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INTRODV CCION

1. TIROIDITIS AUTOINMUNE

1.1. Definicion

La tiroiditis autoinmune es un proceso inflamatorio crénico incluido dentro de
los trastornos autoinmunes que afectan a la glandula. Se caracteriza por la presencia de

una infiltracion linfocitica glandular y de autoanticuerpos especificos del tiroides 2.

Fue descrita originalmente por Hashimoto en pacientes con agrandamiento de la
glandula tiroides (bocio), que es la caracteristica clinica mas comuan, aunque puede
presentarse también sin bocio, o con atrofia glandular en su variante atrofica.
Clinicamente puede asociar un hipotiroidismo que, de manera habitual, se instaura

insidiosa y lentamente.

Actualmente se considera la enfermedad autoinmune 6rgano-especifica mas
comun @4, una de las patologias endocrinoldgicas mas frecuentes ®), asi como la causa

mas habitual de hipotiroidismo 7,

La tiroiditis autoinmune se engloba en el conjunto de la “enfermedad
autoinmune tiroidea”. Este complejo abarca un espectro de patologias que incluyen la
tiroiditis autoinmune en sus diferentes variantes, la enfermedad de Graves-Basedow, la
tiroiditis postparto y la tiroiditis silente. Todas ellas comparten una base genética que,
influida por la exposicién a factores ambientales, conlleva el desarrollo de una reaccion
autoinmune contra antigenos de la glandula tiroidea. Entre las diversas variantes existen
diferencias en cuanto a la alteracion funcional tiroidea y la afectacion estructural

glandular, la duracién de la patologia, y la extension a otras localizaciones anatomicas
®)

Multiples estudios sugieren que los pacientes con tiroiditis autoinmune presentan
un incremento del riesgo de desarrollar un carcinoma papilar de tiroides. Como en la
tiroiditis autoinmune, en el carcinoma papilar se objetiva un intenso infiltrado inmune
que parece tener un papel esencial en la regulacién de la carcinogénesis y en la
progresion de la enfermedad; las moléculas proinflamatorias producidas por el infiltrado
inmune contribuyen a la regulacion de los procesos celulares del inicio y la progresion

del tumor, en particular en la proliferacion celular, apoptosis, autofagia, angiogénesis y

3
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metastasis 19, Otra rara pero importante complicacion de la tiroiditis autoinmune es el

linfoma tiroideo, cuya frecuencia esta incrementada en estos pacientes 1412,

La tiroiditis autoinmune puede asociarse frecuentemente a otras enfermedades
autoinmunes, endocrinolégicas o no, como la gastritis crénica atrofica, la insuficiencia
suprarrenal, el vitiligo, la diabetes mellitus tipo 1, el fallo gonadal primario, la

esclerodermia, el lupus eritematoso sistémico o el sindrome de Sjogren 314),

1.2. Epidemiologia

Existen diferencias geograficas sustanciales en la incidencia y prevalencia de la
tiroiditis autoinmune, probablemente asociadas a las diferencias raciales y a diferencias
en los factores ambientales que pueden influir en el desarrollo de la enfermedad “. En
estudios espafioles se estim6 una incidencia de 47,1 casos/100.000 habitantes/afio en

mujeres y 2,1 casos/100.000 habitante/afio en hombres %),

Tal y como se ha referido, las mujeres tienen mucho mayor riesgo de presentar
esta patologia que los hombres ¥, de manera similar a la epidemiologia de otras
enfermedades autoinmunes. Se objetiva un predominio en el sexo femenino con una

ratio en torno al 10/1.

La presencia de anticuerpos antitiroideos es muy comun y su frecuencia aumenta
con la edad (10-15% en mujeres y 3% en hombres); se asocia con el desarrollo eventual
de hipotiroidismo, que también es mas comun con el avance de los afios @, siendo mas

frecuente en edades medias de la vida entre los 30 y 50 afios.

Existen algunos factores ambientales que desempefian un papel en la
etiopatogenia de la enfermedad; de este modo se ha constatado que las poblaciones
yodosuficientes tienen mayor incidencia de tiroiditis e hipotiroidismo ‘%, Sj la
poblacion yododeficiente se desplaza a zonas de yodosuficiencia también se incrementa
la prevalencia de anticuerpos antitiroideos y de hipotiroidismo ®. Fumar se asocia con
una menor prevalencia de anticuerpos antitiroideos positivos, pese a estar relacionado
con una mayor incidencia de enfermedad de Graves-Basedow que también forma parte

del espectro de la enfermedad autoinmune tiroidea ©.
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1.3. Clinica

Las caracteristicas clinicas incluyen manifestaciones locales y sistémicas, con

peculiaridades especificas segun las diferentes formas de tiroiditis autoinmune.

Las manifestaciones locales de la forma clasica (tiroiditis de Hashimoto) derivan
de la existencia de un agrandamiento glandular (bocio) por estimulacion crénica por la
TSH (hormona estimulante del tiroides), que generalmente se desarrolla de manera muy
lenta. Inicialmente los pacientes presentan un bocio difuso que, con los afios, puede
adquirir un caracter multinodular y de consistencia progresivamente mas firme, por la
fibrosis que se va desarrollando. En algunos casos puede llegar a comprimir las
estructuras cervicales que anatdmicamente se localizan junto al tiroides, si éste alcanza
gran tamafo. El paciente puede presentar disfonia (por afectacion del nervio recurrente
laringeo), disnea (por compresion y disminucion del calibre traqueal) y disfagia (por

compresion esofagica).

Estas manifestaciones locales no aparecen en la forma atréfica de la tiroiditis
autoinmune, en la que la existencia de anticuerpos contra el receptor de TSH que actdan
como antagonistas de tirotropina condiciona la ausencia de bocio; los anticuerpos
blogueantes contra el receptor de TSH inhiben la accion de la tirotropina sobre el
tiroides ocasionando la atrofia glandular y la pérdida de funcionalidad (hipotiroidismo)

de manera mas precoz e intensa.

Las manifestaciones sistémicas derivan de la disfuncion tiroidea (pérdida de
funcionalidad glandular) y el consecuente establecimiento de hipotiroidismo primario.
Una pequefia proporcion de enfermos con tiroiditis autoinmune pueden presentar un
cuadro de hipertiroidismo denominado hashitoxicosis, pero la disfuncion tiroidea que
acompafia habitualmente a la tiroiditis autoinmune es el hipotiroidismo. Debido a la
compleja y extensa accion de las hormonas tiroideas en maltiples 6rganos v tejidos, los
signos y sintomas del hipotiroidismo son numerosos y variables, y presentan diferente

intensidad segun la severidad del cuadro.

En el sistema gastrointestinal destaca como manifestacion clinica el
estrefiimiento. La peristalsis intestinal estd disminuida y ocasionalmente pueden

desarrollarse cuadros de pseudo-obstruccion intestinal e ileo. La hipotonia de la vesicula

5
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y las alteraciones en la composicion de la bilis pueden conllevar un aumento en la

formacion de céalculos biliares.

La piel esta seca, amarillenta, fria y engrosada debido al deposito subcutaneo de
mucopolisacaridos y a la atrofia de las glandulas sudoriparas; el cabello es quebradizo y

aumenta su caida, y las ufias son delgadas y fragiles.

Afecta al sistema cardiovascular provocando bradicardia y reduccion del gasto
cardiaco. Puede aparecer cardiomegalia por infiltracion mixoide. La enfermedad
coronaria es comun en pacientes hipotiroideos debido al efecto de las hormonas
tiroideas sobre el metabolismo lipidico, con aumento de los niveles de colesterol (factor

aterogénico).

Pueden aparecer calambres y molestias musculares por infiltracion

mixedematosa del tejido conectivo.

La anemia es comun en el hipotiroidismo. También puede haber alteracién en

factores de coagulacion y adhesividad plaquetaria.

Existe afectacion neuro-psiquiatrica con incapacidad de concentracion, pérdida
de memoria y depresion. También se ha descrito el cuadro de encefalopatia de
Hashimoto, complicacion muy infrecuente, relacionada con la elevacion de los

anticuerpos antitiroideos y sin presencia de alteracion funcional tiroidea.

Puede afectar al sistema reproductor, siendo frecuente la aparicion de
oligomenorrea o de metrorragia en las mujeres y de disfuncion eréctil y disminucion de

libido en hombres.

En la actualidad, y debido a la realizacion de exploraciones analiticas de rutina
en las consultas médicas, la mayoria de los pacientes que presentan tiroiditis
autoinmune estan asintomaticos u oligosintomaticos, siendo diagnosticados unicamente
por la positividad de los anticuerpos y/o por disfunciones tiroideas subclinicas leves.
Los estudios reflejan una demora en el diagndstico desde la instauracion de la patologia

de un minimo de 7 afios 18,
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1.4. Diagnostico

El diagnostico actual de la tiroiditis autoinmune se establece por la combinacion
de caracteristicas clinicas, presencia en el suero de anticuerpos contra antigenos

tiroideos (contra tiroglobulina y peroxidasa) y valoracion de imagen en ecografia.

La gammagrafia tiroidea no se emplea de manera habitual en la clinica. En la
forma atréfica no hay (o es muy débil) imagen glandular y en la bociosa el patrén es

inespecifico, como el que se observa en los bocios multinodulares.

La PAAF (puncion aspiracién con aguja fina) con examen citoldgico de aspirado
tiroideo se realiza en caso de duda diagnostica, o si existen nodulos tiroideos con signos

ecogréaficos que precisen la prueba.

1.4.1. Diagnéstico seroldgico

La deteccion de anticuerpos contra la peroxidasa tiroidea se considera
actualmente el mejor marcador serolégico para establecer el diagndstico de tiroiditis
autoinmune. Se encuentran en el 95% de pacientes y son raros en controles sanos
(aunque pueden aparecer a titulos bajos en personas de edad avanzada, principalmente
mujeres). El titulo de anticuerpos antiperoxidasa se correlaciona bien con el nimero de

linfocitos auto-reactivos que infiltran el tiroides @9,

Los anticuerpos contra la tiroglobulina, la proteina més abundante de la glandula
tiroidea, son menos sensibles (positivos solo en el 60-80% de pacientes con la

enfermedad) y menos especificos que los anticuerpos antiperoxidasa 2.

Existe una pobre correlacion entre ambos anticuerpos; diferentes estudios
sugieren que representan dos aspectos distintos de la respuesta autoinmune contra la
glandula tiroidea: los antitiroglobulina la respuesta innata inicial y los antiperoxidasa la
respuesta inmune adaptativa posterior, a modo de escalada de inmunidad. Segun esto, es
esperable que los anticuerpos antiperoxidasa sean mas prevalentes y a titulos més altos
en estos pacientes, ya que el diagnostico de la enfermedad suele ser tardio por la

latencia en la presencia de clinica @Y.
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1.4.2.Ecografia

En la tiroiditis autoinmune se observa caracteristicamente una disminucion de la
ecogenicidad, que representa la destruccion folicular y su reemplazamiento por

infiltrado linfocitico 2,

En la tiroiditis de Hashimoto se puede objetivar la desestructuracion y
heterogeneidad del parénquima tiroideo, que puede evolucionar a la multinodularidad

con la visualizacion de estructuras nodulares solidas y mixtas (s6lido-quisticas).

En las formas atréficas puede observarse ecograficamente una fibrosis
intersticial en bandas, que ocasiona la tendencia a la retraccion e hipoplasia glandular, y
que aparece como bandas claras sobre el fondo oscuro del tiroides hipoecogénico

habitual en las tiroiditis crénicas.

1.4.3. Pruebas de funcioén tiroidea

La funcidn tiroidea se evalia mediante la determinacion de niveles séricos de
tirotropina, triyodotironina libre (T3L) y tiroxina libre (T4L) principalmente. La TSH es
el marcador fundamental para monitorizar la funcion tiroidea ya que sus niveles se
ajustan de manera precisa incluso a variaciones minimas en los niveles circulantes de

hormonas tiroideas.

1.4.4. Histologia y citologia

Si realizamos un estudio histolégico de la glandula con tiroiditis autoinmune,
podemos encontrar un infiltrado difuso linfo-plasmatico (principalmente de células T,
aunque también hay presencia de células B y plasmaticas), y formacion de foliculos
linfoides, muchos de los cuales presentan centros germinales bien desarrollados. Existe
también fibrosis de extensién variable, pero no se considera un criterio diagnostico.
Otra caracteristica distintiva es la presencia de células foliculares oxifilicas alargadas
con abundantes granulos eosinofilicos en su citoplasma, conocidas como células de
Hirtle que pueden considerarse como una respuesta metaplasica del epitelio cubico

normal en el curso del dafio por la tiroiditis 2,

La puncién aspiracion con aguja fina se realiza principalmente en el estudio de
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nodulos tiroideos, que aparecen de manera frecuente en el contexto de la tiroiditis

autoinmune.

El analisis citologico del aspirado muestra habitualmente una poblacion
polimorfica de células linfoides acompafiado de células de Hirtle. Estos linfocitos estan

habitualmente en contacto con grupos de células del epitelio folicular tiroideo.

1.5. Tratamiento

El tratamiento de la tiroiditis autoinmune es el de sus sintomas locales y

sistémicos, y es habitualmente médico.

El tratamiento quirdrgico con tiroidectomia se reserva para aquellos casos de
compresion cervical severa, o citologias sospechosas de malignidad en las que se

precisa descartar la existencia concomitante de un cancer de tiroides.

El tratamiento del hipotiroidismo primario consiste en la administracion diaria y
continuada por via oral de levotiroxina sintética. Constituye un tratamiento sintomatico

no dirigido a la patogénesis de la enfermedad.

Se precisarian estudios que investigasen en las diferentes vias etiopatogénicas en
la busqueda de soluciones de larga duracion y libres de medicacion y que por tanto
desembocasen en una cura de la enfermedad y no en un simple reemplazo de hormonas

deficitarias en una patologia crénica e incurable ©.

1.6. Patogénesis

Las células presentadoras de antigenos, como las células dendriticas, presentan
epitopos inmunogénicos de tiroglobulina a las células T en el contexto de moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad clase Il. Se requiere también la presencia de
sefiales coestimuladoras que pueden realizar estimulacién o regulacion a la baja de las

células T.

En funcion del tipo de citocinas secretadas por estas células dendriticas, se puede
iniciar una respuesta inmune tipo célula T helper 1, célula T helper 2 o célula T helper

17. Las células Thl segregan principalmente IFN-y (interferon gamma) e IL-12
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(interleucina 12) que son citocinas proinflamatorias, mientras que las células Th2
segregan IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 que son citocinas antiinflamatorias. Se ha
demostrado que las células Thl y Th17 infiltran el tiroides resultando en una
inflamacion cronica y en la muerte de las células epiteliales tiroideas @. La ratio
periférica de células Thl frente a Th2 se relaciona con la severidad de la enfermedad,
objetivandose proporcién de células Thl mas elevada y de células Th2 mas baja en los

pacientes con formas mas agresivas y de peor evolucion clinica 4.

El mecanismo de dafio celular en la autoinmunidad tiroidea incluye citotoxicidad
dependiente de anticuerpos, apoptosis de células tiroideas mediada por Fas/fas-ligando,
efecto citotoxico directo de las células T con moléculas de superficie CD8+y CD4+y la
via de exocitosis de granulos @, También estan implicadas células Natural Killer
activadas por linfoquinas. EI mecanismo humoral responde al efecto citotoxico mediado

por complemento de los anticuerpos antiperoxidasa tiroidea ).

El desarrollo del hipotiroidismo se debe a la destruccion del epitelio folicular y,
segun modelos mas actuales de patogenia, también al efecto inhibitorio de la funcion
tiroidea por la exposicion a citocinas proinflamatorias (IFN-y, factor de necrosis tumoral
TNF-0).

1.7. Etiologia

La principal cuestion a resolver es el porqué de la pérdida de auto-tolerancia y el
inicio de la respuesta autoinmune. De manera similar a otras enfermedades
autoinmunes, la pérdida de tolerancia a antigenos tiroideos envuelve una compleja

interrelacion entre factores ambientales y genéticos.

La elevada frecuencia con que las enfermedades autoinmunes afectan a
miembros de la misma familia y la concordancia significativamente mayor de esta
patologia en gemelos monocigdticos que en dicigoticos ??® sugieren la existencia de
un componente genético en la etiologia de la enfermedad. El hecho de que la
concordancia en gemelos monocigéticos sea menor del 100% indica que los factores
ambientales también tienen una importancia esencial en la etiologia de las enfermedades

autoinmunes tiroideas. De este modo, se asume que la tiroiditis autoinmune esta

10
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causada por los efectos combinados de multiples genes de susceptibilidad y factores

ambientales que pueden afectar tanto a la glandula tiroidea como al sistema inmune &
30)

1.7.1. Factores genéticos

La investigacion para identificar los genes que influyen en el desarrollo de

enfermedades complejas como la tiroiditis autoinmune se desarrolla en cuatro pasos.

El primero es el estudio de genes candidatos, que son aquellos genes que,
basandose en su funcion bioldgica, podrian estar implicados en la patogénesis de la
enfermedad. El primer candidato estudiado en la tiroiditis autoinmune fue el gen HLA-
DR (antigeno leucocitario humano) que se confirmé como gen de susceptibilidad para la
enfermedad. También se identifico asi el gen CTLA-4 (antigeno 4 del linfocito T

citotoxico).

El segundo método es el rastreo de ligamiento del conjunto del genoma, que
permite escanear el genoma completo sin asumir a priori genes implicados en la
patogénesis de la enfermedad; se realiza testando un panel de marcadores que abarcan
todo el genoma para intentar asociarlos con la enfermedad, en familias de pacientes con
importante agregaciéon de la patologia; los marcadores que se emplean son
polimorfismos que incluyen micro-satélites y polimorfismos de un solo nucleétido. Se
han identificado asi loci emparentados con la tiroiditis autoinmune y algunos de ellos se
han podido secuenciar e identificar, como el gen CTLA-4 en el cromosoma 2q, o el gen

de tiroglobulina en el cromosoma 8q.

