 (1,49) 3,24 (0,76-13,84) 

P de Interacción: 0,91    
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Tabla 29. Análisis de la interacción entre el SNP rs20767740 del gen TG y los SNPs de 
THRA y THRB. Odds ratio ajustadas con sexo y edad. 

  Controles Pacientes  
  N=479 N= 402 Odds Ratio 
  N (%) N (%) (IC 95%) 

rs2076740 (TG) rs3752874 (THRB)    
 C/C 128 (26,83) 106 (26,37) 1,00 

C/C C/T 43 (9,01) 45 (11,19) 1,17 (0,70-1,93) 
 T/T 1 (0,21) 1 (0,25) 1,58 (0,09-27,38) 
 C/C 146 (30,61) 123 (30,60) 0,94 (0,66-1,35) 

C/T C/T 58 (12,16) 40 (9,95) 0,81 (0,50-1,32) 
 T/T 6 (1,26) 4 (1,00) 0,77 (0,21-2,89) 
 C/C 40 (8,39) 45 (11,19) 1,32 (0,79-2,20) 

T/T C/T 29 (6,08) 9 (2,24) 0,37 (0,16-0,82) 
 T/T 1 (0,21) 0 (0,00) 0,00 

P de Interacción: 0,049    
     

rs2076740 (TG) rs826377 (THRB)    
 T/T 116 (24,32) 99 (24,63) 1,00 

C/C T/C 52 (10,90) 47 (11,69) 1,03 (0,63-1,68) 
 C/C 4 (0,84) 6 (1,49) 1,40 (0,38-5,20) 
 T/T 141 (29,56) 115 (28,61) 0,89 (0,61-1,29) 

C/T T/C 58 (12,16) 50 (12,44) 0,98 (0,61-1,57) 
 C/C 11 (2,31) 2 (0,50) 0,20 (0,04-0,96) 
 T/T 43 (9,01) 33 (8,21) 0,92 (0,53-1,57) 

T/T T/C 25 (5,24) 19 (4,73) 0,81 (0,41-1,57) 
 C/C 2 (0,42) 2 (0,50) 1,25 (0,17-9,50) 

P de Interacción: 0,35    
     

rs2076740 (TG) rs844107 (THRB)    
 A/A 66 (13,84) 55 (13,68) 1,00 

C/C A/G 83 (17,40) 72 (17,91) 0,96 (0,59-1,58) 
 G/G 12 (2,52) 23 (5,72) 2,11 (0,95-4,71) 
 A/A 81 (16,98) 75 (18,66) 0,97 (0,60-1,59) 

C/T A/G 87 (18,24) 65 (16,17) 0,84 (0,51-1,38) 
 G/G 38 (7,97) 22 (5,47) 0,65 (0,34-1,24) 
 A/A 18 (3,77) 24 (5,97) 1,62 (0,78-3,37) 

T/T A/G 40 (8,39) 22 (5,47) 0,60 (0,31-1,15) 
 G/G 11 (2,31) 8 (1,99) 0,82 (0,30-2,24) 

P de Interacción: 0,053    
     

rs2076740 (TG) rs939348 (THRA)    
 C/C 95 (19,92) 81 (20,15) 1,00 

C/C C/T 73 (15,30) 60 (14,93) 0,91 (0,57-1,44) 
 T/T 4 (0,84) 12 (2,99) 3,30 (1,00-10,85) 
 C/C 109 (22,85) 94 (23,38) 0,98 (0,65-1,48) 

C/T C/T 87 (18,24) 58 (14,43) 0,69 (0,44-1,09) 
 T/T 14 (2,94) 15 (3,73) 1,15 (0,51-2,57) 
 C/C 40 (8,39) 28 (6,97) 0,84 (0,47-1,50 

T/T C/T 27 (5,66) 24 (5,97) 0,96 (0,51-1,82) 
 T/T 3 (0,63) 1 (0,25) 0,29 (0,03-2,90) 

P de Interacción: 0,24    
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5 DISCUSIÓN  

 

El cáncer es una de las enfermedades más comunes y severas de nuestra 

sociedad. Alrededor de un tercio de la población desarrollará, a lo largo de su vida, 

algún tipo de cáncer que será responsable de un 20% de las muertes en países 

desarrollados y que supone más de un 10% del coste médico total. 

El origen del cáncer hay que buscarlo por un lado en los agentes exógenos que 

van a favorecer en determinados casos su desarrollo y por otro lado, en la 

susceptibilidad genética constitucional que va a tener cada individuo para desarrollar un 

tumor. 

La etiología génica del cáncer incluye variantes génicas denominadas de alta 

penetrancia, ya que los portadores de la variante suelen manifestar la enfermedad con 

una alta probabilidad. Estas variantes suelen ser de muy baja frecuencia en la población 

general, por ejemplo, las mutaciones heredadas en el gen supresor de tumores APC 

determinan la aparición de la poliposis familiar adenomatosa que a menudo degenera en 

carcinomas en el colon, pero esta entidad no explica más de un 1% del total de tumores 

de colon. En la actualidad muchos investigadores centran sus trabajos en identificar 

genes con polimorfismos que se dan en la población con mayor frecuencia y que 

influyen en el riesgo de padecer una enfermedad, pero con baja probabilidad (baja 

penetrancia). Un ejemplo son las variantes en genes que codifican enzimas glutatión-S-

transferasas (GSTT1, GSTM1). Los individuos fumadores y portadores de estas 

variantes podrían tener un riesgo aumentado de padecer cáncer de pulmón o de vejiga, 

posiblemente por ser incapaces de metabolizar los carcinógenos del tabaco 

(McWilliams et al., 1995; Sorensen et al., 2004), aunque estos hallazgos no siempre son 

consistentes (Benhamou et al., 2002). 

Existen varios tipos de variantes polimórficas en el genoma humano, pero los 

más frecuentes y útiles para el genotipado son los polimorfismos de un único nucleótido 

(SNPs). Los SNPs son loci genómicos donde dos bases alternativas están presentes con 

una frecuencia superior al 1%. Por ejemplo, en el gen ApoE se han descrito varios 

polimorfismos frecuentes que consisten en cambios de una única base. Uno de ellos, 

resulta en un cambio en el aminoácido cisteína de la posición 112 por una arginina. Esta 

variante se asocia con la enfermedad de Alzheimer (Strittmatter et al., 1993).  
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Respecto al cáncer de tiroides, és la forma más frecuente del cáncer 

endocrinológico (98%). Aunque representa solamente el 1% de todos los tipos del 

cáncer, es tres veces más frecuente en mujeres que en hombres (Grebe y Hay, 1995), y 

es el octavo cáncer más frecuente en mujeres (Nix et al., 2005). Esta neoplasia tiene su 

origen en la interacción de factores genéticos y ambientales (Kondo et al., 2006; Sturgis 

y Li, 2009), siendo la radiación el factor ambiental más estudiado y mejor establecido 

(Kazakov et al., 1992; Inskip, 2001). Así, se ha observado un aumento en la frecuencia 

de esta enfermedad en personas expuestas a radiaciones sobre todo en niños (Segev et 

al., 2003). Se considera que la historia familiar constituye el segundo riesgo más 

importante para desarrollar esta enfermedad (5% de los pacientes que desarrollan el 

cáncer papilar y 20-25% que desarrollan cáncer medular). Con respecto a la variedad de 

cáncer de tiroides medular las causas genéticas están bien establecidas y resultan del 

desorden conocido como neoplasia múltiple endocrina de tipo IIa (MEN IIa) (Patocs et 

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

Numerosos estudios relacionan la susceptibilidad al cáncer de tiroides con 

polimorfismos en los genes de reparación, así como en polimorfismos en los genes de 

metabolismo o genes que regulan el ciclo celular.  

En 2009 un estudio de asociación con variantes de todo el genoma (Genome 

wide association) mostró que las regiones 9q22 y 14q13, que contienen genes de 

diferenciación de la tiroides FOXE1 y NKX2-1, están asociadas con la susceptibilidad al 

cáncer de tiroides (Gudmundsson et al., 2009). Otros estudios también han permitido 

identificar polimorfismos en la regiones 5q33, 1p12, 8q24 relacionados con la 

susceptibilidad al cáncer de tiroides (Baida et al., 2008; Jazdzewski et al., 2008; He et 

al., 2009). Estudios de asociación realizados por nosotros, analizando polimorfismos a 

lo largo del cromosoma 1p, mostraron que la región 1p12 está asociada al cáncer de 

tiroides (Baida et al., 2008). En esta región se encuentra el gen WDR3 implicado en la 

progresión del ciclo celular y la apoptosis. Por otra parte, en el cromosoma 8q24, se han 

identificado tres regiones independientes relacionadas con el riesgo a diferentes tipos de 

cánceres, incluyendo cáncer de tiroides (Yeager et al., 2007; Wokolorczyk et al., 2008).  

Aunque no se han definido genes ligados a los marcadores de susceptibilidad en estas 

regiones, el gen de la tiroglobulina se localiza en esta zona del cromosoma 8q  

En el presente trabajo hemos centrado el análisis de la asociación del gen  WDR3 

de la región 1p12  y la región cromosómica 8q, utilizando una población de 881 
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individuos entre pacientes de cáncer de tiroides y controles para determinar la 

implicación de estas regiones en el riesgo al cáncer de tiroides.  

5.1 ASOCIACIÓN DEL GEN WDR3 CON LA SUSCEPTIBILIDAD AL CÁNCER 

DE TIROIDES 

Nuestros resultados previos muestran que el SNP rs4658973 que se encuentra en 

el intrón 25 del gen WDR3 está asociado al cáncer de tiroides (Baida et al., 2008). Así, 

en este trabajo se amplió el estudio de asociación para delimitar la región de 

susceptibilidad. El estudio se realizó en dos fases genotipando primero 10 SNPs que 

comprenden una región de aproximadamente 50 kb y que cubren el gen WDR3 y sus 

regiones 5´ y 3´ en una población de 157 casos y 118 controles, posteriormente se 

incrementó la muestra a 402 casos y 479 controles. En ambos estudios de asociación 

caso-control se obtuvieron resultados similares, donde el análisis de haplotipos 

confirmó que el gen WDR3 está implicado en el riesgo al cáncer de tiroides. 