El tercer método es el estudio de asociacion de genoma completo, muy sensible
para detectar genes que aportan menos del 5 % al total de la contribucidn genética de la
enfermedad; realiza un andlisis de asociacion comparando la frecuencia del alelo
estudiado en un conjunto de datos de pacientes y con controles apareados, estimando el
riesgo relativo de presentar la enfermedad en un individuo que posee ese alelo frente a

un individuo negativo.

El cuarto método y mas reciente es la secuenciacion del genoma completo. Se

prevé gque con su desarrollo en los préximos afios serd un método robusto para analizar

11
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la secuencia de datos y diferenciar las variaciones normales entre individuos de aquéllas

responsables de la susceptibilidad a enfermedades complejas.

Los hallazgos mas destacados en el estudio del componente genético de la

tiroiditis autoinmune pueden dividirse en varios grupos:

Genes de la sinapsis inmunoldgica:

Se trata de la interconexion entre la célula presentadora de antigenos y la célula
T que se forma durante la activacion de dicha célula, y que incluye péptidos antigenos,
moléculas HLA clase 11, el receptor de células T, moléculas coestimulatorias, integrinas
y otras moléculas @Y. Varios genes de susceptibilidad participan en este proceso
sugiriendo que anormalidades en la presentacion del antigeno son mecanismos

importantes para el desarrollo de la tiroiditis autoinmune.
Se han identificado varios genes:

El gen HLA-DR, region del complejo mayor de histocompatibilidad que codifica
las glicoproteinas HLA y que es una region altamente polimorfica localizada en el
cromosoma 6p21 @2, Varios HLA-DR se han asociado a la tiroiditis autoinmune 334,

El gen CTLA-4, supresor de la activacion de células T, del que se postula que
polimorfismos que reducen su expresion y/o su funcionalidad podrian predisponer a la

autoinmunidad por el desarrollo de células T mas reactivas 293,

El gen de la tirosina fosfatasa 22 (PTPN22), que codifica la tirosina fosfatasa
linfoide y que es un regulador negativo de la activacion de células T. Se ha asociado con
la tiroiditis autoinmune el polimorfismo de un solo nucleétido constituido por una

variacion triptofano/arginina en la posicion 620 ¢,

Genes de regulacién de células T vy genes de citocinas:

Los genes que regulan la accién de las células T tienen un papel esencial en la
tolerancia a autoantigenos. Los genes FOXP3 (Forkhead box P3) y CD-25 se postulan
como candidatos asociados a la enfermedad autoinmune tiroidea, por el momento con
diferencias significativas en la vertiente de la enfermedad de Graves-Basedow. El gen

FOXP3 es un factor regulador de la transcripcion, que participa directamente en la

12
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funcidn de las células reguladoras T CD4+ humanas y murinas. CD-25 es la cadena alfa

del receptor de IL-2.

Se han estudiado varios genes que codifican citocinas inflamatorias y cuyas

alteraciones parecen influir en la severidad de la patologia 7.

El alelo T del polimorfismo +874 A>T en el gen IFN ocasiona un incremento en
la produccion de IFN por las células T Thl, asocidndose con la severidad del

hipotiroidismo en los pacientes con tiroiditis autoinmune ©8),

Se ha observado una mayor frecuencia de hipotiroidismo severo en los pacientes
portadores del genotipo CC del polimorfismo -590 C>T en el gen IL4, consecuente con

una menor produccion de esta citocina Th2 que suprime la autoinmunidad celular 9,

Los polimorfismos en el gen que codifica TGF (factor de crecimiento
transformante), inhibidor de la produccidn de citocinas, se asocian también a la tiroiditis
autoinmune. Ser portador del alelo T del polimorfismo +369 T>C conlleva una
disminucion en la secrecion de TGF y se da de manera méas frecuente en pacientes con

formas severas de hipotiroidismo “9.

Los portadores del alelo C del polimorfismo -1031 T>C en el gen TNF presentan
una mayor concentracion de esta citocina que estimula la produccion de IFN,

relacionandose asi con el desarrollo de la tiroiditis autoinmune “9,

Genes especificos tiroideos:

La tiroglobulina es una de las principales dianas en la respuesta inmune que se
produce en las enfermedades autoinmunes tiroideas “?. Diferentes alelos de varios
marcadores de microsatélites y polimorfismos de un solo nucledtido del gen de
tiroglobulina se han relacionado con la tiroiditis autoinmune, ocasionando

modificaciones en su expresion, capacidad antigénica, yodacion, y union a HLA G7),

1.7.2. Factores ambientales

Los altimos estudios parecen demostrar un efecto protector del tabaco contra la
enfermedad, disminuyendo el riesgo de desarrollo de anticuerpos antitiroideos y de

hipotiroidismo de etiologia autoinmune 443,

13
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Los estudios realizados sobre el papel del selenio en la tiroiditis autoinmune han
arrojado resultados controvertidos y por el momento no existe evidencia suficiente para

recomendar la suplementacion en los pacientes “344),

La vitamina D posee propiedades inmunomodulatorias y su deficiencia se ha
identificado como factor de riesgo de varias enfermedades autoinmunes, como la DM
(diabetes mellitus) tipo 1, la artritis reumatoide, la esclerosis multiple o la enfermedad

de Crohn. Sin embargo la situacion respecto a la tiroiditis autoinmune ain no es clara
(43,45)

La presencia de anticuerpos antitiroideos y de hipotiroidismo de etiologia
autoinmune es mas frecuente en areas de yodosuficiencia que en éareas de
yododeficiencia. La ingesta dietética de yodo parece ser el factor ambiental mas
importante para desencadenar la reaccion autoinmune en la enfermedad. La molécula de
tiroglobulina altamente yodada es mas inmunogénica que la pobremente yodada debido
a la capacidad del yodo de modificar la accesibilidad de algunos de sus epitopos; de este
modo, puede facilitar la absorcién del antigeno y su procesamiento por las células
presentadoras de antigeno “®. Ademas de ello, altas dosis de yodo estimulan la
funcionalidad de los macréfagos y las células dendriticas, e incrementan el nimero de
células T circulantes y la produccion de lg (inmunoglobulina) G por las células B @4,
El procesamiento del exceso de yodo en las células epiteliales tiroideas puede también
desencadenar niveles elevados de estrés oxidativo que conllevan una oxidacién dafiina

de los lipidos y dafios en el tejido tiroideo “7.

Se ha relacionado el desarrollo de algunas infecciones con un incremento de
riesgo de tiroiditis autoinmune y, por tanto, pueden estar implicadas en su patogénesis;
se ha vinculado la enfermedad con el virus de la hepatitis C 859, |os enterovirus 2 o

con cambios en la microbiota intestinal 2,

Determinados farmacos pueden inducir una tiroiditis autoinmune, como IFN-a
(53,54)

14
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2. CITOCINAS INFLAMATORIAS Y SU PAPEL EN LA
TIROIDITIS AUTOINMUNE

2.1. Introduccién

Las citocinas participan en la induccion y en las fases efectoras de la respuesta
inmune e inflamatoria y, por lo tanto, juegan un papel esencial en el desarrollo de la

autoinmunidad tiroidea.

La produccion intracelular de citocinas no se restringe a las células
mononucleares que infiltran la glandula, sino que implica también a las propias células
del epitelio folicular tiroideo. Las citocinas que éstas producen tienen un papel esencial
en estimular a las células T y facilitar su activacion . También actdan en la regulacion
de la presentacion del antigeno y la movilizacién de los linfocitos, mejorando la
expresion de moléculas de adhesion y moléculas HLA clase 1l en las células foliculares

tiroideas.

Los linfocitos intratiroideos y las células foliculares tiroideas han demostrado
producir una gran variedad de citocinas que incluyen IL-1a, IL-1p, IL-2, IL-4, IL-6, IL-
8, IL-10, IL-12, IL-13, IL-14, TNF-a e IFN-y.

El mecanismo de trabajo de las citocinas es una red compleja con funciones
diversas y solapadas, incluyendo efectos que son promovidos o inhibidos por otras
citocinas. Los perfiles de secrecion de las citocinas puede considerarse pro o
antiinflamatorio (respuesta de células T helper tipo 1 promoviendo la inmunidad celular
como IL-2, TNF e IFN-y versus respuesta de células T helper tipo 2 promoviendo la
inmunidad humoral como IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13).

A pesar de los intentos por clasificar la enfermedad autoinmune tiroidea como
una respuesta clasica tipo Thl o Th2, no se han obtenido conclusiones claras, y se ha
objetivado la existencia de una respuesta mixta en la tiroiditis autoinmune, aungque con

predominio de Thl.

A continuacion se describe el papel patogenico objetivado en las citocinas

implicadas en la etiopatogenia de la enfermedad.
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2.2. IL-1p

La familia de moléculas IL-1 es un componente integral de la compleja
comunicacion intracelular que se requiere para organizar y controlar la respuesta

inmune.

IL-1 induce o mejora la expresion de maltiples moléculas inmunolégicamente
activas como moléculas de adhesion, otras citocinas, y proteinas reguladoras del
complemento en las células epiteliales tiroideas. Por tanto IL-1 tiene un papel en las

condiciones fisiopatoldgicas que contribuyen al desarrollo de la autoinmunidad tiroidea
(56)

IL-1B es una citocina proinflamatoria que interviene en la etiopatogenia de la

tiroiditis autoinmune mediante varios mecanismos objetivados.

Afecta a la funcidn tiroidea estimulando la secrecién de IL-6 y modificando la
integridad del epitelio folicular mediante la alteracion de las proteinas de union. IL-1B
provoca un descenso en la expresion y en la redistribucion de Claudina y Zo-1 en las
células de union ©) de manera que modifica la union epitelial de los tirocitos e
incrementa la expresion de ICAM-1 (molécula de adhesion intracelular-1) en las células
tiroideas. Las moléculas de adhesion tienen un papel importante en el sistema inmune,
participando en una variedad de mecanismos inflamatorios e inmunes que incluyen el
reclutamiento de linfocitos y la seleccion de sus dianas. En las células tiroideas puede
ser responsable parcial de la adhesion de los linfocitos, que es un paso esencial en el

reconocimiento de los antigenos tiroideos por las células T en la tiroiditis autoinmune
(58)

IL-1p aumenta la produccion del glucosaminoglicano no sulfatado &cido
hialurénico en los tirocitos y los fibroblastos. El acido hialurénico se vuelve mas
abundante a consecuencia del proceso autoinmune y se acumula en el tejido tiroideo

contribuyendo a aumentar el tejido glandular ©9,

La apoptosis por la via metabolica de Fas y Fas ligando es un mecanismo
potencial para la destruccién del tejido tiroideo que precede al hipotiroidismo clinico en

la tiroiditis autoinmune. Existe controversia sobre si IL-1p podria inducir la expresion
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de Fas €0,

IL-1P en moderada o alta concentracion inhibe la funcion de la célula tiroidea de
manera reversible, mientras que a baja concentracion estimula la funcionalidad tiroidea.
Esta influencia bifasica, reversible y no citotdxica juega un papel en la regulacion
fisiologica de la funcion de la célula tiroidea. La concentracion de IL-1p estd aumentada
significativamente en el hipotiroidismo autoinmune frente a individuos sanos, por lo

que puede considerarse como un marcador 6,

2.3.1L-4

IL-4 es una de las citocinas principales de la respuesta Th2, clave en la
regulacion de la respuesta inmune, que estimula la inmunidad humoral y suprime la
produccion de citocinas inflamatorias Th1 incluyendo IFN-y ©9. De hecho, IL-4 es
considerada como la citocina principal que polariza la respuesta inmune hacia una
respuesta Th2 y, aunque el detonante inicial para su produccion aun es desconocido, las

variaciones genéticas podrian tener un papel importante en su funcion 6263,

Ya en estudios antiguos (afio 1989) se objetivd una reduccién de la capacidad de
produccion de IL-4 en los linfocitos presentes en infiltrados tiroideos de pacientes con
tiroiditis autoinmune respecto a pacientes con enfermedad de Graves-Basedow y

controles sanos 4.

La expresion de IL-4 en linfocitos CD4+ periféricos es significativamente menor
en pacientes hipotiroideos que en pacientes eutiroideos con tiroiditis autoinmune o en
sanos, siendo necesarios mas estudios para esclarecer el papel exacto de los linfocitos
periféricos en la patologia y si pueden tener un papel como marcador fiable de

implicacion en la enfermedad ©9.

La citocina IL-4 es producida por las células T, mastocitos y eosinofilos; se han
objetivado varios mecanismos que justificarian su influencia en la etiopatogenia de la

enfermedad.

Se ha observado que IL-4 produce efectos relacionados con el crecimiento y la

proliferacion de células B y la produccién de 1gG e IgE sérica; ademas de ello puede
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mejorar la produccion de algunos precursores de células T citotoxicas y su subsecuente
diferenciacion en células T citotoxicas activas, dos sucesos que tienen un papel esencial

en el desarrollo de la tiroiditis autoinmune ©®,

También estimula la expresion de antigenos de HLA clase Il via STAT6

(transductor de sefial y activador de transcripcion 6) ©7).

IL-4 bloguea la influencia que ejerce IFN-y en la expresion de DUOX (dual
oxidasa) y tioperoxidasa y en la secrecion de tiroglobulina, de manera que puede anular
la accion inhibitoria de las citocinas Th1 sobre la funcion tiroidea ®®. Las DUOX 1y 2
constituyen los componentes mayores del sistema generador de H202 (perdxido de
hidrdgeno) tiroideo que se requiere para la sintesis de hormona tiroidea. Los estudios

revelan que se requiere 1L-4 para la induccion de estos componentes ©9),

En cambio, la expresion de IL-4 estd claramente incrementada en aquellos
pacientes con tiroiditis autoinmune que asocian ademas otras patologias autoinmunes no
endocrinoldgicas. Se postula que este hallazgo puede representar una herramienta de
deteccion inicial de pacientes con tiroiditis autoinmune en los que es esperable el

desarrollo de otras enfermedades autoinmunes (9.

2.4.1L-6

La citocina IL-6 y su receptor forman parte del sistema que integra la respuesta
inmune tipo 2 (son citocinas Th2). IL-6 es producida por fagocitos mononucleares,
células dendriticas y células By, siguiendo a su liberacion por los monocitos, ejerce su
efecto inflamatorio, resultando en la induccion de fiebre y en la sintesis de proteinas de
fase aguda en el higado. Ademaés, es un factor de crecimiento y diferenciacion
importante para las células By T y es capaz de modular la inmunidad tanto humoral
como celular 7Y, De este modo, IL-6 tiene una importante labor en la inflamacion y los

procesos autoinmunes.

En estudios antiguos (1995) ya se objetivo la presencia de IL-6 en las células
foliculares epiteliales de pacientes con tiroiditis autoinmune, relacionandose su
presencia con estadios tempranos del proceso autoinmune 2. La produccion

intracelular de citocinas no se restringe a las células mononucleares que infiltran la
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glandula, sino que implica también a las propias células del epitelio folicular tiroideo
%), Las células foliculares tiroideas expresan IL-6 y esta expresion puede ser modulada

por IL-1 e IFN-y que la incrementan /374,

La tiroiditis autoinmune se caracteriza por un incremento en la produccion de
IL-6, habiéndose encontrado un aumento significativo de IL-6 en suero de pacientes con
tiroiditis autoinmune 79, La expresion de IL-6 en los tirocitos se correlaciona con el

grado de infiltracion linfocitica 677,

Varios mecanismos se han postulado como responsables de la influencia de IL-6

en la patogenia de la enfermedad.

La citocina IL-6 regula al alza la expresion de ICAM-1 en las células tiroideas.
Las moléculas de adhesion tienen un papel importante en el sistema inmune,
participando en una variedad de mecanismos inflamatorios e inmunes que incluyen el
reclutamiento de linfocitos y la seleccion de sus dianas. En las células tiroideas puede
ser responsable parcial de la adhesion de los linfocitos, que es un paso esencial en el
reconocimiento de los antigenos tiroideos por las células T en la tiroiditis autoinmune y,

por tanto, en las fases iniciales de su activacion ©8),

La produccion intratiroidea de IL-6 tiene un papel esencial en la expresion de
ciertos autoanticuerpos como antiperoxidasa ®. Cualquier alteracion en la sintesis de

IL-6 podria interferir con la autoinmunidad tiroidea y el desarrollo de la enfermedad.

Se ha objetivado en pacientes con bocio endémico la existencia de una
correlacion entre la presencia de valores elevados de IL-6 y presencia de IL-2 y
anticuerpos antiperoxidasa, asi como una correlacion negativa con los niveles de T3
libre; en estos enfermos, IL-6 actla estimulando la secrecion de anticuerpos

antitiroideos, incrementando asi el riesgo de tiroiditis autoinmune /9.

Como curiosidad, se han encontrado correlaciones positivas entre niveles de IL-
6, IMC (indice de masa corporal), indice cintura-cadera y leptina en estos pacientes €9,
En un estudio realizado sobre mujeres obesas, aquéllas con tiroiditis autoinmune e
hipotiroidismo subclinico tienen una mayor prevalencia de sindrome metabdlico que las

que presentan autoinmunidad negativa. Parece que el aumento en la secrecion de
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citocinas proinflamatorias, como IL-6, es el mecanismo subyacente en la relacion entre

el hipotiroidismo subclinico y el sindrome metabdlico en estas pacientes ©.

2.5. CD-40

CD-40 es un miembro de la super-familia del receptor de TFN que se expresa en
gran variedad de tipos celulares, tanto inmunitarios como no inmunitarios. Es una
molécula de activacion crucial que se expone por los linfocitos y otras células de la
médula désea y también en otros tipos celulares como fibroblastos, endotelio y células
epiteliales. La interaccion con su ligando media la respuesta de célula B dependiente de
célula T y una activacion eficiente de la célula T. Por tanto CD-40 es un candidato para
ejercer un papel en enfermedades autoinmunes en que las células B y T activadas

causen patologia @2,

En los pacientes con tiroiditis autoinmune las concentraciones séricas de CD-40
estan elevadas. CD-40 podria ser atil como marcador del estado de actividad de la
enfermedad autoinmune tiroidea 2. Su expresion esta aumentada en el tejido tiroideo
de los pacientes con enfermedad de Graves-Basedow @4, La interaccion de CD-40 y
CD-154 es indispensable para inducir tiroiditis autoinmune experimental, lo que indica

su relacién con la tiroiditis autoinmune (€586,

Se ha objetivado la capacidad de expresion de CD-40 en células no linfoides de
la glandula tiroidea: en fibroblastos de la glandula tiroidea ©7%® y especialmente en
células foliculares tiroideas ©"89, Esto implicaria la potencial participacion de CD-40y
su ligando en el dialogo entre las células tiroideas y las células linfoides reclutadas por

la glandula ©.

Asi, la célula tiroidea parece tener por si misma un importante papel en la
progresion de la enfermedad, interactuando con el sistema inmune mediante la
expresion de moléculas inmunolégicamente activas como CD-40 ©9, De este modo, en
las enfermedades autoinmunes tiroideas la presentacion de antigenos puede realizarse
mediante células presentadoras de antigenos “profesionales” como las células
dendriticas o “no profesionales” como las células del epitelio folicular, en las que se ha

demostrado la expresion de CD-40 ©®9,
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Entre los mecanismos de influencia de CD-40 en la etiopatogenia de la tiroiditis
autoinmune se encuentra la apoptosis. Este proceso es responsable de la pérdida de
células epiteliales foliculares en la enfermedad. Investigaciones sobre la patogénesis de
la apoptosis han revelado el importante papel de la expresion de moléculas de suicidio
tanto en las células tiroideas como en los linfocitos T citotoxicos. Se ha observado una
correlacion entre la expresion de CD-40 y Fas ligando en tirocitos; las células T CD-4
activadas secretan el ligando de CD-40 que interactia con el receptor de la superficie de
las células B, protegiéndolas de la apoptosis mediada por Fas y, por tanto,
desempefiando una labor importante en la regulacion de la respuesta autoinmune
humoral. Existe una expresion mas intensa de estas moléculas en los tirocitos proximos
a los infiltrados inflamatorios en la tiroiditis autoinmune y parecen mediar en la
apoptosis de dichas células, que podria ser un proceso incluso mas importante que la
citotoxicidad mediada por células T ©2,

CD-40 tiene un papel patogenico en varias enfermedades autoinmunes como la
esclerosis multiple ©3%99)| la artritis reumatoide y el LES (lupus eritematoso sistémico)
®2) Puede actuar como factor de riesgo o protector en enfermedades mediadas por la
inmunidad y diferentes mecanismos moleculares envuelven la etiologia de estos

problemas.

3. AUTOFAGIAY SU PAPEL EN LA TIROIDITIS AUTOINMUNE

3.1. Definicién y funciones

La autofagia es un proceso homeostatico fundamental por el cual las células
digieren porciones de su interior para reciclar nutrientes, remodelarse y deshacerse de
constituyentes citoplasmicos indeseados. Presenta un amplio espectro de funciones que
se asocian de manera compleja a una gran gama de estados tanto de salud como de

enfermedad.

El proceso de autofagia tiene multiples papeles fisioldgicos y es empleado por
las células de manera habitual para eliminar organelas dafiadas o sobrantes. La autofagia
provee a la célula de sustratos metabolicos obtenidos de la degradacion citoplasmica
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que permiten mantener la sintesis de macromoléculas y la produccién de ATP (adenosin
trifosfato, nucledtido fundamental en la obtencion de energia) en etapas de falta de

nutrientes celulares.

Tiene un papel protector frente a diversas patologias a través de su capacidad de
limpieza de constituyentes citoplasmaticos toxicos o dafiados, ofreciendo asi proteccion
frente a las enfermedades neurodegenerativas. La degradacién de mitocondrias dafiadas
y otras organelas justifica el efecto antienvejecimiento y de supresion de tumores de la
autofagia, mediante la reduccion de estrés genotdxico y la prevencion de dafio de ADN

(4cido desoxirribonucleico) e inestabilidad gendmica.

La autofagia también tiene capacidad para eliminar microorganismos
intracelulares, protegiendo asi contra las enfermedades causadas por estos patdgenos.
Ademas, puede entregar material genético de los microorganismos y proporcionar
antigenos a los sistemas inmunes innato y adaptativo, ejerciendo efectos de inmuno-

regulacion ©),

Los defectos en la autofagia también pueden contribuir al desarrollo de
enfermedades metabdlicas que se asocian a la inflamacidén, como la obesidad y la
diabetes, ambas emparentadas a través de la insulinorresistencia ©®®. El proceso de
autofagia ejerce proteccion de las células sometidas a estrés isquémico o metabolico,

por lo que también tiene un papel en la patologia cardiovascular ©7.

3.2. Proceso de autofagia
El proceso de autofagia se desarrolla en tres fases:

- La formacion del autofagosoma, en la que una membrana de separacion
envuelve porciones del citoplasma para formar una organela de doble
membrana.

- El elongamiento, con el crecimiento y cierre de la doble membrana del
autofagosoma.

- La maduracién a autolisosoma, en que el material citoplasmico englobado en el

autofagosoma es degradado tras su fusion con endosomas o lisosomas.
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Mediante este proceso las células aislan y eliminan constituyentes del citosol

como organelas dafiadas o sobrantes; del mismo modo pueden eliminar bacterias, virus

y parésitos, tal y como se muestra en la figura 1 °®
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Figura 1: Eventos celulares en el proceso de autofagia

La autofagia es regulada por un conjunto de genes relacionados (ATG genes)

que codifican las Atg proteinas (31 proteinas relacionadas con autofagia). Cada una de
ellas ejerce una funcidn especifica en el complejo proceso, tal y como se observa en la

€ Maturation

figura 2, que representa los eventos moleculares en la autofagia %100
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Figura 2: Eventos moleculares en el proceso de autofagia

Las proteinas cuyos polimorfismos son objeto de estudio en este trabajo realizan

las siguientes funciones ©®):

- Atg2B: Participa en la fase de formacion del autofagosoma (en el cierre de las
membranas de separacion que se produce tras su elongamiento); ejerce

funciones de defensa antiviral.
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- Atgb: Participa en el elongamiento del autofagosoma mediante su conjugacion
con Atgl2, en un proceso regulado por AtglO y Atg7; ejerce funciones de
defensa antiviral, antibacteriana, antiparasitaria, de presentacion de antigenos,
maduracion del fagosoma, limpieza de restos de apoptosis, mantenimiento del
nimero de células B y T, funcionalidad de las celulas del epitelio inmune
intestinal y regulacion de la produccion de IFN.

- Atgl0: Participa en el elongamiento del autofagosoma en forma de homodimero
regulando el proceso de conjugacion de Atgl2 y Atg5; sus funciones ain son
poco conocidas.

- Atgl6L1: Participa en el elongamiento del autofagosoma uniéndose al
conjugado proteico de Atgl2-Atg5 para formar complejos mayores; ejerce
funciones de defensa antibacteriana, presentacion de antigenos, funcionalidad de
las celulas del epitelio inmune intestinal e inhibicion de la producciéon de

citocinas proinflamatorias.

3.3. Autofagia, sistema inmune y autoinmunidad

El sistema inmune, responsable de la vigilancia y la comunicacion entre
diferentes Organos y tipos celulares, es un sistema en el cual la autofagia y las
consecuencias de sus defectos van més alla del papel en la degradacion en la via. La
figura 3 muestra los papeles potenciales de la autofagia en los sistemas inmunes innatos
y adaptativos, que podrian modular el establecimiento y desarrollo de las enfermedades

autoinmunes 192,

La relacion entre autofagia e inmunidad es bidireccional. No solo la autofagia (al
menos en ciertos contextos) mejora la respuesta inmune innata y adaptativa, sino que,
en paralelo, las citocinas y sus receptores envueltos en la respuesta inmune pueden

influir sobre el desarrollo de la autofagia y viceversa.

Las moléculas de sefializacion inmune que se han mostrado como reguladoras
en positivo de autofagia son PKR (proteina cinasa R), IFN-y, TNF y la interaccion CD-
40/CD-40 ligando. Al contrario, la autofagia es regulada negativamente por las citocinas
de la respuesta T helper tipo 2 como I1L-4 e 1L-13 ©®),
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Figura 3: Papeles potenciales de la autofagia en el sistema inmune

La autofagia podria afectar al desarrollo de las enfermedades autoinmunes
mediante la modulacion de la produccion de IL-1p (una deficiente autofagia deriva en
un incremento de su produccion) y otras citocinas (IL-18, INF, TNF) @° lo que podria
explicar el ambiente deletéreo de citocinas patogénicas usualmente observado en
enfermedades infecciosas y autoinmunes %2, Especialmente destacable en los ultimos
estudios es el descubrimiento de la implicacién de la autofagia en la produccién de IL-
1B, que podria tener un papel importante para inducir enfermedad en personas con
defectos en la via de la autofagia a través de un incremento en liberacion de esta

citocina (104,

Se ha observado la existencia de un vinculo entre la autofagia y la eliminacion
de los restos de células apoptéticas, lo que ayudaria a explicar un posible papel de la
autofagia en la prevencion de la inflamacion y la autoinmunidad. La autofagia provee a
las células apoptoticas de sefiales para asegurar su eliminacion durante la muerte celular
programada; la eliminacion rapida de los restos de las estas células es crucial para la
prevencion de la inflamacién tisular y, por tanto, un defecto en esta funcion altera la
tolerancia a los autoantigenos y conduce a enfermedades autoinmunes. De este modo

una autofagia defectuosa podria contribuir a la patogénesis de enfermedades
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autoinmunes, como se ha demostrado en el caso del LES ©9),

Hipotesis recientes proponen que puede inducirse la autoinmunidad en el
contexto de una exacerbacion de la autofagia a través del aumento de la supervivencia

de linfocitos auto-reactivos por reduccion de la apoptosis ),

Existen multiples evidencias que confirman la implicaciéon de la autofagia en
varias enfermedades autoinmunes (LES, enfermedad inflamatoria intestinal, artritis
reumatoide, psoriasis, vitiligo, y esclerosis mdaltiple), incluyendo el descubrimiento de

polimorfismos en genes relacionados con la autofagia %,

4. POLIMORFISMOS GENETICOS Y TIROIDITIS
AUTOINMUNE

4.1. Introduccion

Los polimorfismos de un solo nucleétido (SPN, del inglés Single Nucleotide
Polymorphism) son cambios Unicos de una base por otra en el ADN cuyas diferentes
alternativas en la secuencia del genoma (alelos) existen en individuos normales (al
menos en un 1% de la poblacion). Su importancia radica en el hecho de que muchos
tienen el potencial de cambiar la secuencia de aminoacidos que codifican y, de este
modo, estan implicados directamente en la susceptibilidad a patologias complejas ya

que ocasionan cambios en la funcion del gen @9,

Segin su localizacion los polimorfismos pueden incumbir a regiones

codificantes o no codificantes del ADN.

Aquéllos que producen un cambio de aminoacido en las regiones codificantes se
denominan no sindnimos y son los que alteran la funcion de la proteina en mayor
proporcién y, por tanto, los méas estudiados. Si este cambio introduce un codon de
parada se denomina mutacion nonsense, mientras que si codifica un nuevo aminoéacido

serd una mutacion de cambio de sentido (missense).

Si la mutaciéon al traducirse no produce ningin cambio en la secuencia

aminoacidica se dice que es sinonima o silente. Las mutaciones de las zonas no

26



INTRODV CCION

codificantes también son importantes porque pueden producir una alteracién del corte y

empalme del ARN (&cido ribonucleico) o impedir la unién de factores de transcripcion.

En los polimorfismos por cambio de un solo nucleo6tido seran dos los posibles
alelos en un locus o posicién concreta del genoma: por ejemplo, el cambio de C por T.
Si el locus corresponde a un cromosoma autosémico (del 1 al 22), cada individuo es
portador de dos alelos, uno en cada copia del cromosoma, que se heredan del padre y de
la madre de manera independiente. Asi, las tres posibilidades de parejas de alelos o
genotipos para el SNP del ejemplo serian TT, CT y CC. Los individuos con los dos
alelos idénticos son homocigotos y los que tienen diferentes alelos, heterocigotos. En
general se considera variante al alelo menos frecuente, pero esto puede diferir de una

poblacion a otra.

4.2. Polimorfismos en citocinas

Los polimorfismos en los genes que codifican las citocinas, moléculas
inmunomoduladoras cruciales, pueden resultar en alteraciones en los niveles de su
expresion y, por lo tanto, deben considerarse como genes candidatos esenciales en la
susceptibilidad y la severidad de las enfermedades autoinmunes. Las citocinas estan
implicadas en la patogénesis de la tiroiditis autoinmune y por tanto ciertos
polimorfismos en sus genes podrian ser marcadores de susceptibilidad individual para

dicha patologia.

4.2.1.Polimorfismos del gen IL1B
El gen IL1B se localiza en el brazo largo del cromosoma 2 97,

Polimorfismos del gen IL1B en tiroidopatia:

El polimorfismo de un solo nucleétido -511 C>T en la region promotora del gen
IL1B se relaciona con un aumento relativo de la susceptibilidad a padecer enfermedad

de Graves-Basedow en pacientes chinos (9,

Se han realizado maultiples estudios que no han encontrado diferencias
estadisticamente significativas en los pacientes con tiroiditis autoinmune: polimorfismo
ILIB +3962 T>C ©3 polimorfismo ILIB -511 C>T en pacientes europeos ©3),
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polimorfismo IL1B -511 C>T en pacientes chinos % y polimorfismo E1/E2 en el exon

5 del gen IL1B en pacientes chinos %9,

Recientemente un estudio en poblacién polaca si ha conseguido objetivar una
relacion significativa entre polimorfismos en el gen IL1B y susceptibilidad a presentar
la enfermedad. La frecuencia del alelo C y del genotipo CC del polimorfismo -511 C>T
fue mayor en pacientes que en sanos. La frecuencia del alelo C y del genotipo CC del

polimorfismo +3953 C>T fue mayor en enfermos que en controles 19,

Polimorfismos del gen IL B en otras patologias:

El polimorfismo de IL 1B (exoén 5, +3962 C>T) se ha asociado con DM tipo 1
(111,112)

4.2.2.Polimorfismos del gen 1L4

El gen IL4 se localiza en el brazo largo del cromosoma 5 ¥, Es altamente
polimorfico, tal y como se demuestra en las secuencias de nucleotidos depositadas en
las bases de datos de los catalogos de polimorfismos comunes y polimorfismos de
nucleotido simple. El polimorfismo mas estudiado (rs2243250) es una sustitucion de T
por C en la posiciébn 590 de la region promotora de IL4 (-590 T>C). Otros
polimorfismos identificados son rs2070874, rs2234248, rs2243288, rs2243289 y
rs2243290.

Polimorfismos del gen IL4 en tiroidopatia:

La variante alélica T en el polimorfismo en la regidén promotora -590 T>C puede
conferir una modesta proteccion contra el desarrollo de la enfermedad de Graves-
Basedow, aunque existe controversia dada la diversidad de los datos obtenidos hasta la
actualidad ©314), No se objetiva significacion en otros estudios ®. Estas discrepancias
podrian obedecer a diferencias en los estudios en cuanto a tamafio muestral,
estratificacion de la poblacion y/o artefactos estadisticos, asi como a la diferencia racial

entre las poblaciones estudiadas ©®.

Se ha observado una diferencia estadisticamente significativa entre la frecuencia

del genotipo -590 CC en el gen IL4 entre pacientes japoneses con formas clinicamente
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severas o0 leves de tiroiditis autoinmune, de modo que dicho genotipo parece ser un
fuerte factor predictivo para el desarrollo de hipotiroidismo en estos enfermos. El
posible mecanismo de explicacion de este fendbmeno subyace en un déficit de
produccion de IL-4 por los linfocitos T helper tipo 2. Los polimorfismos de IL4
vinculados con una menor produccion de esta citocina se relacionan con una mayor
severidad de la enfermedad (mayor y mas precoz desarrollo de hipotiroidismo). La
proporcién de células Th2 es menor en pacientes con formas mas intensas de tiroiditis
autoinmune, mientras que la proporcion de células Thl es mayor en estos mismos
pacientes, ocasionando una ratio Th1/Th2 mas alta en estas formas de peor evolucion
clinica ®¥. De este modo, en los pacientes portadores de este genotipo, la proporcion de
células T helper productoras de IL-4 es mas baja que en los pacientes con los genotipos
-590 TT 0 -590 CT; esto resultaria en una mayor actividad inflamatoria de citocinas Thl
y, con ello, en una progresion mas rapida de la destruccion tiroidea, seguida por un
desarrollo precoz de hipotiroidismo. En cambio, los individuos portadores del alelo T en
los polimorfismos -590 C>T de IL4 tienen una mayor proporcion de células T helper

productoras de IL-4 9.