Cuando los polimorfismos genotipados se encuentran en DL perteneciendo a un 

solo bloque de ligamiento, el análisis de haplotipos permite revelar si ciertas 

combinaciones de variantes genéticas en múltiples SNPs muestran frecuencias 

diferentes en casos y controles, indicando la asociación con la enfermedad, aunque el 

análisis individual de SNPs no muestra asociación. Así, en nuestro estudio genotipando 

un número reducido de individuos (fase I) se observó un haplotipo formado por la 

combinación TACCTACTGC de 10 SNPs con un riesgo mayor de cáncer de tiroides, 

aunque no alcanzó la significación estadística (OR = 3,23,  IC 95% = 0,90-11,61, P= 

0,073). El análisis posterior con una muestra mayor (fase II), donde se genotiparon tres 

de los diez SNPs analizados en la fase I, mostró unas odds ratio del haplotipo CAT 

equivalente al haplotipo TACCTACTGC de la fase I, de 1,85 (IC 95% = 0,97-3,55, P= 

0,063). Cuando estratificamos los pacientes con respecto al tipo de cáncer, papilar o 

folicular, encontramos que este haplotipo muestra una OR superior (OR = 2,00, IC 95% 

= 1.05-3.92, P<0,044) para los pacientes PTC, sin embargo; en los pacientes FTC la OR 

no llegó a ser significativa. Aunque esta diferencia podría sugerir un papel de WDR3 en 

la diferenciación histológica del cáncer de tiroides, se ha de tener en cuenta que el 

reducido número de pacientes con cáncer folicular hace reducir el poder estadístico 

después de estratificación en el caso del FTC. Así, la falta de significación podría 

atribuirse a la falta de potencia relacionada con el pequeño tamaño muestral. 
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Por otro lado, el grupo de pacientes muestra una distribución diferente de los 

haplotipos relacionadas con la edad del diagnóstico (P= 0,0192), lo que sugiere que 

WDR3 puede estar implicado en la etiología del cáncer de tiroides relacionada con la 

edad. Estos resultados sugieren que WDR3 podría desempeñar un papel en la 

diferenciación histológica de cáncer de tiroides y en su etiología relacionada con la 

edad. 

El gen WDR3 mostró un aumento de expresión en ocho de las nueve líneas 

celulares de cáncer de tiroides utilizadas; así, la expresión alterada de WDR3 apoyaría   

nuestros estudios de asociación, por lo tanto, el gen WDR3 puede considerarse un factor 

de susceptibilidad para el cáncer de tiroides en la población estudiada. Este es uno de 

los primeros estudios que describen un factor de riesgo genético para el cáncer de 

tiroides, junto con los estudios recientes que muestran que el gen FOXE1 es un factor de 

riesgo para este tipo de cáncer (Landa et al., 2009; Takahashi et al., 2010). El análisis de 

la metilación de la región promotora del gen WDR3 indica que la metilación no influye 

la expresión del gen WDR3 y que otros factores en cis y trans regulan la expresión de 

este gen o afectan a la estabilidad del mRNA. La regulación de la expresión del gen 

WDR3 es desconocida y respecto a su función, recientemente, se ha descrito su 

implicación en la biogénesis de ribosomas (McMahon et al., 2010). Los autores de 

dicho trabajo proponen que la sobre-expresión del WDR3 promueve la proliferación de 

células cancerosas mediante la interrupción de la vía de síntesis de ribosomas. Además, 

el gen WDR3 forma parte de la familia de los genes WDR que están implicadas en 

muchos procesos celulares, como la progresión de ciclo celular, traducción de señales, 

apoptosis y regulación génica (van der Voorn y Ploegh, 1992; Neer et al., 1994; Smith 

et al., 1999). La expresión de proteínas WDR están alteradas en algunos tipos de cáncer 

(Honore et al., 2002; Silva et al., 2005a). En general, estos estudios sugieren que los 

genes WDR  podrían contribuir al desarrollo del cáncer. Por otra parte, y para confirmar 

este papel, se han encontrado mutaciones en al menos 4 genes que pertenecen a esta 

familia en una serie de enfermedades, como en el síndrome de Cockayne (Li y Roberts, 

2001). 

Finalmente, resaltar que nuestros resultados abren un camino para estudios que 

permitan la función específica del gen WDR3 en los procesos celulares y para entender 

su papel en el cáncer de tiroides y en los procesos carcinogénicos en general.  
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5.2 ESTUDIOS DE ASOCIACIÓN DE DISTINTAS REGIONES DEL CROMOSOMA 

8    CON LA SUSCEPTIBILIDAD AL CÁNCER DE TIROIDES 

Diferentes estudios de asociación han implicado al brazo cromosómico 8q en la 

susceptibilidad al cáncer. Estos estudios han identificado distintas regiones en este 

cromosoma relacionadas con los tipos de cáncer más frecuentes, aunque no se ha podido 

determinar los genes implicados (Yeager et al., 2007; Wokolorczyk et al., 2008). Para 

establecer la posible implicación del cromosoma 8q en el cáncer de tiroides, en este 

trabajo hemos genotipado dos SNPs que previamente mostraron asociación con 

diferentes tipos de cáncer, así como SNPs que se encuentran en dos genes implicados en 

la función tiroidea, los genes TRHR y TG. 

Varios estudios han demostrado que las variantes genéticas comunes rs1447295 

y rs6983267 están relacionadas con el cáncer de próstata y colorrectal (Amundadottir et 

al., 2006; Freedman et al., 2006; Tomlinson et al., 2007; Yeager et al., 2007). Sin 

embargo, en nuestro estudio observamos que ninguno de estos polimorfismos está 

asociado con el cáncer de tiroides. Este es el primer análisis del SNP rs1447295 en el 

cáncer de la tiroides, por lo tanto, estos resultados indican que este SNP no es un 

marcador de riesgo para cáncer de tiroides. Por otra parte, nuestros resultados de 

asociación negativa del marcador rs6983267 con el cáncer de tiroides están en 

contradicción con otro estudio previo, en el que se describe la asociación de rs6983267 

con el cáncer de tiroides (Wokolorczyk et al., 2008). En nuestro caso hemos genotipado 

un total de 402 pacientes y 479 controles, por lo que el tamaño del estudio tiene el poder 

suficiente para detectar la asociación si estuviera presente. Las divergencias entre ambos 

estudios pueden explicarse por diferencias genéticas entre las poblaciones, sin destacar 

que las diferencias pueden ser debidas al azar, debido a los tamaños muestrales. 

En cuanto al análisis del genotipo del gen TRHR, no encontramos evidencias de 

su asociación con el cáncer de tiroides en la población española. El TRHR es 

fundamental para la secreción de la hormona estimulante del tiroides TSH (Thyroid-

stimulating hormone) (Yamada y Mori, 2008). Así, mutaciones en el gen TRHR dan 

lugar a hipotiroidismo (Collu et al., 1997) y, recientemente, estudios de asociación 

muestran la importancia de TRHR en el indice de masa corporal (Liu et al., 2009). 

Nuestro estudio es el primero en analizar la asociación de TRHR con el cáncer de 

tiroides, aunque otras poblaciones deberían ser estudiadas para confirmar que TRHR no 

es un factor de riesgo de cáncer de tiroides. Además, otras variantes genéticas de TRHR 

 q  
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deberían analizarse para ver si existen posibles marcadores de riesgo de cáncer de 

tiroides en este gen.  

Todos los genes que codifican proteínas específicas del tiroides y que participan 

en el control y síntesis de hormonas del tiroides, pueden estar involucrados en las 

patologías del tiroides, incluyendo la carcinogénesis de la glándula. Así, la relevancia 

que tiene el gen que codifica para la TG en las patologías benignas del tiroides hace que 

éste sea un buen candidato para el estudio de la susceptibilidad al cáncer de tiroides 

(Bosetti et al., 2002; Alvarez-Nunez et al., 2003; Matakidou et al., 2004; Tomer y 

Greenberg, 2004). Ciertas variantes de TG se han asociado con enfermedades 

autoimunes incluyendo la enfermedad de Graves y la tiroiditis de Hashimoto (Tomer et 

al., 2002). También, se ha observado que el cáncer de tiroides es más frecuente en la 

tiroiditis de Hashimoto (Di Pasquale et al., 2001). Otras enfermedades benignas del 

tiroides como: el bocio familiar, el hipotiroidismo y otros tipos de bocio se han asociado 

con el TG (OMIM # 188450). Asimismo, el análisis conjunto de varios estudios indica 

que las personas con adenomas y nódulos benignos del tiroides, tienen mayor riesgo de 

malignización celular, con valores de ORs asociados altos (OR = 29,9, 95% IC: 14,5–

62,0) (Franceschi et al., 1999; Hishinuma et al., 1999; Preston-Martin et al., 2003). 

Por otro lado, la cuantificación de los niveles plasmáticos de TG tiene 

reconocido valor predictivo del desarrollo tumoral,  sugiriéndose la posibilidad de una 

relación causal (Hrafnkelsson et al., 2000; Matakidou et al., 2004). 

A pesar de la importancia de la TG en la función tiroidea, los estudios de 

asociación del gen TG con el cáncer de tiroides son muy escasos. En la literatura sólo 

hallamos un estudio que describe la asociación de la variante Gln2511Arg de TG con la 

susceptibilidad a desarrollar cáncer tiroideo (Matakidou et al., 2004). No se conoce el 

mecanismo por el cual esta variante confiere la susceptibilidad,  pero se sabe que esta 

variante localizada en la región C terminal de TG, es importante para la secreción 

normal de TG (Park y Arvan, 2004). En el presente trabajo hemos analizado tres SNPs 

comunes del gen TG que introducen un cambio de sentido en los aminoácidos de la 

proteína. Estos polimorfismos fueron previamente asociados con la enfermedad tiroidea 

autoinmune (Ban et al., 2003). Dos de los tres SNPs estudiados están en el grupo de 

exones 10-12 mientras que otro SNP en el exón 33, perteneciendo a dos bloques de 

ligamiento diferentes. Mientras el SNP rs2076740 (exón 33) no mostró asociación con 

el cáncer de tiroides,  las frecuencias genotípicas de los SNPs del grupo de exones 10-



Discusión 

 89 

12 fueron estadísticamente diferentes respecto a la  población control (P= 0,0014), lo 

que  indica que TG es un gen de susceptibilidad para cáncer de tiroides. 

El análisis de haplotipos combinando los dos SNPs de riesgo, rs180223 y 

rs853326 (exones 10-12) mostró que la estimación de riesgo para el haplotipo formado 

por los alelos variantes de los dos polimorfismos era similar a la OR calculada de forma 

individual para cada polimorfismo. Así, cualquiera de estos loci podría ser responsable 

de la susceptibilidad al cáncer de tiroides, aunque no tenemos datos suficientes para 

averiguar cuál de ellos es el locus de susceptibilidad. Alternativamente, ninguno de 

estos polimorfismos puede ser directamente responsable de la susceptibilidad y existe 

un tercer locus de susceptibilidad, que está incluido en un haplotipo de riesgo dentro del 

gen TG, donde los rs180223 y rs853326 hacen de marcadores de riesgo en TG para el 

cáncer de tiroides.  

Estos dos polimorfismos se encuentran en el grupo de exones 10-12 que forman 

parte del dominio responsable de la unión de TG a la membrana (Mendive et al., 2001). 

Así, nuestros resultados junto con resultados descritos por Matakidou et al. (2004) 

donde se muestra la asociación de la región C terminal del gen TG con el cáncer de 

tiroides, indican que el gen TG es un factor de riesgo para este tipo de cáncer y sugieren 

que variantes que afectan al dominio de unión de TG a la membrana y variantes en el 

dominio de secreción de TG pueden ser causas determinantes del riesgo de cáncer de 

tiroides. La alteración de la función de TG puede desencadenar una sucesión de efectos 

en la función del tiroides ya que TG actúa como regulador negativo suprimiendo la 

expresión de NKX2-1, FOXE1 y PAX8 y por consiguiente bajando la expresión de los 

genes TPO, NIS y TSHR.       

Los tres polimorfismos de TG genotipados en este trabajo han mostrado 

asociación con las enfermedades autoinmunes (Ban et al., 2003), aunque en la población 

japonesa analizada en el mencionado estudio el SNP del exón 33 no mostró asociación, 

lo cual concuerda con nuestros resultados. En un estudio previo, el análisis de 

ligamiento en 26 familias con PTC se identificó un locus de susceptibilidad en la 

localización de los genes TG y SLA, donde SLA ocupa ocupa una región intrónica de TG 

(He et al., 2009). 

Además del papel de TG en la función tiroidea actuando en la señalización 

transcripcional, TG es el sustrato para la biosíntesis de las hormonas tiroidea, las cuales 

actúan en los tejidos diana mediante su interacción con los receptores de las hormonas 

tiroideas (THRA y THRB). Por lo tanto, en este estudio analizamos la posible 
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interacción de las variantes genéticas de TG con variantes genéticas de los genes THRA 

y THRB en la susceptibilidad al cáncer de tiroides en nuestra población de estudio. La 

región de los exones 10-12 del gen TG no mostró interacción con ninguno de los 

polimorfismos de THRA o THRB. De la misma forma, el SNP del exón 33 de TG  

tampoco mostró interacción con THRA. A pesar de esta falta de interacción, hay que 

indicar que el genotipados de polimorfismos en THRA (datos obtenidos en el grupo) si 

que mostró asociación de THRA con el cáncer de tiroides; sin embargo, las variantes de 

asociación de THRA son independientes de la asociación encontrada con TG al cáncer 

de tiroides. Por otro lado, la variante genética del exón 33 del gen TG analizada mostró 

interacción con dos de los tres polimorfismos de THRB estudiados. En este caso, ni el 

SNP del exón 33 de TG, ni los polimorfismos de THRB mostraron asociación con el 

cáncer de tiroides de forma individual, aunque observamos que la combinación de 

ciertas variantes genéticas en ambos genes puede contribuir al riesgo de cáncer de 

tiroides. En resumen, consideramos que los resultados presentados en esta tesis, nos 

ayudan a entender un poco mejor la base genética subyacente a la mayor incidencia del 

cáncer de tiroides en individuos con un determinnado fondo genético. 
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6 CONCLUSIONES 

 

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

las siguientes conclusiones: 

 

1. En los individuos analizados, no existe una variación de secuencia en el 

promotor y la región codificadora del gen WDR3, lo que sugiere que es un gen 

fundamental y conservado.  

2. En nuestra población, la distribución de las frecuencias genotípicas de los 10 

SNPs del gen WDR3 genotipados, mostró que ninguno de estos polimorfismos 

analizados individualmente está asociado al cáncer de tiroides.  

3. El análisis de haplotipos formados por la combinación de los 10 SNPs del gen 

WDR3, revela un haplotipo asociado con el cáncer de tiroides (P= 0,06). Esta 

asociación se confirma al incrementar el tamaño de la muestra.   

4. La distribución de haplotipos del gen WDR3, en los pacientes de cáncer de 

tiroides estudiados, depende de la edad de diagnóstico, ≤ 45 años o >45 años 

(P= 0,019).  

5. El gen WDR3 muestra una expresión alterada en líneas celulares humanas de 

cáncer de tiroides, que no depende de la metilación del promotor, lo que sugiere 

la implicación de WDR3 en la tumorgénesis del tiroides. 

6. Los polimorfismos rs1447295 y rs6983267 en el cromosoma 8q que mostraron 

asociación con diversos tipos de cáncer en otros estudios, no presentan 

asociación al cáncer de tiroides en nuestra población. 

7. Ninguno de los polimorfismos genotipados del gen TRHR, rs4129682 y 

rs7823804, mostró asociación con el cáncer de tiroides en nuestra población de 

estudio.   

8. En nuestra población, dos de los tres polimorfismos genotipados del gen TG 

mostraron asociación con el cáncer de tiroides. Estos dos polimorfismos, 

rs180223 y rs853326, están en desequilibrio de ligamiento y definen un 

haplotipo de riesgo en el gen TG  que comprende los exones 10-12. 

9. La asociación del gen TG  con el cáncer de tiroides no está relacionada con la 

edad de diagnóstico, sexo o tipo de cáncer de tiroides.  
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10. En la población estudiada, y a partir de los resultados de genotipado del grupo, 

se observa una interacción del gen TG y el gen THRB en la susceptibilidad al 

cáncer de tiroides (P= 0,049). Sin embargo, los genes TG y THRA no mostraron 

interacción en la evaluación del riesgo al cáncer de tiroides, aunque ambos 

genes son factores de riesgo al cáncer de tiroides.    
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WDR3 Gene Haplotype Is Associated
with Thyroid Cancer Risk in a Spanish Population

Abdelmounaim Akdi,1 Esteban-Mariano Giménez,1 Wilser Garcı́a-Quispes,1 Susana Pastor,1,2

Juan Castell,3 Josefina Biarnés,4 Ricard Marcos,1,2 and Antonia Velázquez1,2

Background: A member of the genes encoding WD-repeat proteins, the WDR3 gene, maps in the 1p12 region.
This region was shown to be associated with thyroid cancer susceptibility in a previous work. In this study we
aim to evaluate the contribution of WDR3 to thyroid cancer risk.
Methods: A case–control association study was performed in a total of 402 patients and 479 control subjects from
a Spanish population. In the initial phase of the study, 10 single-nucleotide polymorphisms covering the WDR3
region were genotyped in a small group (157 patients and 118 control subjects); next, three of the initial single-
nucleotide polymorphisms were further genotyped in the overall population. In addition, WDR3 expression was
investigated in 10 thyroid cancer cell lines by RT-PCR and Western blot.
Results: Haplotype analysis revealed that combination of certain WDR3 variants, such as haplotype CAT,
increases the risk of thyroid cancer (odds ratio¼ 1.85, 95% confidence interval¼ 0.97–3.55, p¼ 0.063). Further,
both messenger RNA transcription and protein expression of WDR3 were altered in human thyroid cancer cells.
Conclusion: These results indicate for the first time that WDR3 is a risk factor to thyroid cancer, suggesting its
implication in the etiology of thyroid cancer.

Introduction

Thyroid cancer is the most frequent endocrine cancer
and it appears mainly as sporadic form (1). Several risk

factors have been linked to this disease, which is more com-
mon in women than in men (2). Although several environ-
mental and genetic factors related to thyroid tumorigenesis
have been reported, the etiology of thyroid cancer remains
unknown (2,3). Moreover, common genetic variants inter-
acting with environmental factors are considered to be im-
portant for thyroid cancer risk. Genetic variants at several
regions such as 1p12, 8q24, 5q33, 9q22.33, and 14q13.3 have
been found to be related with this disease (4–8). The 1p12
region, previously studied by us, contains the WDR3 gene,
which is a member of the eukaryote conserved family of WD-
repeat genes (9).

The large group of proteins encoded for the WD-repeat
gene family have a related structure, although with diverse
functions (10–12). These proteins are involved in cell cycle
progression and signal transduction, among other cellular
processes. Yeast-based research have shown that the human

WDR3 orthologous encodes a DOM-interacting protein,
which is involved in G1 cell progression and cell differentia-
tion (13); subsequently, a role of the WDR3 gene in cell divi-
sion has been proposed in humans (9). No additional
information about the specific function of WDR3 exists in the
literature; however, chromosome aberrations involving the
1p12 region have been observed in different types of cancer
(14–17). In addition, several studies have shown irregular
expression of some of the WD-repeat proteins in certain types
of cancers (18–21). Altogether and based on our earlier asso-
ciation studies (4,5), we hypothesized that WDR3 could be
involved in thyroid cancer development.

In this study, we analyzed single-nucleotide polymor-
phisms (SNPs) from the WDR3 gene in a two-stage study.
Lack of association with thyroid cancer was found for indi-
vidual SNPs; however, haplotype analysis revealed that the
WDR3 gene is associated with thyroid cancer risk. In addition,
altered expression of the WDR3 gene was detected in thyroid
cancer cell lines, by both RT-PCR and Western blot analysis,
supporting the possible implication of the WDR3 gene in the
etiology of thyroid cancer.