Sin embargo otros trabajos no han encontrado diferencias significativas en la
investigacion del polimorfismo -590 C>T de IL4 3. En el estudio en poblacion
Taiwanesa de polimorfismos del gen IL4 (promotor -590 y regiones del intron 3) y su
posible relacion con la tiroiditis autoinmune no se observan diferencias estadisticamente

significativas ©9),

En el metaanalisis realizado por Xiaokun et al ‘), detectan asociacion de los
polimorfismos de IL4 (rs2243250, rs2070874, rs2243289) con la enfermedad de
Graves-Basedow. Integrando y analizando los datos de las publicaciones disponibles
que han estudiado la asociacion entre polimorfismos del gen IL4 y enfermedad
autoinmune tiroidea, los autores demuestran una relacion de riesgo, pero mantienen la
controversia en el caso concreto de la tiroiditis autoinmune; por ello se necesitan mas

estudios que incluyan diferentes poblaciones.

El polimorfismo RP1-RP2 en la region del intron 3 del gen IL4 tiene ain una
funcién poco conocida, pero parece que podria afectar a la actividad de transcripcion del

gen. No se ha encontrado diferencias estadisticamente significativas en los estudios
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realizados para valorar su influencia sobre la tiroiditis autoinmune ©®,

Los individuos con el genotipo ILe/lLe en el polimorfismo ILe50Val
(rs1805010) del receptor o de IL-4 tienen una mayor actividad dicho receptor en
comparacion con los individuos con el genotipo ILe/Val o Val/Val; pese a esta
diferencia en la actividad del receptor no se han objetivado diferencias significativas en

relacion con la severidad de la tiroiditis autoinmune en estos pacientes ©9),

Polimorfismos del gen IL4 en otras patologias:

El polimorfismo en la region promotora -590 podria interferir con la expresion
genetica normal y contribuir asi al desarrollo de desérdenes inmunologicos. Se ha
observado que esta asociado a un aumento de IgE total en suero y con ello aasmay a
dermatitis atopica (**6-118) Se sugiere que es un importante inductor y mediador en

enfermedades alérgicas ®17:118),

El polimorfismo RP1-RP2 en la region del intron 3 del gen IL4 guarda relacion

con la artritis reumatoide y la parpura trombocitopénica inmune (119120,

4.2.3.Polimorfismos del gen IL6
El gen IL6 se localiza en el brazo corto del cromosoma 7 29,

Polimorfismos del gen IL6 en tiroidopatia:

Se ha objetivado en pacientes japoneses que el alelo G (genotipos CG y GG) del
polimorfismo del gen IL6 -572 C>G (rs1800796) se correlaciona con una mayor
capacidad de produccién de IL-6, que es significativamente mas frecuente en pacientes
con tiroiditis autoinmune severa que en controles sanos 1?2, Estos hallazgos sugieren
que dicho polimorfismo es funcional y puede relacionarse con el prondstico de la
enfermedad y representar un potencial marcador genético predictor de susceptibilidad
individual. No se observa asociacién entre cada alelo del polimorfismo estudiado y los
titulos de anticuerpos o el tamafio del bocio. Los datos en pacientes chinos demuestran
un incremento de la ratio de genotipo CG y un decremento de la ratio de genotipos CC y
GG en el promotor del gen IL6 en los pacientes con tiroiditis autoinmune, en

comparacion con controles sanos %), También se ha observado que el alelo G
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(genotipos CG y GG) del polimorfismo de IL6 -572 C>G es mas frecuente en pacientes

con enfermedad de Graves-Basedow que en controles (22),

El estudio del polimorfismo de IL6 +3247 A>G no presenta diferencias con

significacion estadistica entre pacientes con tiroiditis autoinmune e individuos sanos ¢,

No se ha observado influencia sobre el desarrollo de tiroiditis autoinmune en el
estudio del polimorfismo de IL6 -174 G>C (rs1800795). Si demuestra aparentes
interacciones entre alelos polimorficos diferentes, de manera que la presencia
concomitante de las mutaciones IL 10-1082 G>A y de IL6 -174 G>C aumenta el riesgo
de presentar la enfermedad. En estos pacientes parece observarse una mayor produccién
de IL-6 (inflamatoria) y menor produccion de IL-10 (antiinflamatoria); de este modo, se
desequilibraria el balance entre citocinas pro/antiinflamatorias, lo que conduciria a una
acentuacion de la respuesta inflamatoria y a una propagacion del proceso autoinmune.
Por tanto, los efectos combinados de las variantes alélicas definidas podrian ser
decisivos para inducir diferencias funcionales y modificar el riesgo de presentar la
patologia (22,

Polimorfismos del gen IL6 en otras patologias:

El alelo G del polimorfismo de IL6 -572 C>G (rs1800796) se ha relacionado en
pacientes diabéticos japoneses con un incremento en la produccién de IL-6 por las

células mononucleares de sangre periférica (24,

En cuanto al polimorfismo del gen IL6 -174 G>C, se ha objetivado una menor
incidencia del genotipo GG y mayor del alelo C en pacientes diabéticos tipo 1 respecto
a controles sanos 2, En cambio en DM tipo 2 el alelo G parece tener un papel
protector 26, También han observado diferencias estadisticamente significativas los
estudios de asociacion con la concomitancia de DM tipo 1 y enfermedad celiaca en

nifios 27,

Las variaciones en la region promotora del gen IL6 (rs1800795) se han asociado
con otras maltiples patologias: artritis reumatoide juvenil t?®), aterosclerosis carotidea
(128.129) - defectos en el crecimiento en nifios enfermedad de Crohn @39, obesidad en

adultos 3D sindrome metabdlico 32, oclusion de la arteria central de la retina (3%,
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cambios en la tolerancia a la glucosa inducidos por el ejercicio 4, o alteraciones en la

densidad mineral Gsea en mujeres postmenopausicas 139,

4.2.4.Polimorfismos del gen CD40
El gen CD40 se localiza en el brazo largo del cromosoma 20 (%9),

Polimorfismos del gen CD40 en tiroidopatia:

El polimorfismo de un solo nucledtido C>T en la secuencia Kozak (tramo de
nucleétidos que flanquean el codén de inicio ATG en genes de vertebrados) del gen
CD40 (rs1883832) ha sido analizado en multiples estudios. No se ha encontrado
asociacion entre el polimorfismo CD40 -1C>T v tiroiditis autoinmune @7, Tampoco se
ha encontrado asociacion con la gravedad de la patologia 3. Este polimorfismo ha
sido objeto de estudio en un metaanalisis que recopil6 4 estudios previos que no habian
obtenido significacion estadistica. Ni en el analisis por genotipos ni por frecuencia
alélica se observa una asociacion estadisticamente significativa con un mayor riesgo de
presentar la enfermedad 7. Si que se ha encontrado relacion estadisticamente
significativa entre el polimorfismo -1 C>T de CD40 y el riesgo de enfermedad de
Graves-Basedow en multiples poblaciones (37:13%-145)  asi como con la severidad y
dificultad de tratamiento de la misma @38, Por lo tanto, este polimorfismo tiene un papel
diferente en la patogenia de las dos enfermedades autoinmunes tiroideas y puede ser
especifico para enfermedad de Graves-Basedow, aunque la base para esta especificidad

es aln desconocida 149,

Polimorfismos del gen CD40 en otras patologias:

El polimorfismo CD40 (-1 C>T) se ha asociado con otras muchas patologias
como esclerosis mdaltiple @40 enfermedad pulmonar obstructiva cronica 48),
enfermedad de Behcet 49, cancer de mama 9, riesgo de osteoporosis en mujeres
postmenopausicas %Y, artritis reumatoide %2, o esclerosis multiple %), También con
ictus isquémico 54159 infarto agudo de miocardio ‘%6158 y enfermedad de Kawasaki

en poblacion china (159160,

También existe asociacion entre otros polimorfismos en el gen CD40 y diversas
enfermedades: polimorfismo rs6074022 y esclerosis multiple °3); rs3765456 y LES
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(161): rs4810485 y enfermedad de Behget @49 LES (62 y cancer de mama (59

rs3765459 y cancer de mama 59,

4.3. Polimorfismos en proteinas reguladoras de autofagia

4.3.1. Polimorfismos del gen ATG2B
El gen ATG2B se localiza en el brazo largo del cromosoma 14 (163),

Hasta el momento no se ha encontrado evidencia de influencia de polimorfismos
de ATG2B sobre diferentes patologias en las que se ha realizado el estudio, como

enfermedad de Paget %% o tuberculosis %),

4.3.2.Polimorfismos del gen ATG5
El gen ATG5 se localiza en el brazo largo del cromosoma 6 (169,

Polimorfismos del gen ATGS5 en tiroidopatia:

Los pacientes portadores del polimorfismo de ATG5 rs2245214 tienen una
mayor probabilidad de desarrollar carcinoma folicular de tiroides 7. El alelo G del

polimorfismo se ha asociado con un aumento de la susceptibilidad a dicha enfermedad.

Polimorfismos del gen ATG5 en otras patologias:

Estudios genéticos han objetivado la relacion entre polimorfismos del gen ATG5
y susceptibilidad a LES (168169 Se han identificado dos polimorfismos que se asocian
con el inicio y/o el desarrollo de LES en poblaciones caucésicas: rs6568431 en

poblacion de Reino Unido y rs2245214 en poblacién de Estados Unidos y Suecia
(170,171)

Ser portador del alelo G del polimorfismo de ATG5 rs2245214 se ha asociado

con un incremento de riesgo de desarrollo de enfermedad de Paget (64,

El genotipo CC del polimorfismo de ATG5 rs648234 incrementa la

susceptibilidad al desarrollo de neuromielitis optica en la poblacion china 72,

Dos polimorfismos de ATG5 (rs12201458 y rs510432) se han asociado con el
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diagnostico de asma. El alelo A del polimorfismo rs12201458 confiere un efecto
protector frente a la enfermedad mientras que el alelo G del polimorfismo rs510432

aumenta la susceptibilidad a la misma 72,

El polimorfismo de ATG5 rs548234 se ha asociado con artritis reumatoide en
estudios efectuados en poblacion caucasica. En cambio no se han obtenido resultados
significativos en los estudios de poblacion china 474,

4.3.3.Polimorfismos del gen ATG10
El gen ATG10 se localiza en el brazo largo del cromosoma 5 7.

Se han realizado escasos estudios sobre la influencia de polimorfismos en el gen
ATG10 sobre diferentes patologias. Se precisan aun estudios mas complejos que
confirmen los hallazgos obtenidos.

El polimorfismo de ATG10 rs1864183 se ha asociado con el desarrollo de
enfermedad de Paget. Se portador del alelo T confiere un efecto protector frente a la

enfermedad (164,

El polimorfismo de ATG10 rs1864183 se ha asociado con un incremento de la
produccion de IL-8 en estudios sobre induccion de citocinas en pacientes afectos de

tuberculosis (169,

En estudios en poblacion china los polimorfismos rs1864182 y rs10514231 se

han asociado con un decremento del riesgo de presentar cancer de mama 7,

4.3.4.Polimorfismos del gen ATG16L1
El gen ATG16L1 se localiza en el brazo largo del cromosoma 2 @77,

La variante ATG16L1 +898 A>G (rs2241880), caracterizada por la sustitucion
del aminoacido treonina por alanina en la posicion 300, tiene una elevada frecuencia en
la poblacion humana, alcanzando el 55% de alelos en los ancestros de la poblacion
europea y entre el 20 y 40% en otras poblaciones. Esta elevada frecuencia podria ser
debida al papel protector de esta variante frente a infecciones por patdgenos

intracelulares, aunque la presencia de este polimorfismo podria conferir un riesgo
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elevado de desarrollo de enfermedades autoinmunes 78,

Polimorfismos del gen ATG16L1 en tiroidopatia:

El polimorfismo ATG16L1 rs2241880 se ha asociado con un descenso del riesgo
de presentar carcinoma tiroideo del epitelio folicular. Ademas, se ha objetivado que ser
portador del alelo A se asocia con una mayor sensibilidad al tratamiento con radioyodo
y menor probabilidad de persistencia de la enfermedad tras la tiroidectomia y el
tratamiento ablativo. Aunque por si mismo no podemos considerar el genotipo de
ATG16L1 como un marcador pronostico unico, este polimorfismo si puede constituir
un nuevo marcador que podria afiadirse a un modelo complejo multifactorial para
predecir la respuesta del carcinoma de tiroides al tratamiento con radioyodo, si se
confirma en futuras investigaciones. EI mecanismo de accion propuesto es que las
variantes genéticas de ATG16L1 pueden influir en el riesgo de cancer de tiroides a
través de la modulacion en la produccion de IL-1p; esta citocina, ademas de su papel en
la respuesta inmune, también influye sobre el crecimiento y la diferenciacion de
diferentes tipo celulares, habiéndose descrito efecto antiproliferativo en lineas celulares
epiteliales tiroideas malignas. No se pueden excluir otros efectos sobre la capacidad de
las células epiteliales tiroideas de prevenir la muerte celular mediante induccion de la

autofagia 79,

Polimorfismos del gen ATG16L1 en otras patologias:

Se ha descubierto un fuerte vinculo genético entre autofagia y enfermedad
inflamatoria crénica intestinal. Se ha identificado una fuerte asociacion entre el
polimorfismo de un solo nucle6tido en el gen ATG16L1 rs2241880 y susceptibilidad
para enfermedad de Crohn ©%18%-182) E| mecanismo por el que este polimorfismo influye
sobre la susceptibilidad a la enfermedad de Crohn parece implicar a la produccién de
IL-1p e IL-6 (183,

También se ha encontrado una asociacion entre colitis ulcerosa y varios
polimorfismos de ATG16L1 (rs2241880, rs10210302, rs3828309) (184,

En el estudio del polimorfismo de ATG16L1 rs2241880 en cancer colorrectal se
ha observado que los sujetos portadores del genotipo GG presentan un mayor riesgo de
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desarrollo de la patologia, con una evidencia incluso méas consistente en el grupo de
varones. Se ha demostrado que los polimorfismos en genes de autofagia estan
relacionados con el desarrollo de lesiones inflamatorias cronicas, que representan un

factor de riesgo para tumores colorrectales (89,

El polimorfismo de ATG16L1 rs2241880 incrementa la susceptibilidad a la
infeccion por Helicobacter pylori. Los monocitos de sangre periférica de los sujetos con
la variante de riesgo presentan una respuesta de autofagia deficiente a la exposicion a la

citotoxina producida por la bacteria (89,

No se ha encontrado significacidn estadistica en el andlisis del polimorfismo de
ATG16L1 rs2241880 en pacientes con artritis reumatoide 87,

En el estudio de polimorfismos de un solo nucleétido de ATG16L1 en pacientes
con psoriasis vulgar se ha observado significacion estadistica con una mayor frecuencia
de rs10210302 CC, rs12994971 CC, rs2241880 AA, rs2241879 GG y rs13005285 TT
(188) En psoriasis pustulosa se ha encontrado una frecuencia mas elevada significativa

de los alelos rs2241880G y rs2241879A en los pacientes frente a los controles (89,

Ser portador del alelo G del polimorfismo rs2241880 del gen ATG16L1 se
asocia con un incremento del riesgo de desarrollar enfermedad de Paget (64,
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MIPATESIS Y OBJETIVOS

1. HIPOTESIS

La tiroiditis autoinmune, dada su elevada prevalencia, constituye una de las
patologias autoinmunes mas comunes @4 y una de las enfermedades endocrinoldgicas
mas frecuentes ©®). Actualmente puede considerarse como la causa mas habitual de

hipotiroidismo 67,

Esta enfermedad esta causada por los efectos combinados de multiples genes de
susceptibilidad y factores ambientales, que pueden afectar tanto a la glandula tiroidea
como al sistema inmune @330, Sy etiopatogenia es compleja y aln se precisan mas
estudios que investiguen en las diferentes vias causales y en la basqueda de tratamientos
definitivos, para un problema que a dia de hoy es crénico e incurable @,

Las citocinas participan en la induccion y en las fases efectoras de la respuesta
inmune e inflamatoria y por lo tanto tienen un papel esencial en el desarrollo de la
autoinmunidad tiroidea. Se han estudiado varios genes que codifican citocinas

inflamatorias, cuyas alteraciones parecen influir en la severidad de la enfermedad 7).

La autofagia es un proceso con un amplio espectro de funciones que se asocian
de manera compleja a una gran gama de estados tanto de salud como de enfermedad.
Existen mdltiples evidencias que confirman la implicacion de la autofagia en varias
enfermedades autoinmunes, y que incluyen la influencia de varios polimorfismos en

genes relacionados con la autofagia en el desarrollo de estas entidades clinicas (%),

Dado que los polimorfismos de un solo nucledtido tienen el potencial de
producir cambios en la funcion del gen y cambiar la secuencia de aminoacidos que
codifican, pueden estar implicados directamente en la susceptibilidad a patologias

complejas 0,

Se plantea la hipotesis de que ciertos polimorfismos genéticos relacionados con
las citocinas y con el proceso de autofagia pueden variar el riesgo de padecer tiroiditis
autoinmune. Para comprobar dicha hipoétesis, se realiza un estudio epidemioldgico caso-

control.
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2.

40

OBJETIVOS

Conocer las caracteristicas epidemioldgicas y clinicas que presentan los pacientes
con tiroiditis autoinmune estudiados en el Servicio de Endocrinologia y Nutricién del
Complejo Asistencial Universitario de Salamanca y describir las diferencias respecto

a los datos habituales poblacionales.

. Comparar las distribuciones alélicas y genotipicas de los polimorfismos sujetos a

estudio entre pacientes con tiroiditis autoinmune y controles sanos, y estudiar los
diferentes modelos de herencia, con el fin de determinar una posible relacion entre

los diferentes genotipos y la predisposicion al desarrollo de esta enfermedad.