1Group of Mutagenesis, Department of Genetics and Microbiology, Faculty of Bioscience, Autonomous University of Barcelona, Bellaterra,
Spain.

2CIBER Epidemiology and Public Health, ISCIII, Barcelona, Spain.
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Materials and Methods

Subjects and DNA isolation

This study was performed in two stages in a Spanish pop-
ulation where individuals from case and control groups were
unrelated. Both patients and control subjects were recruited
during a 5-year period (2004–2008). Patients with thyroid
cancer were from the Nuclear Medicine Services at the Uni-
versity Hospital Vall d’Hebron (Barcelona) and the Hospital
Josep Trueta (Girona) and were newly diagnosed individuals.
Control subjects were healthy, cancer-free volunteer individu-
als having Caucasian origin with Spanish ancestors. Initially,
the study was carried out in a group of 157 patients and 118
control individuals. The sample size was increased to 402 pa-
tients and 479 control individuals in the second phase of the
study. All subjects selected for this study reported no previous
therapeutic or accidental whole-body exposure to radiation.
Clinical information of patients was obtained from medical
records, and patients were classified as papillary thyroid car-
cinoma (PTC) group (339 of 402 patients) and follicular thyroid
carcinoma (FTC) group (59 of 402 patients). The information
about the type of tumor was not available for four patients
during the study; consequently, they were classified as others.
Informed consent from all participants and clearance from the
Ethics Committees of our institutions were obtained.

DNA was isolated from blood samples of each individual
using either a standard phenol chloroform method or the
QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen). Alternatively, DNA
of several control individuals was isolated from saliva using
the Oragen kit (DNA Genotek).

SNP selection and genotype analysis

In the initial study group of 157 patients and 118 control
subjects, a total of 10 SNPs were analyzed, covering the WDR3
gene and its surrounding sequences at 50 and 30. The SNPs 1–10

were rs4233455, rs2208375, rs3754127, rs1321665, rs6680844,
rs3765501, rs1321666, rs4658973, rs6685906, and rs6678671,
respectively. The relative map positions of these markers are
shown in Figure 1. SNPs were selected based on information
available in public databases, referred to minor allele frequency
(>0.2). All these markers are located in the same linkage dis-
equilibrium (LD) block according to the HapMap information,
HapMap CEU genotype data, and Haploview software (22),
and with a density of one SNP per 4–5 kb.

In the second genotype phase of 402 patients and 479
control subjects, 3 of the 10 initially selected SNPs were gen-
otyped, rs3754127, rs3765501, and rs4658973 (SNPs 3, 6, and 8,
respectively).

All genotype analyses were performed at the Genotype
National Centre of Spain (CeGen) using the iPLEX technique
(Sequenom, Inc.). To assure the genotyping reliability, 10% of
the samples were randomly selected and double genotyped
by replicates in multiple 96-well plates. In addition, two
HapMAp reference trios were incorporated in plates, and the
genotype concordance and correct Mendelian inheritance
were verified.

That the first genotyped group of 157 patients and 118
control subjects was also genotyped in the second phase for
three repeated SNPs was an additional validation of the
genotyping procedure.

Statistical analysis

Chi-square test was used to compare the sex proportion
between case and control groups, and to examine the Hardy–
Weinberg equilibrium of the genotype distribution in the
control population with a 5% level of significance. Mean ages
of patients and control subjects were compared by the Mann–
Whitney test. Unconditional logistic regression analyses, ad-
justed for sex and age, were performed to calculate the odds
ratios (OR) and 95% confidence intervals (CI) for risk of thy-

FIG. 1. Diagram of the WDR3 gene at 1p12 region, coordinates 118455754 to 118507893. The relative map position of the
studied SNPs and pair-wise LD measured using r-squared values are indicated.
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roid cancer. A model of multiplicative allelic effect was
assumed (codominant model).

Haploview software (22) was used to examine the LD
between SNPs. A logistic regression analysis was used to
obtain the adjusted OR and 95% CI of haplotypes. The relation
of haplotypes and clinicopathological variables in patients
was evaluated by the chi-square test.

All statistical analyses were performed using SNPStats
software (23) with a 5% level of significance.

Cell lines

The S11N human thyroid normal cell line, provided by
Dr. Ludwig Hieber (German Research Center for Environ-
mental Health, Neuherberg, Germany), was grown in RPMI
1640 (Sigma) supplemented with 20% fetal bovine serum
(FBS; Gibco) and 2.5 mg/mL plasmocin (InvivoGen). The
human thyroid cancer cell lines TPC-1 (papillary) and CAL-62
(anaplastic) were provided by Dr. R. Melillo and Dr. M.
Santoro (University of Naples, Naples, Italy), and ML-1
(follicular) was purchased from DSMZ; these were all grown
in DMEM (Sigma) containing 10% FBS (Gibco) and 2.5mg/mL
plasmocin (InvivoGen). The human thyroid cancer cell lines
WRO (follicular) and FRO (anaplastic) (provided by Dr. R.
Ciampi, University of Pisa, Pisa, Italy) were grown in RPMI
1640 (Sigma) supplemented with 10% FBS (Gibco), 1% non-
essential amino acids (Sigma), 1% sodium pyruvate (Sigma)
and 2.5 mg/mL plasmocin (InvivoGen). The human thyroid
cancer cell lines B-CPAP (papillary), CGTH-W-1 (follicular),
8305C (anaplastic), 8505C (anaplastic), purchased from
DSMZ, were grown in RPMI 1640 (Sigma) containing 10%
FBS (Gibco) and 2.5 mg/mL plasmocin (InvivoGen). Cells
were placed in culture flasks and incubated at 378C in a 5%
CO2 incubator.

RNA extraction and reverse transcription PCR

RNA was extracted using TRIzol Reagent (Invitrogen),
according to the manufacturer’s instructions. RNA was trea-
ted with DNase-I using TURBO DNA-free kit (Ambion).
Quality of RNA was verified by agarose gel electrophoresis
and quantified with the spectrophotometer (NanoDrop-1000;
Termoscientific). Semiquantitative RT-PCR analysis was
performed using 100 ng of RNA and the SuperScript� One-
Step RT-PCR System kit (Invitrogen), according to the man-
ufacturer’s instructions. Two regions of the WDR3 mRNA,
corresponding to exons 3–4 and exons 13–15, were tested in
separate RT-PCR reactions, and the endogenous control b-
actin mRNA was included in each reaction. Primers for exons
3–4 of WDR3 were F: 50-TCGATCCGAATCTTCAGTCT-30

and R: 50-AACAATGCTTGTGTGATGGC-30, and amplified a
209 bp sequence from cDNA. Primers for exons 13–15 of
WDR3 were F: 50-TGACACACAGAACATCTTCA-30 and R:
50-AATCTGCTGGAGACAATAGA-30, and amplified a 210 bp
sequence from cDNA. The primers for b-actin mRNA were F:
50-CCAGAGCAAGAGAGGCATCC-30 and R: 50-AATCTGCT
GGAGACAATAGA-30. The reaction temperature was 558C.
RT-PCR products were separated by electrophoresis on a 2.5%
agarose gel and observed with SYBER green.

Western blot

A total of 30 mg of each protein lysate was heat denaturized
in the presence of b-mercaptoethanol (5 minutes, 908C),

loaded onto 7% polyacrilamide sodium dodecyl sulfate gel,
and transferred to a nitrocellulose membrane by electroblot-
ting. The membrane was incubated with a monoclonal rabbit
anti-WDR3 antibody (Bethyl Laboratories, Inc.) and a sec-
ondary anti-rabbit antibody conjugated with horseradish
peroxidase (Abcam) at 48C overnight. Protein bands were
observed using the SuperSignal Western Pico Chemilumi-
nescent Substrate kit (Pierce). A vinculin antibody (Abcam)
was used as a loading control. The Western blot signal was
quantified using GeneTools Analysis Software (Syngene).

Results

In a previous case–control association study carried out in a
Spanish population of 227 patients and 202 control subjects,
we showed that the 1p12 region was associated with thyroid
cancer susceptibility (5). The WDR3 gene maps in this region,
and to determine the thyroid cancer contribution of WDR3 we
performed a two-stage case–control association study. As
DNA samples from individuals participating in the previous
studies (4,5) were run out, a new collection of samples was
used for this study. Initially, 10 SNPs covering the WDR3 gene
and its surrounded regions at 50 and 30were genotyped (Fig. 1)
in a group of 157 patients and 118 control subjects. Next, to
increase the power of the first study, we genotyped 402 pa-
tients and 479 control subjects of the same Spanish popula-
tion, using 3 of the 10 first genotyped SNPs. In this large group
the initial 157 patients and 118 control subjects were also in-
cluded. All selected SNPs were within the same LD block and
showed a minor allele frequency>0.2, based on HapMap and
public databases.

In the group of 157 patients (118 women and 39 men) and 118
control subjects (78 women and 40 men), mean age� SD was
44.44� 14.52 and 39.7� 13.44 years, respectively ( p¼ 0.013).
The sex distribution was 75.1% and 66.1% of women in patients
and control subjects, respectively ( p¼ 0.10). In the second
genotyped group of 402 patients (312 women and 90 men) and
479 control subjects (283 women and 196 men), mean age� SD
was 47.06� 15.48 and 45.99� 17.24 years, respectively
( p¼ 0.089), with a sex distribution of 77.6% and 59.1% of
women in patients and control subjects, respectively
( p< 0.0001). Therefore, before performing the association
analysis, the genotype distribution within sex was analyzed in
both groups, but no significant differences were found (data
not shown). Thus, the different sex proportion in control and
patient groups does not influence our association analysis.