Estudiar las diferencias en las distribuciones genotipicas de los polimorfismos entre
los grupos de pacientes con tiroiditis autoinmune, segregados segun las variables
epidemioldgicas y clinicas que presentan entre si, para establecer la posibilidad de
interaccion entre factores ambientales y genéticos en la etiopatogenia de la
enfermedad, y la posible influencia de los polimorfismos en las formas clinicas y la
severidad de la patologia.
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MATERIAL Y METODOS

1. SUJETOS DEL ESTUDIO

1.1. Pacientes

La muestra a estudio esta constituida por pacientes diagnosticados de tiroiditis
autoinmune que presentaron positividad de anticuerpos antitiroideos (antitiroglobulina,

antiperoxidasa, 0 ambos).

Los enfermos fueron reclutados desde el Servicio de Endocrinologia y Nutricion
del Complejo Asistencial Universitario de Salamanca. Los datos utilizados en el estudio
para la caracterizacion de los pacientes, asi como la informacion necesaria para las
variables objeto de andlisis, se obtuvieron a través de una consulta activa de los

documentos de la historia clinica relativa a los pacientes.

Se incluyen en el estudio un total de 200 casos de pacientes mujeres,
excluyéndose los varones, dado que su escasa prevalencia en la muestra revisada podria

influir como factor de confusién en el analisis estadistico.
De cada paciente se recogen las siguientes variables:

- Edad al diagnostico.

- Existencia de antecedentes familiares de tiroidopatia.

- Consumo de sal yodada.

- Procedencia de zona endémica de bocio. Se habla de bocio endémico cuando
esta alteracion afecta a un numero considerable de personas de una zona
determinada y, mas concretamente, a mas del 10% de la poblacion escolar de un
area. Patogénicamente, el aumento de tamafio de la glandula tiroides se produce
para compensar una captaciéon de yodo inferior a la necesaria y tiende a
presentarse en ciertas areas geograficas con suelos pobres en yodo, normalmente
alejadas de la costa marina 9,

- Presencia coadyuvante de bocio y tamafio del mismo segun la clasificacion de la
OMS (Organizacion Mundial de la Salud).

Grado 0: Glandula no palpable (0a) o palpable pero no visible con el
cuello en extension (0b).

Grado I: Bocio palpable y visible con el cuello en extension.
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Grado I1: Bocio palpable y visible con el cuello en posicion normal.
Grado I11: Bocio visible a distancia.

- Anticuerpos antitiroglobulina y anticuerpos antiperoxidasa tiroidea. Se recoge el
dato como positividad o negatividad sin consignar el valor numérico, dada la
heterogeneidad de los estudios de valoracion debida a las modificaciones en la
técnica de deteccion del laboratorio en funcion del afio de diagnostico de los
pacientes. Se consideran anticuerpos positivos aquéllos cuyo valor es superior al
limite de normalidad propuesto para el ensayo. Se consideran anticuerpos
negativos aquellos valores dentro del intervalo de referencia de normalidad de la
técnica de deteccion.

- Funcion tiroidea en el momento del diagnoéstico: Eutiroidismo, hipotiroidismo o

hipertiroidismo.

1.2. Controles

Las muestras elegidas como controles fueron las correspondientes a pacientes
atendidos por distintas patologias en diferentes Servicios del Hospital, en los que se
descartase la presencia de patologia tiroidea, tanto tiroiditis autoinmune como otras

afecciones tiroideas, asi como otras enfermedades autoinmunes.

Se incluyeron en el andlisis un total de 166 controles mujeres para el estudio de
polimorfismos de CD40 e IL4 y 240 controles mujeres para el estudio del resto de
polimorfismos (IL6, IL1B y ATG).

Todas las muestras, tanto de pacientes como de controles, fueron obtenidas
previo consentimiento informado, siguiendo las normas legales para Estudios Clinicos
en Espafia y las del Comité de Etica del Complejo Asistencial Universitario de

Salamanca.

2. OBTENCION DE LA MUESTRA Y EXTRACCION DEL ADN

2.1. Obtencion de la muestra

Las muestras fueron obtenidas mediante la extraccién de sangre periférica
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realizada en condiciones estériles en tubos “Venoject” de 10 ml con EDTA (acido

etilendiamino-tetraacético) y se conservaron a 4°C hasta su procesamiento.

Todas las muestras fueron identificadas con su correspondiente nimero de
laboratorio para mantener la confidencialidad de los datos personales y genéticos,
respetando en todo momento los principios éticos basicos de la investigacion con
muestras bioldgicas.

2.2. Obtencion de células mononucleadas de sangre periférica

Las células nucleadas se aislaron mediante centrifugacion repetida y lisis
eritrocitaria con solucion hipotonica (centrifugacion de la sangre total en 50 mL de
ddH20 -agua bidestilada- durante 30 minutos, 1500 rpm, a 4°C) dando lugar a la
separacion de la muestra en tres fases: superior (corresponde al plasma), interfase
(contiene las células nucleadas de la sangre y es de aspecto blanquecino) e inferior o

fase eritrocitaria (compuesta por este tipo de células).

Tras la recuperacion de la interfase creada y la lisis de los glébulos rojos con
agua destilada, se lavaron las células mononucleadas en tampon Fornace (0.25 M
Sacarosa, 50 mM Tris-HC -tris(hidroximetil)aminometano acido clorhidrico- pH: 7,5,
25 mM KCI -cloruro potésico- y 5 mM MgCl2 -cloruro magnésico-) el cual proporcion6
la osmolaridad necesaria para no romper los leucocitos. Se precipitaron mediante

centrifugacion a 1500 rpm durante 10 minutos.

2.3. Aislamiento del ADN total de alto peso molecular

El botdn de células nucleadas de la sangre se resuspendié en tampon Fornace a
una concentracion estimada de 5x10° células/mL, tras lo cual se afiadi6 EDTA 0,5 M
pH 8 (concentracion final 10 mM), un quelante de iones divalentes que posibilita la
inactivacion de las nucleasas, SDS (dodecilsulfato sédico, concentracién final 1%) para
romper las membranas celulares y proteinasa K (Boehringer Mannheim, concentracion
final 50 pg/mL) para degradar las proteinas. La mezcla se incub6 a 55°C durante 8-16

horas.
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2.4. Purificacion del ADN

Tras la incubacion, se procedi6 a la extraccion y purificacion del ADN
tratdndolo con una mezcla de fenol tamponado a pH 8 (para prevenir que fuera
“atrapado” en la fase intermedia entre la fase acuosa y la organica) y de CIAA

(cloroformo alcohol isoamilico 24:1).

Tras una centrifugacion a 580 g durante 10 minutos a temperatura ambiente, se
recuper0 la fase acuosa sobrenadante conteniendo el ADN en solucion, y se afiadio un
volumen igual de CIAA con el fin de retirar restos proteicos y fenol; tras mezclarlos
hasta su homogeneizacién, se sometié a una nueva centrifugacion en condiciones
idénticas, recuperando nuevamente la fase acuosa. Posteriormente, la fase acuosa se
transfirio a tubos Corex® estériles, y el ADN de esta solucion final se precipitd
mediante la adicion de 2,5 volimenes de etanol absoluto frio (-20°C). EI ADN se
transfirid a un eppendorf, se lavé con etanol al 70% con una breve centrifugacion a
16000 rpm, y se dejo evaporar el etanol residual, para resuspender finalmente en 100 pl

de agua bidestilada estéril °9.

2.5. Cuantificacion del ADN

La concentracion y el grado de contaminacion proteica del ADN asi obtenido se
calcularon, tras medir su absorbancia a 260 y 280 nm respectivamente, en un
espectrofotdbmetro automatico de ADN/ARN (GeneQuant, Pharmacia) por medio de la

siguiente férmula:

pug de ADN/ml = (D.0.260) x (factor de dilucién) x (50)

Nota: 50 es un factor de correccidn introducido ya que una unidad de densidad 6ptica (D.O.) con

una luz incidente de 260 nm es el valor de absorbancia que tienen 50 pg de ADN/ml.

El cociente D.0.260/D.0.280 se utiliza para determinar el grado de
contaminacion proteica, considerando como valores adecuados un cociente entre 1,65y
2. Valores inferiores a los sefialados indican contaminacion por proteinas o por
solventes organicos, realizdndose en estos casos una nueva purificacion del ADN.
Valores superiores parecen indicar un exceso de ARN, el cual se elimind tratando la

solucion de ADN con ARNsa (ribonucleasa) y purificando nuevamente.
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La muestra de ADN con una concentracion aproximada entre 1000 y 1500 pg/ml
se almacend en tubos eppendorf a -20 °C con el fin de evitar tanto la degradacién

progresiva del ADN como su posible contaminacidn por microorganismos.

3. ESTUDIO GENETICO DE POLIMORFISMOS

3.1. Polimorfismos estudiados

Cada polimorfismo se ha identificado por su nombre habitual en la literatura,
que suele basarse en la posicién de dicha variante alélica con respecto al punto de inicio
de la transcripcion. Ademas, se proporciona el ndmero de identificacion de cada
polimorfismo (rs#) en la base de datos del NCBI (National Center for Biotechnology,

disponible en http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP).

3.1.1. Polimorfismo -511 C>G del gen IL1B (rs 16944)

El gen que codifica IL-1B se encuentra en el brazo largo del cromosoma 2,
localizacion 2914 [OMIM *147720] (Online Mendelian Inheritance in Man).

Se estudia el SNP localizado en la region promotora, en la posicion -511, que
supone un cambio de C por T. La mutacion de C por T destruye un sitio de corte de la
enzima Ava | de tal manera que el alelo Al (C) tiene dos fragmentos de 190 y 114 pb

mientras que el alelo A2 (T) sélo tiene un fragmento de 304 pb.

Se trata de una mutacion intragénica, en region intrénica, con sustitucion de una

base mediante transicion.

3.1.2.Polimorfismo -33T>C del gen IL4 (rs2070874)

El gen que codifica IL-4 se encuentra en el brazo largo del cromosoma 5,
localizacién 5931.1 [OMIM *147780].

Se estudia el SNP localizado en la posicion -33, cuyo cambio es T por C.

Se trata de una mutacion en la region UTR 5 (zona no traducida del gen

colindante a un marco abierto de lectura) con sustitucién de una base mediante
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transicion.

3.1.3. Polimorfismo -174 G>C del gen IL6 (rs1800795)

El gen que codifica IL-6 se encuentra en el brazo corto del cromosoma 7,
localizacion 7p21 [OMIM *147620].

Se estudia el SNP localizado en la region promotora, en la posicién —174 con un
cambio de G por C. La mutacion de G por C destruye un sitio de corte de la enzima
SfaNI (Lewl) de tal manera que el genotipo GG tiene dos fragmentos de 140 y 58 pb

mientras que el genotipo CC tiene s6lo un fragmento de 198 pb.

Se trata de una mutacion intragénica, en region intronica, con sustitucion de una

base mediante transversion.

3.1.4.Polimorfismo -1C>T del gen CD40 (rs1883832)

El gen que codifica CD-40 se encuentra en el brazo largo del cromosoma 20,
localizacion (20g912-g13.2) [OMIM *109535].

Se estudia el SNP localizado en la posicién 1, cuyo cambio es C por T.

Se trata de una mutacion en la region UTR 5 (zona no traducida del gen,
colindante a un marco abierto de lectura) con sustitucién de una base mediante

transicion.

3.1.5. Polimorfismo -4147 C>G del gen ATG2B (rs3759601)

El gen que codifica ATG2B se encuentra en el brazo largo del cromosoma 14,
localizacion (14932.2) [OMIM *616226].

Se estudia el SNP localizado en la posicién 4147, cuyo cambio es C por G.

Se trata de una mutacion intragenica, con sustitucion de una base mediante
transversion, ocasionando un cambio de sentido (missense) y un cambio de aminoacido

glutamina por &cido glutdmico (GIn1382Glu) en la proteina.
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3.1.6.Polimorfismo 106662741 C>G del gen ATG5 (rs2245214)

El gen que codifica ATG5 se encuentra en el brazo largo del cromosoma 6,
localizacion (6g21) [OMIM *604261].

Se estudia el SNP intrénico, cuyo cambio es C por G.

Se trata de una mutacion intragénica, en region intronica, con sustitucion de una

base mediante transversion.

3.1.7.Polimorfismo -635 C>T del gen ATG10 (rs1864183)

El gen que codifica ATG10 se encuentra en el brazo largo del cromosoma 5,
localizacion (5g14.1) [OMIM *610800].

Se estudia el SNP localizado en la posicién 635, cuyo cambio es C por T.

Se trata de una mutacion intragénica, con sustitucién de una base mediante
transicion, ocasionando un cambio de sentido (missense) y un cambio de aminoacido

treonina por metionina (Thr212Met) en la proteina.

3.1.8. Polimorfismo +898 A>G del gen ATG16L1 (rs2241880)

El gen que codifica ATG16L1 se encuentra en el brazo largo del cromosoma 2,
localizacion (2937.1) [OMIM *610767].

Se estudia el SNP localizado en la posicion 898, cuyo cambio es A por G.

Se trata de una mutacion intragénica, con sustitucién de una base mediante
transicion, ocasionando un cambio de sentido (missense) y un cambio de aminoacido

treonina por alanina (Thr300Ala) en la proteina.

3.2. Estudio de polimorfismos mediante PCR en tiempo real

3.2.1.Descripcion

La reaccion en cadena de la polimerasa o PCR (siglas de su nombre en inglés

Polymerase Chain Reaction) permite generar una gran cantidad de copias de un
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fragmento de ADN. EI requisito fundamental para poder llevar a cabo la reaccion es
disponer de fragmentos cortos de ADN de cadena sencilla complementarios a los
extremos del fragmento a amplificar. Estos fragmentos serviran como cebadores para
que una enzima polimerasa sea capaz de incorporar nucledtidos complementarios a la
cadena molde. Una vez completada la reaccion la cantidad fragmento amplificado se

puede visualizar mediante técnicas sencillas de separacion de fragmentos de ADN.

En la PCR en tiempo real los procesos de amplificacion y deteccion se producen
de manera simultanea sobre la misma mezcla sin necesidad de realizarlos por separado
(192193) Esta técnica sigue el mismo procedimiento de una PCR convencional, pero la
amplificacion tiene lugar en presencia de unos componentes capaces de emitir
fluorescencia, lo que permite conocer y registrar la cinética de la amplificacion en todo

momento.

En el estudio de los polimorfismos de genes de citocinas y de genes de autofagia
se ha realizado la discriminacion alélica mediante PCR con sondas Tagman®, que

emiten fluorescencia al hibridar con la secuencia complementaria.

En la PCR con sondas Tagman® los procesos de amplificacion y deteccion se
producen de manera simultanea en el mismo vial cerrado, sin necesidad de ninguna
accion posterior. Ademas, mediante deteccion por fluorescencia, se puede medir durante
la amplificacion la cantidad de ADN sintetizado en cada momento, ya que la emision de

fluorescencia producida en la reaccion es proporcional a la cantidad de ADN formado.

Esto permite conocer y registrar durante todo el proceso la cinética de la
reaccion de amplificacion. Los termocicladores para llevar a cabo la PCR con sondas
Tagman® incorporan un lector de fluorescencia y estan disefiados para poder medir, en
cualquier momento, la fluorescencia emitida en cada uno de los viales donde se realice
la amplificacion. Los sistemas de deteccion por fluorescencia empleados en la PCR con
sondas Tagman pueden ser de dos tipos: agentes intercalantes y sondas especificas

marcadas con fluorocromos.
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Para la discriminacion alélica en nuestro estudio, se emplean sondas especificas
marcadas con fluorocromos: un donador en el extremo 5’, que emite fluorescencia al ser
excitado y un aceptor (quencher) o apantallador en el extremo 3°, que absorbe la
fluorescencia liberada por el donador. Para que esto ocurra, las moléculas donadora y
aceptora deben estar espacialmente proximas. Ademas, el espectro de emision de la
primera se ha de solapar con el espectro de absorcién de la segunda. En todos nuestros
ensayos de discriminacion alélica mediante PCR con sondas Tagman® los
fluorocromos empleados fueron VIC y FAM con un espectro de excitacion maximo
Aabs de 538 nm y 495 nm y un espectro de emisiéon maximo Aem de 554 nm y 535 nm,
respectivamente (Tabla 1).

Tabla 1: Principales moléculas fluorescentes empleadas como marcadores en la PCR con sondas
Tagman®

Fluorocromo | MAx At (nm) | MAX Ao (1010)
Cascade blue (varios) 374-403 422-430
YOYO-1 491 509
Bodipy 503 512
Fluoresceina (FITC) 494 520
SYBR Green | 497 520
TOTO-1 513 532

[ FAM 495 533 |
Luciferina 430 540
I VIC 538 554 ]
JUE 2o 220
HEX 530 560
(_) 3 552 565
POPO-3 534 a70
Rodamina 540 570
NED 553 575
TAMRA 560 580
Naranja de acridina 460,502 526.650
Cy5 643 667
Quantum Red/Red 670 480,565 670
Bromuro de etidio 526 605
ROX 580 605
Red 613 480,565 613
Rojo de Tejas 596 G615
Homodimero de etidio 534 616
Yoduro de propidio 536 617
IRD 700 685 705
CyT7 743 767
IRD 800 795 849

Ademas de estas sondas, la QRT-PCR (reaccion en cadena de la polimerasa en
tiempo real) precisa de los mismos elementos que una PCR convencional:
oligonucleotidos o primers, dNTPs —nucledtidos fosfatados-, Taq polimerasa y solucién

tampon.