In our control population, genotype frequency distribution
was consistent with those of the Hardy–Weinberg equilibri-
um; where p> 0.05 for the 10 selected SNPs (data not shown).
The allele frequencies of these SNPs were similar to those
reported in the dbSNP database. In the first stage of this study,
the logistic regression analysis did not show any significant
association for individual SNPs; nevertheless, we could ob-
serve that all 10 SNPs exhibited an increased frequency of the
homozygous variant genotype in patients compared with
control subjects (Table 1). Subsequently, haplotype analysis
was performed combining the 10 genotyped SNPs. Four of the
inferred haplotypes represented >95% of the individuals, the
remaining haplotypes showing frequencies <1% were classi-
fied as others. As shown in Table 2 one of the four haplotypes
(Hap III, i.e., TACCTACTGC) revealed an increased risk to
thyroid cancer though it did not reach statistical significance
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(OR¼ 3.23, 95% CI¼ 0.90–11.61, p¼ 0.073). To confirm the
possible role of WDR3 in thyroid cancer incidence, a second
genotype analysis was performed in 402 patients and 479
control subjects in a second phase association analysis. In this
case we genotyped only the rs3754127, rs3765501, and
rs4658973 SNPs (SNPs 3, 6, and 8, respectively) because, ac-

cording to our initial study, these polymorphisms served as
tag SNPs for haplotype association analysis of the WDR3 gene
with thyroid cancer. The haplotypes combining the SNPs 3, 6,
and 8 are shown in Table 3. In agreement with our initial
results, in this study the CAT haplotype, which corresponds
to Hap III of the first study, showed a different distribution

Table 2. Distribution of Inferred Haplotypes in the WDR3 Gene, and Their Association with Thyroid Cancer

SNPs
a

Haplotype frequencies

Haplotype 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Control subjects,

n¼ 118
Patients,
n¼ 157 ORb (95% CI) p

Hap I C G C A C G T T T T 0.5203 0.4672 1.00 —
Hap II T A T C T A C G G C 0.4231 0.4398 1.18 (0.74–1.87) 0.49
Hap III T A C C T A C T G C 0.0254 0.0464 3.23 (0.90–11.61) 0.073
Hap IV C A C A C G T T T T 0.0178 0.0296 1.48 (0.34–6.44) 0.61
Othersc 0.0134 0.0170 — —

aSNPs as referred in Figure 1 and Table 1.
bAdjusted for age and sex.
cRare haplotypes of frequencies <0.01.

Table 1. Allele Frequencies and Genotype Distribution of Selected Single-Nucleotide Polymorphisms

of WDR3 and Association of Genotypes with Thyroid Cancer

MAF Control
subjects,
n (%),
n¼ 118

Patients,
n (%),
n¼ 157NCBI SNP ID

Control subjects,
n¼ 118

Patients,
n¼ 157

SNP
genotype ORa (95% CI) pb

1 rs4233455 0.45 0.50 C/C 33 (29.2) 40 (26.3) 1.00
C/T 58 (51.3) 71 (46.7) 1.05 (0.50–2.22)
T/T 22 (19.5) 41 (27.0) 1.54 (0.63–3.78) 0.57

2 rs2208375 0.47 0.51 G/G 31 (27.2) 38 (25.0) 1.00
A/G 58 (50.9) 72 (47.4) 1.05 (0.49–2.24)
A/A 25 (21.9) 42 (27.6) 1.42 (0.58–3.50) 0.70

3 rs3754127 0.44 0.45 C/C 35 (29.7) 48 (32.0) 1.00
C/T 63 (53.4) 68 (45.3) 0.78 (0.38–1.61)
T/T 20 (16.9) 34 (22.7) 1.29 (0.51–3.26) 0.50

4 rs1321665 0.45 0.5 A/A 33 (28.9) 38 (26.2) 1.00
A/C 60 (52.6) 68 (46.9) 1.30 (0.61–2.79)
C/C 21 (18.4) 39 (26.9) 1.63 (0.64–4.14) 0.58

5 rs6680844 0.45 0.5 C/C 33 (28.9) 40 (26.9) 1.00
C/T 60 (52.6) 68 (45.6) 1.05 (0.50–2.20)
T/T 21 (18.4) 41 (27.5) 1.81 (0.74–4.44) 0.33

6 rs3765501 0.46 0.5 G/G 33 (28.4) 41 (26.4) 1.00
G/A 60 (51.7) 73 (47.1) 1.10 (0.53–2.31)
A/A 23 (19.8) 41 (26.4) 1.59 (0.65–3.89) 0.56

7 rs1321666 0.45 0.5 T/T 33 (28.9) 40 (27.2) 1.00
C/T 59 (51.8) 68 (46.3) 1.02 (0.48–2.15)
C/C 22 (19.3) 39 (26.5) 1.49 (0.61–3.64) 0.60

8 rs4658973 0.43 0.45 T/T 35 (30.7) 47 (32.4) 1.00
G/T 60 (52.6) 65 (44.8) 0.86 (0.41–1.78)
G/G 19 (16.7) 33 (22.8) 1.36 (0.53–3.54) 0.58

9 rs6685906 0.45 0.51 T/T 33 (29.2) 40 (26.3) 1.00
G/T 58 (51.3) 70 (46.0) 1.08 (0.51–2.29)
G/G 22 (19.5) 42 (27.6) 1.59 (0.65–3.89) 0.54

10 rs6678671 0.46 0.51 T/T 33 (28.4) 40 (26.1) 1.00
C/T 60 (51.7) 71 (46.4) 1.08 (0.51–2.28)
C/C 23 (19.8) 42 (27.4) 1.70 (0.69–4.17) 0.43

aAdjusted for age and sex.
bp-Value corresponding to a codominant model.
CI, confidence interval; MAF, minor allele frequency; n, number of subjects; OR, odds ratios; SNP, single-nucleotide polymorphism.
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between patients and control subjects. The thyroid cancer risk
estimated for this haplotype almost reached statistical sig-
nificance (OR¼ 1.85, 95% CI¼ 0.97–3.55, p¼ 0.063). Stratifi-
cation of haplotype data by histological type of thyroid cancer
revealed a significant association of CAT haplotype with PTC
(OR¼ 2.00, 95% CI¼ 1.02–3.92, p¼ 0.044) (Table 3), which
likely is a manifestation of the nonstratified data. Moreover,
the lack of haplotype association found with FTC might be
due to the reduced number of follicular cases.

Next, we examined if WDR3 haplotypes were related to the
clinicopathological characteristics in the patient group. The
results are shown in Table 4. No differences in the distribution
of haplotypes were found for sex or type of thyroid cancer,
PTC and FTC; however, the distribution of haplotypes was
different between patients with age of diagnosis�45 and>45
years ( p¼ 0.0192).

On the basis of the association studies described above, we
reasoned that, if WDR3 plays any role in thyroid cancer de-
velopment, expression of WDR3 might be affected in thyroid
cancer. To test this hypothesis, we carried out RT-PCR and
Western blot analyses in a human thyroid normal cell line,
and in nine human thyroid cancer cell lines from different
origins: two PTC, three FTC, and four anaplastic thyroid
carcinomas. Semi-quantitative RT-PCR analysis was per-
formed amplifying both exons 3–4 and exons 13–15 from the

WDR3 mRNA. As it is shown in Figure 2 both segments of the
mRNA were successfully amplified in all cell lines analyzed
(Fig. 2A). The analysis of WDR3 expression by Western blot-
ting revealed a band of 103 kDa corresponding to the esti-
mated full-length of the protein. Expression of WDR3 in
thyroid cancer cell lines was higher than in the thyroid normal
cell line, except in CAL-62 (see Fig. 2B). Quantification of the
Western blot signal has shown a relative increase of WDR3 in
the thyroid cancer cells, with a range of 6–106-fold. Correla-
tion of the Western blot signal with RT-PCR amplification
referred to exons 3–4 of the WDR3 cDNA can be observed
(Fig. 2). These results show that the WDR3 gene is upregu-
lated in thyroid cancer cells, suggesting its possible implica-
tion in thyroid cancer tumorigenesis.

Discussion

This study was based on our previous finding that sug-
gested the involvement of chromosome 1p12 as a suscepti-

Table 3. Haplotype Analysis of Single-Nucleotide Polymorphisms 3, 6, and 8 Referred in Figure 1 in the Control

Group, Total Thyroid Cancer Patients, and Papillary and Follicular Thyroid Cancer Patients

Haplotype Haplotype frequency

SNPa Control
subjects,
n¼ 479

Patients,
n¼ 402

PTC,
n¼ 339

FTC,
n¼ 593 6 8 ORb (95% CI) p ORb (95% CI) p ORb (95% CI) p

C G T 0.5428 0.527 1 — 0.5268 1 — 0.5127 1 —
T A G 0.4295 0.4303 1.08 (0.87–1.34) 0.49 0.4307 1.09 (0.86–1.37) 0.48 0.4407 1.11 (0.69–1.78) 0.68
C A T 0.0255 0.0401 1.85 (0.97–3.55) 0.063 0.0395 2.00 (1.02–3.92) 0.044 0.0466 1.44 (0.38–5.45) 0.59
Othersc 0.0022 0.0026 — — 0.0030 — — 0.0000 — —

aSNPs as referred in Figure 1 and Table 1.
bAdjusted for age and sex.
cRare haplotypes of frequencies <0.01.
FTC, follicular thyroid carcinoma; PTC, papillary thyroid carcinoma.

Table 4. Relation of Haplotypes of Single-Nucleotide

Polymorphisms 3, 6, and 8 of the WDR3 Gene

with the Clinopathological Characteristics

in Thyroid Cancer Patients

Haplotypea frequency

CGT TAG CAT pb

Age
>45 (n¼ 205) 0.5779 0.3852 0.0343
<45 (n¼ 194) 0.4783 0.4728 0.0465 0.0192

Sex
Male (n¼ 90) 0.4872 0.4722 0.0406
Female (n¼ 312) 0.5384 0.4183 0.0400 0.4654

Type cancer
Follicular (n¼ 59) 0.5127 0.4407 0.0466
Papillary (n¼ 339) 0.5268 0.4307 0.0395 0.9387

aHaplotypes are equivalent to haplotypes specified in Table 3.
bChi-square test.

FIG. 2. Expression of WDR3 in human thyroid cell lines.
(A) Semiquantitative RT-PCR of WDR3 mRNA in 10 human
cell lines. RT-PCR of b-actin mRNA served as quantitative
control. (B) Western blot analysis of WDR3 protein; expres-
sion of vinculin served as a loading control. PTC, papillary
thyroid carcinoma; FTC, follicular thyroid carcinoma; ATC,
anaplastic thyroid carcinoma.
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bility region for thyroid cancer (5). Here, we have identified
the WDR3 gene, which maps in this region, as a susceptibility
locus for thyroid cancer in a Spanish population. Ad-
ditionally, we have observed altered expression of the WDR3
gene in thyroid cancer cell lines.

The case–control association studies have shown similar
results in each of the two phases of the study, and an increased
risk to thyroid cancer was revealed by haplotype analysis. In
the second phase of the study, the sample size was enlarged to
402 patients and 479 control subjects to ensure enough power
for the study, and from the four inferred haplotypes the CAT
haplotype showed an OR of 1.85 (95% CI¼ 0.97–3.55,
p¼ 0.063) (see Table 3). The OR for this haplotype was in-
creased (OR¼ 2.00, 95% CI¼ 1.05–3.92, p< 0.044) when only
PTC patients were taken into account. Further, a different
distribution of haplotypes related with age of diagnosis
( p¼ 0.0192) was observed in the patient group. These results
would suggest that WDR3 could play a role in the histological
differentiation of thyroid cancer, and in its etiology related to
age.

Examination of WDR3 expression in thyroid cancer cell
lines revealed that the WDR3 is upregulated in eight of the
nine thyroid cancer cell lines used. These results support our
association studies indicating that the WDR3 gene can be
considered a susceptibility factor for thyroid cancer in the
studied population. To our knowledge, this is one of the first
studies describing a genetic risk factor for thyroid cancer.
Recently, the FOXE1 gene has also been reported to confer
thyroid cancer susceptibility, both in sporadic PTC and
radiation-related PTC (24,25).

Altogether, our findings will require further work to un-
cover the biological significance of WDR3. Although the
specific function of WDR3 is unknown, this gene is a member
of the WD-repeats genes that are involved in cell cycle pro-
gression and signal transduction (12). A role of WDR3 in ri-
bosome biogenesis has just been reported (26). The authors of
this report proposed that increased expression of WDR3 will
promote cancer cell proliferation though the disruption of
ribosome synthesis pathway. Previous reports have also
shown that expression of different WD-repeat proteins was
altered in some types of cancer (19,21). Overall, these studies
suggest that WD-repeat genes could contribute to cancer
development.

In conclusion, here we provide evidence indicating that
WDR3 is a susceptibility gene for thyroid cancer. The investi-
gation was done in a relative large group of patients from a
Spanish population, but other populations should be investi-
gated to determine the implication of WDR3 in thyroid cancer
risk of the general population. This study also shows that
WDR3 is upregulated in thyroid cancer cells, which could have
consequences in prevention and treatment of thyroid cancer.
Therefore, additional studies to understand the possible role of
WDR3 in the etiology of thyroid tumorigenesis are required.
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Abstract 1 

Background: Genetic factors are important in thyroid cancer susceptibility. Recently it 2 

has been reported that there are associations of certain chromosome regions with thyroid 3 

cancer. In this case-control study, we sought to determine if there is an association 4 

analysed the association between differentiated thyroid cancer (DTC) and variants in 5 

regions of chromosome 8q. 6 

Methods: We used a case-control association design in a population of 877 individuals 7 

(398 patients with sporadic DTC and 479 healthy controls). The iPLEX technology was 8 

applied to analyse seven single nucleotide polymorphisms (SNPs) in chromosome 8q: 9 

two SNPs that map at 8q24, previously reported as risk markers in different types of 10 

cancer, two SNPs in the thyrotropin-releasing hormone receptor gene (TRHR), and three 11 

SNPs in the thyroglobulin gene (TG). Risk assessment was done by unconditional 12 

regression analysis.  13 

Results: The two SNPs that map at 8q24, rs6983267 and rs1447295, and the two TRHR 14 

polymorphisms showed no association with DTC. No association was also found for the 15 

exon 33 TG polymorphism. The two TG polymorphisms in the exon 10-12 cluster were 16 

associated with an increased risk of DTC (dominant model OR = 1.80, 95% CI = 1.30-17 

2.50, P < 0.001), however.  18 

Conclusions: In this study we show for the first time that the TG gene is a susceptibility 19 

factor for thyroid cancer. Although these conclusions are based on a large population, 20 

additional studies are warranted to support these data.  21 

 22 

 23 

 24 
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Introduction 1 

Thyroid cancer is the most common endocrine malignancy (1). Papillary thyroid 2 

carcinoma (PTC) and  follicular thyroid carcinoma (FTC) are subtypes of differentiated 3 

thyroid carcinoma (DTC), representing more than 90 percent of thyroid neoplasms (2). 4 

Environmental factors and common genetic variants are relevant for thyroid cancer 5 

susceptibility (2, 3). As a result, several recent studies identified these risk factors and 6 

their interactions, using both genome-wide and candidate gene approaches. These 7 

studies have shown genetic variants on chromosome 9q22.33 and 14q13.3 to be related 8 

to thyroid cancer. Interestingly, these regions contain thyroid differentiation genes 9 

FOXE1 and NKX2-1, respectively (4, 5). Additional polymorphisms at 5q33 and at 1p12  10 

are also susceptibility loci for thyroid cancer (6, 7) and, more recently, the WDR3 gene 11 

that maps in 1p12 was found to be associated with the disease (8). In chromosome 8q24, 12 

three independent regions have been related to risk of different types of cancers, 13 

including thyroid cancer, but no known genes reside in that susceptibility region (9, 10). 14 

Using a linkage analysis approach, He et al 2009 identified a susceptibility locus 15 

(AK023948) for thyroid cancer that resides in the thyroglobulin (TG) gene on 8q24 (11). 16 

It is relevant to mention that amplification of 8q24 in several types of cancer was 17 

already established before the susceptibility studies emerged (12, 13).  18 

Because the 8q23 and 8q24 regions contain genes involved in thyroid function and 19 

based on the indication that genetic variation in 8q24 is associated with cancer, we 20 

postulated that chromosome 8q23 and 8q24 may be associated with thyroid cancer. In 21 

the present study we carried out a case-control association analysis using seven single 22 

nucleotide polymorphisms (SNPs) of this chromosome regions: the rs4129682 and 23 

rs7823804 SNPs that are located in the thyrotropin-releasing hormone receptor (TRHR) 24 
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gene that maps at 8q23, the rs180223, rs853326 and rs2076740 SNPs that are in the TG 1 

gene that maps at 8q24, and two additional SNPs, rs6983267 and rs1447295 at 8q24 2 

that have been reported as risk factors for different types of cancer.  3 

 4 

Materials and Methods 5 

Subjects  6 

The study was carried in a Spanish population of 881 unrelated subjects who were 7 

recruited during a five year period (2004-2008). All subjects participating in this study 8 

reported no previous whole-body exposure to radiation, were of Caucasian origin with 9 

Spanish ancestors, and were from the same geographic area. 10 

The patients consisted of 398 individuals who were newly diagnosed with 11 

differentiated thyroid cancer (DTC) at two Spanish hospitals (Hospital Vall d'Hebron, 12 

Barcelona; and Hospital Josep Trueta, Girona). There were 309 females and 89 males 13 

(mean age ± SD, 47.06 ± 15.48). Clinical information of patients was obtained from the 14 

medical records. There were 339 with PTC (84.3%) and 59 patients with FTC (14.7%). 15 

The control individuals were 479 volunteers without a diagnosis of cancer. There were 16 

283 females and 196 males. There mean age of  45.99 ± 17.24 years was comparable to 17 

the mean age of the patients (P = 0.09). All control subjects were from the same 18 

geographic area as the patients. Informed consent from all participants and clearances 19 

from the Ethical Committees of our institutions were obtained. 20 

Selection of SNPs 21 

The selection of SNPs was based on the information available in literature and 22 

public databases. The rs6983267 and rs1447295 SNPs have been extensively analysed 23 

in different cancer risk association studies. The rs4129682 and rs7823804 24 
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polymorphisms are located in the only intron of the TRHR gene. Finally, the TG 1 

polymorphisms rs180223 (exon 10, Ser734Ala), rs853326 (exon 12, Met1028Val) and 2 

rs2076740 (exon 33, Arg1999Trp) are common genetic variants, and were previously 3 

used in association studies of autoimmune thyroid disease (AITD) (14). More 4 

information of the selected SNPs used in this study is listed in Table 1. 5 

DNA isolation and genotyping 6 

DNA for both cases and controls was isolated from peripheral blood, using the 7 

standard phenol-chloroform method. For some controls (<20% of control subjects), 8 

DNA was obtained from saliva samples using the Oragene DNA Self-Collection kit 9 

(DNA Genotek, Canada). 10 

All genotype analyses were performed at the Spanish National Genotyping Center 11 

(CeGen) using the iPLEX technology (Sequenom, Inc). To guarantee genotyping 12 

reliability double genotyping was performed of 10% of randomly selected samples in 13 

multiple 96 well plates. In addition, two HapMAp reference trios were incorporated in 14 

plates, and the genotype concordance and correct Mendelian inheritance were verified.  15 

Statistical analysis 16 

Comparison of sex proportion between cases and control groups and the Hardy-17 

Weinberg equilibrium investigation of the genotype distribution in the control 18 

population were examine using the chi-square test with a 5% level of significance. 19 

Mean ages of cases and controls were compared by the Mann-Whitney test. Thyroid 20 

cancer risk was assessed using unconditional logistic regression analyses, adjusted for 21 

sex and age, to determine the odds ratios (OR) and 95% confidence intervals (CI).  22 
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The Haploview software (15) was used to examine the linkage disequilibrium (LD) 1 

between SNPs. A logistic regression analyses was used to obtain the adjusted OR and 2 