Mientras la sonda estd intacta, la fluorescencia emitida por el donador es

absorbida por el aceptor. Sin embargo, durante la amplificacion del ADN diana, la
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sonda se hibrida con su cadena complementaria. Al desplazarse a lo largo de la cadena,
en su accién de sintesis, la Tag ADN polimerasa (ADN polimerasa de Thermus
aqguaticus), que tiene actividad 5’exonucleasa, hidroliza el extremo libre 5° de la sonda,
produciéndose la liberacién del fluorocromo donador. Como donador y aceptor estan en
ese momento espacialmente alejados, la fluorescencia emitida por el primero es captada

por el lector (figura 4) %4,

t o
Alelo
1 Leyenda
Fluorecromo
Il |I Il II*II 1l |I VIC
A Complementariedad No complementariedad Fluorocromo
FAM

@ Apantallador

Alelo @\ ®- -
| ] | HC ﬁl L] 3 RTEEEE Om'wm

Complememanedad No complementanedad T GAs®

Polymerase

Figura 4: Mecanismo de discriminacion alélica mediante sondas Tagman empleando flurocromos VIC y
FAM. Figura tomada de la Guia de reactivos de Applied Biosystems StepOne™ Real-Time PCR System.
A. La sonda TagMan complementaria de la secuencia de ADN del alelo 1 libera el fluorocromo VIC al
hibridarse con su ADN diana.

C. La sonda TagMan complementaria de la secuencia de ADN del alelo 2 libera el fluorocromo FAM al
hibridarse con su ADN diana.

Ay C. La liberacion del fluorocromo VIC, del fluorocromo FAM o de ambos determina la deteccion de
la correspondiente fluorescencia, marcando la presencia en la muestra del alelo 1, del alelo 2 o de ambos,
respectivamente.

By D. No se produce la liberacién del fluorocromo al no hibridarse la sonda TagMan con el ADN.

El incremento de ADN en cada ciclo se corresponde con un aumento de
hibridacion de las sondas, lo que conlleva un aumento en la misma proporciéon de

fluorescencia emitida (figura 5). El empleo de estas sondas garantiza la especificidad de

la deteccion y permite identificar polimorfismos 0 mutaciones puntuales.

Si solo se observa fluorescencia para el fluorocromo VIC implica una
homocigosidad para el alelo 1; del mismo modo, si s6lo se observa fluorescencia para el
fluorocromo FAM, implica una homocigosidad para el alelo 2; si ambas sefiales son

flurescentes significa que existe heterocigosidad.

Nuestro estudio se ha realizado en un termociclador StepOne de Applied
Biosystems® que dispone de varios canales de lectura y permite detectar la emision de
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distintos fluorocromos a la vez. De esa manera, se pueden usar varias sondas marcadas
con distintos fluorocromos, para identificar los diferentes alelos descritos en cada uno

de los genes estudiados.

aFn
o
b

Figura 5: Emision de fluorescencia en una QRT-PCR a medida que tienen lugar los ciclos de
amplificacion (StepOne®).

3.2.2.Proceso

La reaccion de amplificacién se lleva a cabo en el termociclador automatico

siguiendo el mismo esquema para los distintos SNP’s:

a) Realizacion del sustrato:

Se emplearon placas de 96 pocillos en las que se incluyeron preparaciones que

contenian todos los reactivos necesarios para formar el sustrato:

- 5 ul del compuesto comercial PCR Tagman®, que proporciona la enzima
necesaria para la amplificacion (polimerasa Taq).

- 0,25 pl del compuesto comercial que contiene oligonucleotido cebador
primer “forward”, oligonucle6tido cebador primer “reverse” y las sondas
marcadas con fluorocromo de VIC y FAM.

4,25 pl de agua destilada.
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1 ul =10 ng de ADN (concentracion = 10 pg/ml).
En el caso de IL6 las reacciones de PCR se realizaron con:

- 5 pl del compuesto comercial PCR TagMan®, que proporciona el
enzima necesaria para la amplificacion (polimerasa Taq).

- 0,04 pl de sonda marcada con fluorocromo VIC, 0,04 ul sonda marcada
con fluorocromo FAM, 1 pl del oligonucledtido cebador “primer”
Forward y 1 pl del oligonucleo6tido cebador “primer” Reverse.

- 2,42 ul de agua destilada y 1 pl de ADN.

Como control se rellenan ocho celdillas de cada placa con el mismo sustrato,

pero sin ADN.

El identificador y secuencia de contexto [VIC/FAM] de las sondas utilizadas se

detallan a continuacién en la tabla 2:

Tabla 2: Identificador y secuencia de las sondas utilizadas

GEN IDENTIFICADOR SECUENCIA DE CONTEXTO [VIC/FAM]
IL1B C__ 1839943 10 TACCTTGGGTGCTGTTCTCTGCCTC[G/A]GGAGCTCTCTGTCAATTGCAGGAGC
L4 C__16176215_10 TTAGCTTCTCCTGATAAACTAATTG[C/TICTCACATTGTCACTGCAAATCGACA
L6 C__ 1839697_20 ACTTTTCCCCCTAGTTGTGTCTTGC[C/G]JATGCTAAAGGACGTCACATTGCACA
CD40 C__ 11655919 20 GTCCTGCCGCCTGGTCTCACCTCGC[C/TIATGGTTCGTCTGCCTCTGCAGTGCG
ATG2B C__9690166_10 GCTGACTGTACCTTAGACCTTCTTT[C/GJAAAGGCTCCAGGCTTCATATCTGCC
ATG5 C__3001905_20 ATTTTTATATGAACTTATCAGTAGA[C/G]TAGCCAAAAAAGAAGCTTCATATAA
ATG10 C__11953871_20 CTACCTCTGAGTTATGCCAAAGCAA|C/TIGTCTCAGGATGAACGAAATGTCCCT
ATG16L1 C__9095577_20 CCCAGTCCCCCAGGACAATGTGGAT[A/G]CTCATCCTGGTTCTGGTAAAGAAGT

b) Fases del programa:

Se coloca la placa realizada en el termociclador Step one ® de Applied

Biosystems ® en el que las muestras pasan por las siguientes fases (figura 6):
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Figura 6: Esquema representativo del programa del termociclador para la realizacion del genotipado de
los polimorfismos en nuestro estudio mediante PCR a tiempo real, donde B es el tiempo de
desnaturalizacion previa, C es el tramo de desnaturalizacion y anillamiento de los oligonucleétidos y las
sonda y D el de elongacion. C y D se repiten 40 ciclos. E es el tiempo de extensién final. Se incluyen las
respectivas temperaturas de cada tramo.

c) Analisis:

La lectura de fluorescencia se realiz6 antes y después de la amplificacion
mediante el sistema StepOne® (Applied Biosystem, Foster City, CA) utilizando el
software Allelic Discrimination Program (Applied Biosystem, Foster City, CA) para la
determinacion del alelo presente en cada una de las muestras. Se realiza un analisis de la
deteccion de fluoresceina que nos ofrece una representacion gréafica que muestra los
resultados de la discriminacion alélica realizada y su distribucién en nuestros tres

grupos de estudio.

Las graficas de puntos resultantes, en que cada uno de los puntos es una muestra
estudiada, permiten la discriminacion alélica en cada uno de los pacientes para el

polimorfismo estudiado (figura 7).

55



MATERIAL Y METODOS

Allelic Discrimination Plot

8 ‘

e

)

' ] ®
2 %

° °
L ] %’.I‘ 55
L o0 .»D'J
2
15 9 o¥
®
e
L @
© v, Legend
-
o
i3 L > sHomozygous T/T
K Undeterminad
0s
03 »
L] [
see*¥
04 e 14 19 4
[}

Figura 7: Grafico de discriminacién alélica en el que cada nube de puntos representa a un genotipo: los dos
tipos de homocigotos en los extremos y los heterocigotos en el centro. Los cuadrados negros se
corresponden con los controles negativos.

En la figura 8 se resume el proceso de discriminacién alélica mediante PCR con

sondas Tagman®.

EXTRACCION DE ADN

Preparar mezela
da regccion

Praparar placa

=

l Placa de 104 pocilos  Placa de 06 pocillos.

ANST=Y

l Instrumentos 505 Temmocicladones

PCR

— —_—

Preparar =

documaente da
deteccion

|
= L@

l Instrumbentcs S0E

Andlisls del
documento de
deteccion
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Figura 8: Proceso de discriminacion alélica mediante PCR con sondas Tagman®
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4. ANALISIS ESTADISTICO

En primer lugar se ha realizado un analisis descriptivo para conocer las
caracteristicas de los sujetos a estudio en lo referente a las variables clinicas recogidas.
Para la variable cuantitativa se calculan la media, la mediana y la desviacion tipica. En
el caso de las variables categoricas nominales y ordinales se calcula la proporcion de

pacientes en cada categoria.

Se completa el estudio estadistico con un apartado de estadistica inferencial

donde se realizan distintas comparaciones entre variables.

Para poder realizar el analisis de asociacion, previamente es necesario
comprobar que se cumple el equilibrio de Hardy-Weinberg. El principio de equilibrio de
Hardy-Weinberg determina qué frecuencias deben observarse en la poblacion para cada
genotipo en funcion de las frecuencias de los alelos. En condiciones normales, si la
transmision de los alelos de los progenitores a los descendientes es independiente y no
ocurren fendmenos distorsionadores, como la aparicion frecuente de nuevas mutaciones
0 la seleccion de alelos, la probabilidad de observar un determinado genotipo depende
del producto de las probabilidades (frecuencias) de cada alelo %), ElI método mas
sencillo para comprobar la existencia de equilibrio Hardy- Weinberg se basa en el test
de chi-cuadrado, que compara las frecuencias observadas con las esperadas. Si el test no
es estadisticamente significativo implica que no se puede rechazar la hipétesis nula
(frecuencias observadas = frecuencias esperadas) y, por lo tanto, se cumple el equilibrio
de Hardy-Weinberg. Si se observara una desviacion del equilibrio se deberia revisar el
método de genotipificacion ya que se pueden producir sesgos al interpretar los
resultados por ser mas facil de detectar un genotipo que otros. En la muestra de casos es
posible que no se cumpla el equilibrio de Hardy-Weinberg, pudiendo indicar una

asociacion del polimorfismo con la enfermedad.

Para valorar si existe asociacion entre alguno de los genotipos o alelos
estudiados y la enfermedad, asi como en los diferentes grupos en funcién de las
variables clinicas, se han realizado tablas de contingencia conteniendo las frecuencias
de cada uno de los genotipos en los grupos de comparacién. De este modo, se comparan

los valores observados de cada genotipo con los valores esperados, asumiendo que
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ambos grupos tienen frecuencias genotipicas idénticas. La existencia de diferencias en
las frecuencias genotipicas entre ambos grupos puede indicar la asociacion de un
genotipo determinado con uno de ellos. Para valorar si las diferencias en la distribucion
genotipica entre los dos grupos son estadisticamente significativas y no se deben

simplemente al azar, se realiza la prueba de chi-cuadrado ( 2) o test exacto de Fisher.

Para poder conocer la magnitud del riesgo que cada genotipo aporta al desarrollo
de la enfermedad segun los diferentes modelos de herencia (ver mas adelante), se ha
realizado un modelo de regresion logistica binaria que nos aporta el Odds Ratio (OR) y
su intervalo de confianza del 95% de cada genotipo (0 suma de genotipos) respecto al
de referencia. Los intervalos de confianza del 95% de los OR que no contienen el 1
indican que el resultado es estadisticamente significativo, es decir, que ese genotipo
aumenta (OR>1) o disminuye (OR<1), de una manera significativa, el riesgo de padecer

la enfermedad respecto al genotipo de referencia.

Todos los analisis estadisticos se han realizado con el programa informatico
SPSS, (version 21.0; SPSS Inc., Chicago, IL). Se consideran diferencias

estadisticamente significativas cuando el p-valor asociado a la prueba es menor a 0,05.

Para establecer los modelos de herencia, consideramos que el alelo variante de
cada polimorfismo modifica el riesgo para padecer la enfermedad. Ya que cada
individuo posee una pareja de alelos, el riesgo asociado con cada genotipo puede

depender del nimero de copias de dicho alelo variante.
Los principales modelos de herencia son ():

- Modelo codominante: Es el mas general; cada genotipo proporciona un riesgo de
enfermedad diferente. Se comparan heterocigotos y homocigotos variantes por
separado respecto a los homocigotos del alelo méas frecuente.

- Modelo dominante: Supone que una Unica copia del alelo variante es suficiente
para modificar el riesgo y que ser portador de dos copias lo modifica en igual
magnitud, es decir, heterocigotos y homocigotos variantes tienen el mismo
riesgo. Se puede comparar la combinacion de estos dos genotipos respecto a los
homocigotos del alelo més frecuente.

- Modelo recesivo: Supone que son necesarias 2 copias del alelo variante para
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modificar el riesgo; por tanto, heterocigotos y homocigotos del alelo mas
frecuente tienen el mismo riesgo. Se compara la combinacion de ellos respecto a

los homocigotos del alelo variante.
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1. DESCRIPCION DE LA MUESTRA

1.1. Descripcion de los casos

1.1.1.Edad y sexo

Se estudian un total de 200 casos de tiroiditis autoinmune, con una mediana de
edad de 41 afios, una media de 42,96 afios y una desviacién estandar de 13,27 afios. En
el momento del diagnostico, la paciente méas joven tenia 19 afios y la de mayor edad 79

anos.

Se han eliminado de la muestra inicial los varones dado el escaso nimero de
casos disponibles que, en caso de incluirse, podrian afectar al analisis como factor de

confusion.

1.1.2. Antecedentes familiares

La distribucion de los pacientes respecto a la presencia de antecedentes

familiares de tiroidopatia se muestra en la figura 9 y en la tabla 3.

Mas de la mitad de los pacientes refirieron en la anamnesis tener familiares
portadores de tiroidopatia. No se pudo determinar de manera fiable el tipo de

enfermedad tiroidea ante la falta de datos ofrecidos por los enfermos.

ANTECEDENTES FAMILIARES

mS[ mNO mDESCONOCIDO

Figura 7: Distribucion de pacientes respecto a la presencia de antecedentes familiares de tiroidopatia
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Tabla 3: Distribucién de pacientes respecto a la presencia de antecedentes familiares de tiroidopatia

ANTECEDENTES FAMILIARES n PORCENTAJE (%)
Si 109 54,5
NO 71 35,5
DESCONOCIDO 20 10

1.1.3.Consumo de sal yodada

En la figura 10 y en la tabla 4 se pueden observar los datos obtenidos en cuanto

al consumo de sal yodada por los pacientes con tiroiditis autoinmune.

Hay un alto volumen de datos perdidos al no constatarse esta informacién al

realizar la historia clinica a los enfermos.

SAL YODADA

mSi mNO mDESCONOCIDO

Figura 8: Distribucion de pacientes respecto al consumo de sal yodada.

Tabla 4: Distribucién de pacientes respecto al consumo de sal yodada

SAL YODADA n PORCENTAJE (%)
Si 46 23
NO 56 28
DESCONOCIDO 98 49

1.1.4.Procedencia de zona endémica

La distribucién de los enfermos en funcién de la procedencia o no de una zona
endémica de bocio y, por tanto, de yododeficiencia, se refleja en la figura 11 y en la
tabla 5.
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La mayor parte de los pacientes no procedian o residian en zonas pobres en

yodo, aungue hay un alto porcentaje en los que no se recogio este dato a la anamnesis.

ZONA ENDEMICA

mSi mNO mDESCONOCIDO

Figura 9: Distribucion de pacientes respecto a la procedencia de zona endémica de bocio

Tabla 5: Distribucion de pacientes respecto a la procedencia de zona endémica de bocio

ZONA ENDEMICA n PORCENTAJE (%)
si 20 10
NO 107 53,5
DESCONOCIDO 73 36,5

1.1.5.Presencia de bocio

En lo que respecta a la presencia de bocio a la exploracion cervical, se observa

una pequefia inclinacién hacia la ausencia de crecimiento glandular (0a y Ob),

predominando por tanto las formas no bociosas. Los datos encontrados se presentan en

las figuras 12y 13y en lastablas6y 7.

msi

BOCIO
0,5%

ENO mNODULO AISLADO

Figura 10: Distribucion de pacientes respecto a la presencia de bocio
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Il mIlll =NODULO AISLADO

Figura 11: Distribucién de pacientes respecto al tamafio glandular tiroideo

Tabla 6: Distribucion de pacientes respecto a la presencia de bocio

BOCIO n PORCENTAJE (%)
Si 79 39,5
NO 120 60
NODULO AISLADO 1 0,5

Tabla 7: Distribucién de pacientes respecto al tamafio glandular tiroideo

TAMARNO GLANDULAR n PORCENTAJE (%)
0a 68 34
Ob 52 26
I 52 26
I 25 12,5
11 2 1
NODULO AISLADO 1 0,5

1.1.6.Estudio de anticuerpos antitiroideos

Los pacientes presentaban, como condicion diagndstica, positividad de
anticuerpos antitiroideos. Se ha valorado la positividad de anticuerpos antitiroglobulina
y antiperoxidasa de manera independiente, y también las diferentes posibilidades de

combinacion de ambos. Se recogen los datos en las figuras 14 a 16 y en las tablas 8 a

10.