95% CI of haplotypes.  3 

The SNPStats software (16) with a 5% level of significance was used to perform all 4 

statistical analyses. 5 

The power of the study was calculated using the CaTS Power Calculator software 6 

(17).  For the sample size of the study and type error 1 of 0.05, the power was 95% to 7 

detect an OR of 1.41 considering a minor allele frequency (MAF) of 0.40, and 1.95 8 

considering a MAF of 0.05. 9 

 10 

Results 11 

In this case-control association study, we genotyped seven SNPs of chromosome 8q 12 

in 398 patients with DTC and 479 control individuals. The group of patients consisted 13 

of 309 females and 89 males with a mean age of 47.06 ± 15.48 years. The control 14 

subjects were 283 females and 196 males with a mean age of 45.99 ± 17.24 years. In 15 

our studied population, case and control groups had a different distribution of sexes 16 

(77.6 % and 59.1 % of females in cases and controls, respectively; P <0.001). In the 17 

control group, within gender there was no difference in genotype distribution (data not 18 

shown). Thus, the different sex proportion in cases and control groups in our population 19 

did not influence successive association studies. 20 

The allele frequencies and genotype distribution of the SNPs are shown in Table 2. 21 

The data are referred to the analysis of the total group of patients and after subgrouping 22 

for type of thyroid cancer, PTC and FTC. Significant differences in allele frequencies 23 

between cases and control were found for two of the three TG nonsynonymous SNPs, 24 
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rs180223 and rs853326, (P < 0.01). However, no difference of allele frequency was 1 

observed for the rest of the SNPs studied. 2 

In controls, the genotype distributions were according to the Hardy-Weinberg 3 

equilibrium for six of the seven polymorphisms (P = 0.13-0.71), except for rs6983267 4 

(P = 0.01). In this case, genotyping errors were not considered to be the cause of the 5 

Hardy-Weinberg deviation (see Materials and Methods). A correction for this deviation 6 

was used when comparing allele frequencies between cases and controls for this SNP 7 

(Armitage’s trend test).  8 

According to the different allele frequency found between cases and controls for two 9 

of the three TG polymorphisms studied, rs180223 and rs853326, we also found a 10 

significant association of these TG SNPs with thyroid cancer (see Table 2, codominant 11 

model). These two polymorphisms are in strong LD (r
2
 = 0.9956) and they displayed the 12 

same genotype distribution in our population. Consequently, the risk associated with the 13 

variant allele of both loci was very similar. For example, as shown in Table 2, in the 14 

total of cases the significant OR for the Ser734Ala polymorphism (rs180223) was 1.78 15 

(95% CI = 1.26-2.52) for the heterozygous and 1.86 (95% CI = 1.20-2.87) for the 16 

homozygous variant Ala (P = 0.001), which indicates that one copy of the variant allele 17 

is sufficient to confer thyroid cancer susceptibility. The same was observed for the 18 

Met1028Val polymorphism (rs853326). In addition, both polymorphisms showed 19 

significant ORs in PTC and FTC. In contrast, no risk association was found for the third 20 

TG polymorphism studied, Arg1999Trp (rs2076740). Moreover, this polymorphism 21 

showed no linkage with the TG SNPs rs180223 and rs853326 (r
2
 < 0.0004). The four 22 

additional polymorphisms investigated also showed no association with thyroid cancer 23 

susceptibility (see Table 2).  24 
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For the TG Ser734Ala (rs180223) and Met1028Val (rs853326) polymorphisms, the 1 

risk estimates are the same for homozygous variant and heterozygous (see above) 2 

suggesting a dominant model of inherence. Therefore, we evaluated risk assessment 3 

according a dominant model for these polymorphisms and after stratification of the 4 

patients group for PTC and FTC. The results are presented in Table 3. For both 5 

polymorphisms, a statistically significant association of the variant allele carriers was 6 

observed with thyroid cancer and when the two types of thyroid cancer, PTC and FTC, 7 

when examined separately. Furthermore, the risk estimates for all the patients 8 

(Ser734Ala OR = 1.82, 95% CI = 1.31-2.52, P < 0.001) and for the patient subgroups 9 

separately, PTC (Ser734Ala OR = 1.73, 95% CI = 1.23-2.44, P = 0.001) and FTC 10 

(Ser734Ala OR = 2.45, 95% CI = 1.17-5.13, P = 0.01), were similar. Further 11 

investigation of haplotype combining the two significant SNPs of TG, rs180223 12 

(Ser734Ala) and rs853326 (Met1028Val), inferred only two haplotypes with a 13 

frequency of 99.9%. As shown in Table 3 the haplotype composed by the two variant 14 

alleles, TT, had a different distribution between cases and controls with a statistically 15 

significant OR of 1.41 (95% CI = 1.14-1.75, P = 0.001) for the total group of patients.  16 

Subsequently, we analysed the possible interaction between either of the two TG 17 

SNPs that were associated with DTC (rs180223 or rs853326) in our population and the 18 

TG SNPs showing lack of association (rs2076740). No interaction was found 19 

(interaction P-value = 0.39). 20 

Finally, because the higher incidence of thyroid cancer in women and the prognostic 21 

indicator of age at diagnosis in thyroid cancer, the risk for the TG Ser734Ala (rs180223) 22 

and Met1028Val (rs853326) polymorphisms in women and men subgroups and 23 

according to age was estimated. The results are shown in Table 4, where it can be 24 
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observed that in women, regardless of age at diagnosis, the ORs were significant 1 

according the dominant model for both TG polymorphisms. In this case, the risk 2 

estimates were similar to the ones found in the total population (see Table 3). Similar 3 

trends were observed for <45 years old males. However, the TG SNPs, rs180223 and 4 

rs853326, did not showed association with DTC in ≥45 years old males. 5 

 6 

Discussion 7 

In this study we have evaluated the association of genetic variants at different loci 8 

on chromosome 8q23 and 8q24 with DTC; including two SNPs markers previously 9 

reported to be associated with different types of cancer, and polymorphisms in two 10 

genes involved in thyroid function, TRHR and TG.  11 

Several studies have shown that common genetic variants at rs6983267 and 12 

rs1447295 are related to colorectal, breast and prostate cancer (9, 18-22). In our study 13 

neither of these polymorphisms were significantly associated with DTC. This is the first 14 

analysis of the rs1447295 in thyroid cancer. Therefore, these results showing lack of 15 

association suggest that this SNP is not a risk marker for DTC. On the other hand, a 16 

previous study showed that the rs6983267 SNP was associated with thyroid cancer (10) 17 

which is in contradiction with our results in a Spanish population. We have analysed a 18 

total of 402 patients and 479 controls. Therefore, the size of our study had sufficient 19 

power to detect an association if it was present. Nevertheless, genetic differences 20 

between the populations studied could explain the discrepancies between the our study 21 

and the previous study (10) although random chance events are possible.  22 

We found no evidence for an association of variants of the TRHR gene with DTC in 23 

our Spanish population. Thyrotropin releasing hormone has a central role in regulating 24 
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the secretion of TSH via the hypothalamic-pituitary-thyroid axis (23). This role makes 1 

TRHR a good candidate for thyroid cancer association studies. Mutations in TRHR can 2 

cause hypothyroidism (24) and, recently, a genome-wide association study revealed that 3 

TRHR is an important gene for regulation of lean body mass (25). Therefore since our 4 

study is the first to look for an association of TRHR variants with DTC, it would be 5 

important to confirm that variants of TRHR are not thyroid cancer risk factors in other 6 

populations. In addition, variants of the TRHR other than those studied here should be 7 

analysed to determine if they are risk factors for thyroid cancer.  8 

There is little information regarding an association of TG variants with thyroid 9 

cancer. Thyroglobulin (Tg) is the most highly expressed protein in the thyroid gland and 10 

plays important roles in thyroid function. Loss of function germline mutations in TG 11 

have been identified and linked to thyroid dyshormonogenesis (26, 27). However, to our 12 

knowledge, only one report exists describing the influence of a genetic variant of TG in 13 

the probability of developing thyroid cancer (28). Here we have analysed three common 14 

TG SNPs that introduce missense aminoacid changes in the protein and that previously 15 

were identified to be associated with autoimmune thyroid disease (14). 16 

 Two of the three TG SNPs studied here are in the exon 10-12 cluster and the other 17 

SNPs in the exon 33.  Both the exon 10-12 cluster and the exon 33 are in different LD 18 

blocks. The exon 33 SNP was not associated with DTC. We found, however, that allele 19 

frequencies in the exon 10-12 cluster were statistically different in DTC compared to 20 

control subjects (P < 0.01) indicating that TG is a susceptibility gene for thyroid cancer. 21 

Except for males over the age of 44, these TG variants were associated with DTC in 22 

males and females. We do not have a clear explanation for the data in males over the 23 

age of 44 being different from younger males and females but it may be related 24 
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decreased statistical power. Haplotype analysis combining the two TG risk SNPs, 1 

rs180223 and rs853326, showed that the risk estimate for the haplotype generated with 2 

the variant alleles of the two polymorphisms was similar to the OR found individually 3 

for each polymorphism. An explanation for these results is that any of these 4 

nonsynonymous SNPs could be responsible for the thyroid cancer susceptibility, but 5 

there are not sufficient data to resolve what the susceptibility locus is. Alternatively, 6 

neither of these polymorphisms may be directly responsible for the TG associated 7 

susceptibility, but they define a risk haplotype in the TG gene where rs180223 and 8 

rs853326 act as TG risk markers for thyroid cancer. In a previous study, linkage 9 

analysis on 26 families with PTC identified one susceptibility locus where both TG and 10 

Src-like adaptor (SLA) genes are located (11). In fact, the SLA gene is encoded by an 11 

intronic sequence on the antisense strand of the TG gene.  12 

The size of our study population is sufficient to conduct association analysis using 13 

common genetic variants. On the other hand, since the majority of polymorphisms in 14 

the current study have not been analyzed previously in thyroid cancer association 15 

studies, other populations should be studied to confirm these results. In the case of the 16 

genetic variants of the TG gene associated with thyroid cancer in a Spanish population, 17 

replicated results will define the TG gene as a susceptibility factor for thyroid cancer. In 18 

addition, further studies will be required to determine the role of genetic variants in the 19 

TG gene in thyroid cancer susceptibility. 20 
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Table 1 Single nucleotide polymorphisms studied on chromosome 8q in a case-control 13 

study of thyroid cancer in a Spanish population. 14 

     Allele  Gene  

SNP Genomic position
a
 Locus variant polymorphism 

rs4129682  110191315 TRHR C/T Intron 1 

rs7823804  110198554 TRHR G/T Intron 1 

rs6983267 128482487 8q24 G/T Intergenic 

rs1447295 128554220 8q24 A/C Intergenic 

rs180223   133969434 TG G/T Ser734Ala 

rs853326  133979156 TG C/T Met1028Val 

rs2076740  134053240 TG C/T Arg1999Trp 

 
a
Position according to NCBI reference sequence.  