Se puede observar una mayor prevalencia de titulos positivos de anticuerpos
antiperoxidasa, que presentan casi la totalidad de los enfermos. Mas de la mitad de los

pacientes con tiroiditis autoinmune son portadores de ambos anticuerpos antitiroideos.
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ANTICUERPOS

ANTITIROGLOBULINA
10

HPOSITIVOS ® NEGATIVOS = NO DETERMINADO

Figura 14: Distribucion de pacientes respecto a la positividad de anticuerpos antitiroglobulina

ANTICUERPOS ANTIPEROXIDASA

HPOSITIVOS m NEGATIVOS =

Figura 12: Distribucion de pacientes respecto a la positividad de anticuerpos antiperoxidasa

ANTICUERPOS ANTITIROIDEOS

B AMBOS POSITIVOS
B ACTG POSITIVOS / AC TPO NEGATIVOS
B ACTG NEGATIVOS / AC TPO POSITIVOS
1 NO DETERMINADO

Figura 13: Distribucidn de pacientes respecto a la positividad de anticuerpos antitiroideos
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Tabla 8: Distribucidn de pacientes respecto a la positividad de anticuerpos antitiroglobulina

ANT?'PIESEESES?INA n PORCENTAIE ()
POSITIVOS 126 63
NEGATIVOS 72 36
NO DETERMINADO 2 1

Tabla 9: Distribucién de pacientes respecto a la positividad de anticuerpos antiperoxidasa

ANTICUERPOS ANTIPEROXIDASA n PORCENTAJE (%)
POSITIVOS 193 96,5
NEGATIVOS 7 3,5

Tabla 10: Distribucién de pacientes respecto a la positividad de anticuerpos antitiroideos

ANTICUERPOS ANTITIROIDEOS n PORCENTAJE (%)
AMBOS POSITIVOS 119 505
AC. TG POSITIVOS / AC. TPO . .
NEGATIVOS
AC. TG NEGATIVOS / AC. TPO
POSITIVOS 1 355
NO DETERMINADO 2 1

1.1.7. Funcion tiroidea

En la tabla 11 y en la figura 17 se muestran los grupos de pacientes segun la
funcionalidad tiroidea en el momento del diagndstico. Casi la totalidad de los pacientes
presentaban hipotiroidismo y un pequefio porcentaje permanecian eutiroideos. So6lo
hubo casos aislados de hipertiroidismo en el contexto de hashitoxicosis o de

coadyuvancia de enfermedad de Graves-Basedow.

Entre los pacientes hipotiroideos, el 70% presentaban un defecto funcional leve
con valores de hormonas tiroideas mantenidos en limites normales (hipotiroidismo
subclinico), mientras que el 30% restante ya habian desarrollado un hipotiroidismo

clinico con déficit de T4L.

Tabla 11: Distribucién de pacientes respecto a la funcionalidad tiroidea

FUNCION TIROIDEA n PORCENTAJE (%)
EUTIROIDISMO 21 10,5
HIPOTIROIDISMO 174 87
HIPERTIROIDISMO 2 1
HIPERTIROIDISMO POR EGB 3 15
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M EUTIROIDISMO
M HIPERTIROIDISMO

FUNCION TIROIDEA

m HIPOTIROIDISMO

HIPERTIROIDISMO POR EGB

Figura 15: Distribucion de pacientes respecto a la funcionalidad tiroidea

1.2. Descripcién de los controles

Se incluyen un total de 166 controles mujeres para el estudio de polimorfismos

de CD40 e IL4 y 240 controles mujeres para el estudio del resto de polimorfismos IL6,
IL1B y ATG. Los datos de edad se muestran en la tabla 12.

Tabla 12: Datos de edad de los controles

POLIMORFISMOS CD40-1L4 IL6 IL1B ATG

MEDIA DE EDAD 49,32 45,03 49,07 53,51
MEDIANA 48,5 47 49 53

DESVIACION ESTANDAR 17,35 11,66 12,31 15,71
EDAD MINIMA 14 14 19 22
EDAD MAXIMA 91 62 81 83

Se calcula la desviacion del equilibrio de Hardy-Weinberg en los controles por

medio del test ¥? para cada polimorfismo. La distribucion de los genotipos de cada

polimorfismo en los controles sanos cumple el equilibrio en todos los casos, con p valor

>0,01, tal y como se refleja en la tabla 13.

Tabla 13: Célculo del equilibrio de Hardy-Weinberg en los controles

POLIMORFISMO 2 P VALOR
IL1B (rs 16944) 48 0,028
IL4 (rs2070874) 2,21 0,137
IL6 (rs1800795) 5,99 0,014

CD40 (rs1883832) 0,68 0,409

ATG2B (rs3759601) 0,871 0,351
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POLIMORFISMO %2 P VALOR

ATGS5 (rs2245214) 0,377 0,539

ATG10 (rs1864183) 0,813 0,367
ATG16L1 (rs 2241880) 0,07 0,797

2. ESTUDIO DE POLIMORFISMOS

2.1. Polimorfismo -511 C>G del gen IL1B (rs 16944)

2.1.1.Estudio caso-control

No se encuentran diferencias estadisticamente significativas en la distribucién de

frecuencias alélicas y genotipicas entre pacientes con tiroiditis autoinmune e individuos

sanos. Los resultados del estudio se muestran en la tabla 14.

En el anélisis de riesgo del polimorfismo en funcion del modelo de herencia

tampoco se observan diferencias significativas. En la tabla 15 se reflejan los datos del

estudio.

Tabla 14: Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo -511 C>G del gen IL1B
(rs 16944) estudiadas en pacientes con tiroiditis autoinmune (casos) e individuos sanos (controles)

IL1B CASOS n (%) CONTROLES n (%) OR(ICAL 95%) | P
ALELO G 271 (67,8%) 307 (64%) 1,184 (0,894:1,567) 0.238
ALELO A 129 (32,2%) 173 (36%) 1 '
HOMOCIGOTO GG 97 (48,5%) 106 (44,2%)
HETEROCIGOTO AG 77 (38,5%) 95 (39,6%) 0,533
HOMOCIGOTO AA 26 (13%) 39 (16,2%)

Tabla 15: Analisis del riesgo de polimorfismo -511 C>G del gen IL1B (rs 16944) en funcién del modelo

de herencia
GENOTIPO | CONTROLES CASOS o
MODELO IL1B n (%) n (%) OR IC 95 % P
GG 106 (44,2%) 97 (48,5%) 1
CODOMINANTE AG 95 (39,6%) 77 (38,5%) 0,886 0,589-1,331 0,560
AA 39 (16,2%) 26 (13%) 0,729 | 0,413-1,285 0,274
GG 106 (44,2%) 97 (48,5%) 1
DOMINANTE
AG+AA 134 (55,8%) 103 (51,5%) 0,840 0,576-1,224 0,364
AA 39 (16,2%) 26 (13%) 1
RECESIVO
AG+GG 201 (83,8%) 174 (87%) 1,299 0,760-2,220 0,340
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2.1.2. Estudio segun las variables clinicas

Se realiza también el estudio de distribucién de las frecuencias genotipicas del
polimorfismo 511 C>G del gen IL1B (rs 16944) en los distintos grupos de pacientes,
estratificados en funcion de las variables clinicas recogidas en la revision de datos:
antecedentes familiares de tiroidopatia, consumo de sal yodada, procedencia de zona
endémica de bocio, presencia de bocio y tamafio glandular, positividad de anticuerpos
antitiroideos de manera individual y combinados, y funcion tiroidea. Se reflejan los

resultados obtenidos en las tablas 16 a 24.

Se han encontrado diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la
procedencia de zona endémica, positividad o negatividad de anticuerpos antiperoxidasa,
y estudio de ambos anticuerpos antitiroideos.

En el primer caso (procedencia de zona endémica) se completa el estudio con el
andlisis segin modelos de herencia, confirmandose la existencia de diferencias. Los
resultados se muestran en la tabla 25. Los pacientes que no proceden de zona endémica
de yodo presentan de manera mas frecuente, en el modelo de herencia codominante, un
genotipo heterocigoto (un alelo habitual y un alelo variante) que aquéllos que proceden
de zona endémica. No hay significacion en el resto de modelos de herencia.

En el segundo caso (positividad o negatividad de anticuerpos antiperoxidasa), no
se observan diferencias estadisticamente significativas en el analisis segun modelos de
herencia (tabla 26).

En el estudio de las combinaciones de anticuerpos antitiroideos no se ha
realizado el analisis segin modelos de herencia ya que en la agrupacién de las variables
(ambos anticuerpos positivos, frente a solo uno de los anticuerpos positivo) se pierde la
significacion en la distribucion de las frecuencias genotipicas (p=0,72).
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Tabla 16: Distribucidn de las frecuencias genotipicas del polimorfismo 511 C>G del gen IL1B (rs
16944) en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcion de la existencia de antecedentes familiares

de tiroidopatia

ANTECEDENTES FAMILIARES

Si NO

GG n 47 38
% 43,1% 53,5%

n 45 26

I_LlB AG

p=0,319 % 41,3% 36,6%

AA n 17 7
% 15,6% 9,9%

Tabla 17: Distribucidn de las frecuencias genotipicas del polimorfismo 511 C>G del gen IL1B (rs
16944) en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcién del consumo de sal yodada

SAL YODADA
Si NO
GG n 25 29
% 54,4% 51,8%
n 15 19
I_LlB AG
p=0,964 % 32,6% 33,9%
n 6 8
AA
% 13% 14,3%

Tabla 18: Distribucidn de las frecuencias genotipicas del polimorfismo 511 C>G del gen IL1B (rs
16944) en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcion de la procedencia de zona endémica de

bocio (yododeficiente)

ZONA ENDEMICA
Si NO
GG n 13 50
% 65% 46,7%
IL1B n 2 46
AG
=0,012 % 10% 43%
AA n 5 11
% 25% 10,3%

72



RESVLTADOS

Tabla 19: Distribucién de las frecuencias genotipicas del polimorfismo 511 C>G del gen IL1B (rs
16944) en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcién de la presencia o no de bocio

BOCIO
NO | NODULO AISLADO
GG n 60 36 1
% 50% 45,6% 100%

1L1B AG n a7 30 0

p=0,656 % 39,2% 38% 0%
AA n 13 13 0

% 10,8% 16,4% 0%

Tabla 20: Distribucidn de las frecuencias genotipicas del polimorfismo 511 C>G del gen IL1B (rs

16944) en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcién del tamafio glandular

TAMANO GLANDULAR
Oa Ob | I 11 EIOSE};'\IB%
n 34 26 23 12 1 1
- % 50% 50% 44,2% 48% 50% 100%
IL1B n 24 23 18 11 1 0
_ AG
p=0,624 % 35,3% 44,2% 34,6% 44% 50% 0%
AA n 10 3 11 2 0 0
% 14,7% 5,8% 21,2% 8% 0% 0%

Tabla 21: Distribucidn de las frecuencias genotipicas del polimorfismo 511 C>G del gen IL1B (rs
16944) en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcién de la positividad o negatividad de los

anticuerpos antitiroglobulina

AcTG
NEGATIVOS POSITIVOS
GG n 39 56
% 54,2% 44,4%
IL1B AG n 22 55
p=0,190 % 30,6% 43,7%
AA n 11 15
% 15,2% 11,9%
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Tabla 22: Distribucién de las frecuencias genotipicas del polimorfismo 511 C>G del gen IL1B (rs
16944) en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcién de la positividad o negatividad de los
anticuerpos antiperoxidasa

Ac TPO
NEGATIVOS POSITIVOS
GG n 1 96
% 14,3% 49,7%
IL1B AG n 6 71
=0,032 % 85,7% 36,8%
AA n 0 26
% 0% 13,5%

Tabla 23: Distribucién de las frecuencias genotipicas del polimorfismo 511 C>G del gen IL1B (rs
16944) en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcién de la positividad o negatividad de los
anticuerpos antitiroideos

ANTICUERPOS ANTITIROIDEOS
AcTG + AcTG -
AMBOS POSITIVOS AcTPO - Ac TPO +
GG n 55 1 39
% 46,2% 12,5% 54,9%
n 49 7 21
I_LlB AG
=0,028 % 41,2% 87,5% 29,6%
AA n 15 0 11
% 12,6% 0% 15,5%

Tabla 24: Distribucion de las frecuencias genotipicas del polimorfismo 511 C>G del gen IL1B (rs

16944) en los pacientes con tiroiditis autoinmune segun la funcionalidad tiroidea

FUNCION TIROIDEA
EUROIDISMO |HIPOTIROIDISMOHIPERTIROIDISMO EGB
GG n 12 82 1 2
% 57,1% 47,1% 50% 66,7%
IL1B n 7 69 0 1
_ AG
p=0,637 % 33,3% 39,7% 0% 33,3%
n 2 23 1 0
AA
% 9,6% 13,2% 50% 0%
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Tabla 25: Analisis del riesgo del polimorfismo 511 C>G del gen IL1B (rs 16944), en funcién del modelo
de herencia, entre pacientes procedentes o no de zona endémica de bocio

ZONA | ZONANO
MODELO | SSIOHFO | ENDEMICA | ENDEMICA | OR [ IC95% | P
N (%) N (%)
GG 13 (65%) 50 (46,7%) 1
CODOMINANTE AG 2 (10%) a6 (@3%) | 5980 | P00 | 0023
AA 5 (25%) 1@z | 0512 | Qoo | 0310
GG 13 (65%) 50 (46,7%) 1
DOMINANTE 0.783-
AGHAA 7 (35%) 57(533%) | 2117 | 2750 | 0139
AA 5 (25%) 11 (10.3%) 1
RECESIVO 0,886-
AG+GG 15 (75%) % (89,7%) | 2909 | 0990 | o078

Tabla 26: Analisis del riesgo de polimorfismo IL1B, en funcién del modelo de herencia, entre pacientes
con anticuerpos antiperoxidasa positivos o negativos

GENOTIPO | NEGATIVOS | POSITIVOS IC DEL
e IL1B N (%) N (%) O 95 % P
GG 1 (14,3%) 96 (49,7%) 1
CODOMINANTE AG 6 (85,7%) 71(36,8%) | 0,123 | 0,015-1,047 | 0,055
AA 0 (0%) 26 (13,5%) - - -
GG 1 (14,3%) 96 (49,7%) 1
DOMINANTE
AG+AA 6 (85,7%) 97 (50,3%) | 0,168 | 0,020-1,425 | 0,102
AA 0 (0%) 26 (13,5%) 1
RECESIVO
AG+GG 7 (100%) 167 (86,5%) - - -

2.2. Polimorfismo -33T>C del gen 1L4 (rs2070874)

2.2.1. Estudio caso-control

Se estudia la distribucién de frecuencias alélicas y genotipicas entre pacientes

con tiroiditis autoinmune e individuos sanos. Los resultados del estudio se reflejan en la

tabla 27. No se han encontrado diferencias estadisticamente significativas.

Tampoco se observan diferencias significativas en el estudio de riesgo del

polimorfismo en funcion del modelo de herencia. En la tabla 28 se muestran los datos

del analisis.
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Tabla 27: Distribucion de las frecuencias alélicas y genatipicas del polimorfismo -33T>C del gen IL4
(rs2070874) estudiadas en pacientes con tiroiditis autoinmune (casos) e individuos sanos (controles)

IL4 CASOS n (%) CONTROLES n (%) OR (IC al 95%) P
ALELOC 333 (83,3%) 278 (83,7%) 1
ALELOT 67 (16,7%) 54 (16,3%) 1,036 (0,700;1,533) 0860
HOMOCIGOTO CC 140 (70%) 119 (71,7%)
HETEROCIGOTO CT 53 (26,5%) 40 (24,1%) 0,833
HOMOCIGOTO TT 7 (3,5%) 7 (4,2%)

Tabla 28: Andlisis del riesgo de polimorfismo -33T>C del gen I1L4 (rs2070874) en funcién del modelo de
herencia

GENOTIPO | CONTROLES CASOS .
MODELO L4 n %) " (%) OR IC 95 % P
cc 119 (71,7%) 140 (70%) 1
CODOMINANTE cT 40 (24,1%) 53(26,5%) | 1,126 | 0,698-1,816 0,626
T 7 (4,2%) 7 (3,5%) 0850 | 0,290-2,492 0,767
cc 119 (71,7%) 140 (70%) 1
DOMINANTE
CT+TT 47 (28,3%) 60 (30%) 1,085 | 0,690-1,707 0,724
T 7 (4,2%) 7 (3,5%) 1
RECESIVO
CT+CC 159 (95,8%) | 193(96,5%) | 1,214 | 0,417-3533 0,722

2.2.2.Estudio seguln las variables clinicas

Se realiza también el estudio de distribucion de las frecuencias genotipicas del
polimorfismo -33T>C del gen IL4 (rs2070874) en los distintos grupos de pacientes,
estratificados en funcion de las variables clinicas recogidas en la revision de datos:
antecedentes familiares de tiroidopatia, consumo de sal yodada, procedencia de zona
endémica de bocio, presencia de bocio y tamafio glandular, positividad de anticuerpos
antitiroideos de manera individual y combinados, y funcion tiroidea. Se muestran los

resultados observados en las tablas 29 a 37.

Se detectan diferencias estadisticamente significativas en cuanto al consumo de
sal yodada, la presencia de bocio y el tamafio glandular.

El estudio sobre el consumo de sal yodada se completa con el analisis segln
modelos de herencia, cuyos datos se muestran en la tabla 38. Se han observado
diferencias estadisticamente significativas. Los pacientes que no consumen sal yodada
presentan de manera mas frecuente, en el modelo de herencia codominante, un genotipo

heterocigoto (un alelo habitual y un alelo variante) que aquéllos que consumen sal
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yodada. Lo mismo ocurre en el modelo dominante de herencia, en que los enfermos que

no consumen sal yodada son portadores del alelo variante T de manera mas frecuente.

En el estudio de bocio y tamafio glandular no se realiza el analisis segun
modelos de herencia ya que al realizar la agrupacion de las variables (incluyendo el
Unico paciente con nddulo sin bocio en el grupo de bocio) se pierde la significacién en

la distribucion de las frecuencias genotipicas (p=0,616).