TRHR: thyrotropin-releasing hormone receptor. 

TG: thyroglobulin.    
    
 15 

                                                                                                                         16 
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Table 2 Allele frequencies, genotype distribution and risk analysis of seven SNPs on chromosome 8q for their relationship with thyroid 1 

cancer in a case-control study in a Spanish population. 2 

  MAF                 

SNP  Controls Pacients Pa SNP 

Controls 

N(%) 

Pacients 

N(%) Odds Ratiob Pc PTC N(%) Odds Ratiob Pc 

FTC 

N(%) Odds Ratiob   Pc 

  N=479 N=398   Genotype N=479 N=398 ( 95% CI)   N=339 ( 95% CI)   N=59 ( 95% CI)   

TRHR               

 rs4129682 0.48 0.47 0.91 C/C 127 (26.9) 100 (25.2) 1.00  80 (23.7) 1.00  20 (33.9) 1.00  

    C/T 240 (50.9) 217 (54.8) 1.04 (0.73-1.49)  184 (54.6) 1.14 (0.78-1.66)  33 (55.9) 0.82 (0.41-1.66)  

    T/T 105 (22.2) 79 (19.9) 0.85 (0.55-1.33) 0.59 73 (21.7) 1.01 (0.64-1.61) 0.75 6 (10.2) 0.25 (0.08-0.75) 0.02 

               

 rs7823804 0.36 0.34 0.55 T/T 186 (39.4) 165 (41.7) 1.00  135 (40.1) 1.00  30 (50.9) 1.00  

    G/T 233 (49.4) 189 (47.7) 0.83 (0.61-1.15)  163 (48.4) 0.86 (0.61-1.21)  26 (44.1) 0.71 (0.36-1.38)  

    G/G 53 (11.2) 42 (10.6) 0.85 (0.51-1.42) 0.52 39 (11.6) 0.96 (0.56-1.64) 0.68 3 (5.1) 0.27 (0.07-1.09) 0.12 

               

8q24               

rs6983267 0.47 0.47 0.81* G/G 142 (30.7) 114 (29.3) 1.00  91 (27.6) 1.00  23 (39.0) 1.00  

    G/T 204 (44.1) 187 (48.1) 1.11 (0.78-1.58)  161 (48.8) 1.22 (0.83-1.78)  26 (44.1) 0.82 (0.40-1.66)  

    T/T 117 (25.3) 88 (22.6) 0.98 (0.64-1.48) 0.76 78 (23.6) 1.12 (0.72-1.73) 0.6 10 (16.9) 0.40 (0.15-1.05) 0.15 

               

rs1447295 0.07 0.08 0.33 C/C 414 (86.8) 334 (85) 1.00  285 (84.8) 1.00  49 (86.0) 1.00  

    A/C 60 (12.6) 54 (13.7) 1.00 (0.64-1.56)  47 (14.0) 1.00 (0.63-1.59)  7 (12.3) 0.85 (0.32-2.25)  

    A/A 3 (0.6) 5 (1.3) 2.43 (0.46-12.80) 0.56 4 (1.2) 1.98 (0.37-10.67) 0.73 1 (1.8) 2.21 (0.14-35.11) 0.81 

               

TG               

rs180223 0.40 0.47 <0.01 G/G 177 (37.3) 109 (27.7) 1.00  94 (28.1) 1.00  15 (25.4) 1.00  

(Ser734Ala)    G/T 214 (45.1) 197 (50.1) 1.78 (1.26-2.52)  166 (49.7) 1.69 (1.17-2.43)  31 (52.5) 2.79 (1.28-6.08)  
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    T/T 83 (17.5) 87 (22.1) 1.86 (1.20-2.87) 0.001 74 (22.2) 1.86 (1.18-2.93) <0.01 13 (22.0) 1.78 (0.67-4.72) 0.02 

               

rs853326 0.40 0.47 <0.01 C/C 178 (37.5) 110 (27.8) 1.00  95 (28.2) 1.00  15 (25.4) 1.00  

(Met1028Val)    C/T 213 (44.9) 199 (50.2) 1.78 (1.26-2.52)  168 (49.9) 1.69 (1.18-2.43)  31 (52.5) 2.85 (1.31-6.20)  

    T/T 83 (17.5) 87 (22.0) 1.85 (1.19-2.85) 0.001 74 (22.0) 1.84 (1.17-2.90) <0.01 13 (22.0) 1.82 (0.69-4.81) 0.02 

               

rs2076740 0.39 0.36 0.35 C/C 172 (38.0) 153 (41.1) 1.00  129 (40.7) 1.00  24 (43.6) 1.00  

(Arg1999Trp)    C/T 210 (46.5) 166 (44.6) 0.86 (0.61-1.21)  142 (44.8) 0.85 (0.60-1.22)  24 (43.6) 0.98 (0.48-2.01)  

        T/T 70 (15.5) 53 (14.2) 0.90 (0.56-1.44) 0.68 46 (14.5) 0.90 (0.54-1.47) 0.67 7 (12.7) 1.01 (0.34-3.01) 1.0 

aTwo-sided chi-square test for distribution of allelic frequencies *Compared by the Armitage’s trend test.      

bAdjusted for age and sex.             

Pc P-value corresponding to codominant model.          

N. Number of subjects.             

MAF. Minor allel frequency.            

PTC. Papillary thyroid carcinoma.           

FTC. Follicular thyroid carcinoma.           

 1 

 
2 
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Table 3 Genotype distribution and risk estimates according to the dominant model, and haplotype analysis of thyroglobulin SNPs, 1 

rs180223 and rs853326 in a case-control study of thyroid cancer in a Spanish population. 2 

 3 

TG Genotype Controls Pacients         

 SNP N (%) N (%)  Odds Ratio
a
  PTC  Odds Ratio

a
  FTC  Odds Ratio

a
  

SNP Genotype N=479 N=398 (95% CI)   P
b
 N=339 (95% CI)   P

b
 N=59 (95% CI)   P

b
 

rs180223   G/G 177(37.3) 109 (27.7) 1.00  94(28.1) 1.00  15(25.4) 1.00  

(Ser734Ala) G/T-T/T 297(62.7) 284 (72.3) 1.80 (1.30-2.50) <0.001 240(71.9) 1.73 (1.23-2.44) 0.001 44(74.6) 2.45 (1.17-5.13) 0.01 

            

rs853326  C/C 178(37.5) 110 (27.8) 1.00  95(28.2) 1.00  15(25.4) 1.00  

(Met1028Val) C/T-T/T 296(62.5) 286 (72.2) 1.80 (1.30-2.49) <0.001 242(71.8) 1.73 (1.23-2.44) 0.001 44(74.6) 2.50 (1.19-5.22) 0.01 

            

TG Haplotype    Odds Ratio
a
    Odds Ratio

a
    Odds Ratio

a
  

rs180223   rs853326 Controls Pacients (95% CI) P
c
 PTC (95% CI) P

c
 FTC (95% CI) P

c
 

G C 0.5998 0.5289 1.00 --- 0.5310 1.00 --- 0.5169 1.00 --- 

T T 0.4002 0.4711 1.40 (1.13 - 1.74) <0.01 0.4690 1.39 (1.11-1.74) <0.01 0.4831 1.43 (0.92-2.24) 0.11 
a
Adjusted for age and sex.           

b
P-value corresponding to dominant model.         

c
P-value corresponding to haplotype association.        

N. number of subjects.          

PTC: papillary thyroid cancer.          

FTC: follicular thyroid cancer.          

 4 

 5 

 6 

 7 
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Table 4. rs180223 and rs853326 thyroglobulin genotypes and thyroid cancer risk in women and men according to age at diagnosis. 1 

 2 

TG Genotype <45  ≥45 
 SNP Controls  Pacients  Odds Ratio   P

a
  Controls Pacients Odds Ratio   P

a
 

SNP Genotype   ( 95% CI)     N=119 N=154 ( 95% CI)   

Women  N=164 N=153        

rs180223   G/G 74 (45.7) 49 (32.2) 1.00   42 (35.6) 38 (24.8) 1.00  

(Ser734Ala) G/T-T/T 88 (54.3) 103 (67.8) 1.77 (1.12-2.80) 0.01  76 (64.4) 115 (75.2) 1.67 (0.99-2.83) 0.05 

           

rs853326  C/C 74 (45.7) 49 (32.0) 1.00   43 (36.4) 38 (24.7) 1.00  

(Met1028Val) C/T-T/T 88 (54.3) 104 (68.0) 1.78 (1.13-2.83) 0.01  75 (63.6) 116 (75.3) 1.75 (1.04-2.96) 0.04 

           

Men  N=89 N=39    N=107 N=50   

rs180223   G/G 31 (35.2) 8 (20.5) 1.00   30 (28.3) 14 (28.6) 1.00  

(Ser734Ala) G/T-T/T 57 (64.8) 31 (79.5) 2.11 (0.86-5.14) 0.09  76 (71.7) 35 (71.4) 0.99 (0.47-2.09) 0.97 

           

rs853326  C/C 31 (35.6) 8 (20.5) 1.00   30 (28.0) 15 (30.0) 1.00  

(Met1028Val) C/T-T/T 56 (64.4) 31 (79.5) 2.15 (0.88-5.24) 0.08   77 (72.0) 35 (70.0) 0.91 (0.43-1.90) 0.80 
a
P-value corresponding to dominant model.        

N. number of subjects.          
 3 