Tabla 29: Distribucidon de las frecuencias genotipicas del polimorfismo -33T>C del gen IL4 (rs2070874)
en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcién de la existencia de antecedentes familiares de

tiroidopatia

ANTECEDENTES FAMILIARES
Si NO
ce n 79 46
% 72,5% 64,8%
n 25 25
_I L4 cT
p=0,051 % 22,9% 35,2%
n 5 0
TT
% 4,6% 0%

Tabla 30: Distribucidn de las frecuencias genotipicas del polimorfismo -33T>C del gen IL4 (rs2070874)
en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcion del consumo de sal yodada

SAL YODADA

Si NO

ce n 37 31
% 80,4% 55,4%

n 8 21

_I L4 cT

p=0,027 % 17,4% 37,5%

TT n L 2
% 2,2% 7,1%

Tabla 31: Distribucidn de las frecuencias genotipicas del polimorfismo -33T>C del gen IL4 (rs2070874)
en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcién de la procedencia de zona endémica de bocio

(yododeficiente)
ZONA ENDEMICA
Si NO
ce n 12 77
% 60% 72%
n 6 27
_I L4 cT
p=0,258 % 30% 25,2%
T n 2 3
% 10% 2,8%
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Tabla 32: Distribucidn de las frecuencias genotipicas del polimorfismo -33T>C del gen IL4 (rs2070874)

en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcion de la presencia o no de bocio

BOCIO
NO Si NODULO AISLADO
n 84 56 0
CccC
% 70% 70,9% 0%
n 33 20 0
_“‘4 CT
=0,000 % 27,5% 25,3% 0%
n 3 3 1
TT
% 2,5% 3,8% 100%

Tabla 33: Distribucidn de las frecuencias genotipicas del polimorfismo -33T>C del gen IL4 (rs2070874)
en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcién del tamafio glandular

TAMANO GLANDULAR
Oa Ob | 1] 1 :I%Ex:sg
n 50 34 38 17 1 0
cc % 73,5% 65,4% 73,1% 68% 50% 0%
IL4 n 16 17 12 7 1 0
_ CT
p=0.001 % 23,5% 32,7% 23,1% 28% 50% 0%
- n 2 1 2 1 0 1
% 3% 1,9% 3,8% 4% 0% 100%

Tabla 34: Distribucidn de las frecuencias genotipicas del polimorfismo -33T>C del gen IL4 (rs2070874)
en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcion la positividad o negatividad de los anticuerpos
antitiroglobulina

Ac TG
NEGATIVOS POSITIVOS
cc n 49 89
% 68% 70,6%
L4 n 20 33
p=0,898 cT % 27,8% 26,2%
T n 3 4
% 4,2% 3,2%
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Tabla 35: Distribucidn de las frecuencias genotipicas del polimorfismo -33T>C del gen IL4 (rs2070874)

en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcion de la positividad o negatividad de los anticuerpos

Ac TPO
NEGATIVOS POSITIVOS
cc n 6 134
% 85,7% 69,4%

IL4 n 1 52

p=0,632 cT % 14,3% 27%
T n 0 7
% 0% 3,6%

en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcion de la positividad o negatividad de los anticuerpos
antitiroideos

Tabla 36: Distribucidn de las frecuencias genotipicas del polimorfismo -33T>C del gen IL4 (rs2070874)

ANTICUERPOS ANTITIROIDEQOS

TG+ TG -
AMBOS POSITIVOS TPO - TPO +

cc n 83 7 48
% 69,7% 87,5% 67,6%

IL4 cT n 32 1 20

p=0,834 % 26,9% 12,5% 28,2%
T n 4 0 3
% 3,4% 0% 4.2%

en los pacientes con tiroiditis autoinmune segln la funcionalidad tiroidea

Tabla 37: Distribucién de las frecuencias genotipicas del polimorfismo -33T>C del gen IL4 (rs2070874)

FUNCION TIROIDEA

EUROIDISMO HIPOTIROIDISMOHIPERTIROIDISMO| EGB

cc n 14 123 1 2
% 66,6% 70,7% 50% 66.7%

_| L4 cT n 6 45 1 1
p=0,987 % 28,6% 25,9% 50% 33,3%

- n 1 6 0 0
% 4,8% 3,4% 0% 0%
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Tabla 38: Analisis del riesgo de polimorfismo -33T>C del gen I1L4 (rs2070874) en funcién del modelo de
herencia, entre pacientes que consumen sal yodada o no

GENOTIPO | NOSAL | SISAL 0
MODELO v N (%) N (%) OR IC 95 % p

cc 31 (55,4%) | 37 (80,4%) 1
CODOMINANTE cT 21(37,5%) | 8 (17,4%) 0,319 0,124-0,820 0,018
T 4 (7,1%) 1(2,2%) 0,209 0,022-1,973 0,172

cc 31 (55,4%) | 37 (80,4%) 1

DOMINANTE

CT+TT 25 (44,6%) | 9 (19,6%) 0,302 0,123-0,741 0,009

T 4 (7,1%) 1(2,2%) 1

RECESIVO

CT+CC 52 (92,9%) | 45 (97,8%) 3462 | 0,373-32,106 0,275

2.3. Polimorfismo -174 G>C del gen IL6 (rs1800795)

2.3.1. Estudio caso-control

No se han encontrado diferencias estadisticamente significativas en la
distribucion de frecuencias alélicas y genotipicas entre pacientes con tiroiditis

autoinmune e individuos sanos. Los resultados del estudio se muestran en la tabla 39.

En el andlisis de riesgo del polimorfismo en funcion del modelo de herencia
tampoco se observan diferencias significativas. En la tabla 40 se recogen los datos del

estudio.

Tabla 39: Distribucién de las frecuencias alélicas y genotipicas estudiadas del polimorfismo -174 G>C
del gen IL6 (rs1800795) en pacientes con tiroiditis autoinmune (casos) e individuos sanos (controles)

OR
0, [0)
IL6 CASOSn (%) | CONTROLESN (%) | Al 9506) p
ALELOC 181 (45,3%) 235 (49%) 1,072
(0,815;1,410) | 0,618
ALELO G 219 (54,7%) 245 (51%) 1
HOMOCIGOTO CC 46 (23%) 67 (27,9%)
HETEROCIGOTO CG 89 (44,5%) 101 (42,1%) 0,498
HOMOCIGOTO GG 65 (32,5%) 72 (30%)
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Tabla 40: Analisis del riesgo de polimorfismo -174 G>C del gen IL6 (rs1800795) en funcion del modelo

de herencia
GENOTIPO CONTROLES CASOS
MODELO L6 h (%) n (%) OR 1C 95% p
cc 67 (27,9%) 46 (23%) 1
CODOMINANTE CG 101 (42,1%) 89 (44,5%) 1,283 0,801-2,056 0,299
GG 72 (30%) 65 (32,5%) 1,315 0,795-2,175 0,286
CcC 67 (27,9%) 46 (23%) 1
DOMINANTE
CG+GG 173 (72,1%) 154 (77%) 1,297 0,840-2,000 0,240
GG 72 (30%) 65 (32,5%) 1
RECESIVO
CG+CC 168 (70%) 135 (67,5%) 0,890 0,594-1,334 0573

2.3.2.Estudio segun las variables clinicas

También se realiza el analisis de distribucion de las frecuencias genotipicas del
polimorfismo -174 G>C del gen IL6 (rs1800795) en los distintos grupos de pacientes,
estratificados en funcién de las diferentes variables clinicas: antecedentes familiares de
tiroidopatia, consumo de sal yodada, procedencia de zona endémica de bocio, presencia
de bocio y tamafio glandular, positividad de anticuerpos antitiroideos de manera
individual y combinados, y funcion tiroidea. Se muestran los resultados observados en
las tablas 41 a 49. No se han encontrado diferencias estadisticamente significativas.
Tabla 41: Distribucion de las frecuencias genotipicas del polimorfismo -174 G>C del gen IL6

(rs1800795) en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcién de la existencia de antecedentes
familiares de tiroidopatia

ANTECEDENTES FAMILIARES
Si NO
ce n 29 16
% 26,6% 22,5%
n 42 36
_I L6 cG
p=0,266 % 38,5% 50,7%
n 38 19
GG
% 34,9% 26,8%
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Tabla 42: Distribucién de las frecuencias genotipicas del polimorfismo -174 G>C del gen IL6
(rs1800795) en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcién del consumo de sal yodada

SAL YODADA
Si NO
ce n 9 12
% 19,5% 21,4%
IL6 n 21 30
p=0,554 cG % 45,7% 53,6%
n 16 14
GG % 34,8% 25%

Tabla 43: Distribucién de las frecuencias genotipicas del polimorfismo -174 G>C del gen IL6
(rs1800795) en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcion de la procedencia de zona endémica de
bocio (yododeficiente)

ZONA ENDEMICA
Si NO
ce n 7 24
% 35% 22,4%
n 6 52
_| L6 cG
p=0,276 % 30% 48,6%
n 7 31
GG
% 35% 29%

Tabla 44: Distribucidon de las frecuencias genotipicas del polimorfismo -174 G>C del gen IL6
(rs1800795) en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcién de la presencia o no de bocio

BOCIO
NO Si NODULO AISLADO
n 29 17 0
CcC
% 24,2% 21,6% 0%
IL6 cG n 57 31 1
p=0,42 % 47,5% 39,2% 100%
n 34 31 0
GG
% 28,3% 39,2% 0%
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Tabla 45: Distribucién de las frecuencias genotipicas del polimorfismo -174 G>C del gen IL6
(rs1800795) en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcién del tamafio glandular

TAMANO GLANDULAR
0A 0B | I 1 :I%EX:S%

cc n 16 13 14 2 1 0

% 23,5% 25% 26,9% 8% 50% 0%
IL6 ce n 37 20 20 11 0 1

p=0,243 % 54,4% 38,5% 38,5% 44% 0% 100%

- n 15 19 18 12 1 0

% 22,1% 36,5% 34,6% 48% 50% 0%

Tabla 46: Distribucion de las frecuencias genotipicas del polimorfismo -174 G>C del gen IL6
(rs1800795) en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcién de positividad o negatividad de los

anticuerpos antitiroglobulina

Ac TG
NEGATIVOS POSITIVOS
cc n 18 28
% 25% 22,2%
IL6 n 31 58
p=0,886 cG % 43,1% 46%
56 n 23 40
% 31,9% 31,8%

Tabla 47: Distribucién de las frecuencias genotipicas del polimorfismo -174 G>C del gen IL6
(rs1800795) en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcién de positividad o negatividad de los

anticuerpos antiperoxidasa

Ac TPO
NEGATIVOS POSITIVOS
n 2 44
cc % 28,6% 22,8%
IL6 n 3 86
p=0,943 cG % 42,8% 44,6%
n 2 63
- % 28,6% 32,6%
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Tabla 48: Distribucién de las frecuencias genotipicas del polimorfismo -174 G>C del gen IL6
(rs1800795) en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcién de positividad o negatividad de los
anticuerpos antitiroideos

ANTICUERPOS ANTITIROIDEOS
TG+ TG -
AMBOS POSITIVOS PO - TPO +
ce n 26 2 18
% 21,9% 25% 25,3%
IL6 oG n 55 3 31
p=0,972 % 46,2% 37,5% 43,7%
GG n 38 3 22
% 31,9% 37,5% 31%

Tabla 49: Distribucion de las frecuencias genotipicas del polimorfismo -174 G>C del gen IL6

(rs1800795) en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcion de la funcionalidad tiroidea

FUNCION TIROIDEA
EUTIROIDISMO HIPOTIROIDISMOHIPERTIROIDISMO| EGB
ce n 1 44 1 0
% 4,8% 25,3% 50% 0%
IL6 oG n 9 77 0 3
p=0,07 % 42,9% 44,2% 0% 100%
56 n 11 53 1 0
% 52,3% 30,5% 50% 0%

2.4. Polimorfismo -1C>T del gen CD40 (rs1883832)

2.4.1. Estudio caso-control

Se estudia la distribucion de frecuencias alélicas y genotipicas entre pacientes
con tiroiditis autoinmune e individuos sanos. Los resultados del estudio se reflejan en la

tabla 50. No se encuentran diferencias estadisticamente significativas.

Tampoco se observan diferencias significativas en el estudio de riesgo del
polimorfismo en funcion del modelo de herencia. En la tabla 51 se muestran los datos

del analisis.
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Tabla 50: Distribucién de las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo -1C>T del gen CD40
(rs1883832) estudiadas en pacientes con tiroiditis autoinmune (casos) e individuos sanos (controles)

OR
0, 0,
CD40 CASOS n (%) CONTROLES n (%) (IC al 95%) p
ALELOC 281 (70,2%) 228 (68,7%) 1,077
(0,785;1,477) | 0,645
ALELOT 119 (29,3%) 104 (31,3%) 1
HOMOCIGOTO CC 99 (49,5%) 76 (45,8%)
HETEROCIGOTO CT 83 (41,5%) 76 (45,8%) 0,712
HOMOCIGOTO TT 18 (9%) 14 (8,4%)

Tabla 51: Andlisis del riesgo de polimorfismo -1C>T del gen CD40 (rs1883832) en funcién del modelo

de herencia

GENOTIPO CONTROLES CASOS
MODELO CD40 n (%) n (%) OR I1C 95% p
cc 76 (45,8%) 99 (49,5%) 1
CODOMINANTE cT 76 (45,8%) 83(41,5%) | 0,838 | 0,545-1,291 0,423
T 14 (8,4%) 18 (9%) 0987 | 0462-2,110 0,973
cc 76 (45,8%) 99 (49,5%) 1
DOMINANTE
CT+TT 90 (54.2%) 101 (50,5%) | 0,862 | 0,570-1,301 0,479
T 14 (8,4%) 18 (9%) 1
RECESIVO
CT+CC 152 (91,6%) 182(91%) | 0,931 | 0,448-1,934 0,849

2.4.2. Estudio segun las variables clinicas

Se completa el estudio con el andlisis de distribucién de las frecuencias
genotipicas del polimorfismo -1C>T del gen CD40 (rs1883832) en los diferentes grupos
de pacientes, en funcion de las variables clinicas recogidas: antecedentes familiares de
tiroidopatia, consumo de sal yodada, procedencia de zona endémica de bocio, presencia
de bocio y tamafio glandular, positividad de anticuerpos antitiroideos de manera
individual y combinados, y funcion tiroidea. Se muestran los resultados observados en
las tablas 52 a 60.

Se encuentran diferencias estadisticamente significativas en la distribucion de

genotipos en funcidon de la positividad o no de los anticuerpos antitiroglobulina.

Para este subgrupo se ha completado el estudio con el analisis segin modelos de
herencia, cuyos datos se muestran en la tabla 61. No se ha podido confirmar la

existencia de diferencias.
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Tabla 52: Distribucion de las frecuencias genotipicas del polimorfismo -1C>T del gen CDA40
(rs1883832) en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcién de la existencia de antecedentes

familiares de tiroidopatia

ANTECEDENTES FAMILIARES
Si NO
ce n 53 37
% 48,6% 52,1%
CD40 cT n 45 27
p=0,895 % 41,3% 38%
- n 11 7
% 10,1% 9,9%

Tabla 53: Distribucion de las frecuencias genotipicas del polimorfismo -1C>T del gen CDA40
(rs1883832) en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcién del consumo de sal yodada

SAL YODADA

Si NO
ce n 20 22

% 43,5% 39,3%
CD40 n 19 28

CT
p=0,630 % 41,3% 50%

T n 7 6

% 15,2% 10,7%

Tabla 54: Distribucion de las frecuencias genotipicas del polimorfismo -1C>T del gen CDA40
(rs1883832) en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcion de la procedencia de zona endémica de

bocio (yododeficiente)

ZONA ENDEMICA

Si NO
ce n 10 48
% 50% 44.9%
CD40 cT n 9 45
p=0,587 % 45% 42%
T n L 14
% 5% 13,1%
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Tabla 55: Distribucion de las frecuencias genotipicas del polimorfismo -1C>T del gen CD40
(rs1883832) en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcidn de la presencia o no de bocio

BOCIO
NO Si NODULO AISLADO
n 66 33 0
CcC
% 55% 41,8% 0,0%
CD40 n 42 40 1
_ CT
p=0,184 % 35% 50,6% 1,2%
n 12 6 0
TT
% 10% 7,6% 0,0%

Tabla 56: Distribucion de las frecuencias genotipicas del polimorfismo -1C>T del gen CD40
(rs1883832) en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcién del tamafio glandular

TAMANO GLANDULAR
Oa Ob | I 1 :I%EX:S%
n 37 29 22 10 1 0
cc % 54,4% 55,8% 42,3% 40% 50% 0%
CD40 n 23 19 28 11 1 1
= CT
p=0,426 % 33,8% 36,5% 53,8% 44% 50% 100%
- n 8 4 2 4 0 0
% 11,8% 7,7% 3,9% 16% 0% 0%

Tabla 57: Distribucion de las frecuencias genotipicas del polimorfismo -1C>T del gen CD40
(rs1883832) en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcién de la positividad o negatividad de los

anticuerpos antitiroglobulina

Ac TG
NEGATIVOS POSITIVOS
ce n 39 58
% 54,2% 46%
CD40 n 23 60
~ CT
p=0,046 % 31,9% 47,6%
n 10 8
TT
% 13,9% 6,4%
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Tabla 58: Distribucion de las frecuencias genotipicas del polimorfismo -1C>T del gen CDA40

(rs1883832) en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcion de la positividad o negatividad de los
anticuerpos antiperoxidasa

Ac TPO
NEGATIVOS POSITIVOS

cc n 3 96
% 42,9% 49,8%

CD40 oT n 4 79
p=0,564 % 57,1% 40,9%

n 0 18
T % 0% 9,3%

Tabla 59: Distribucion de las frecuencias genotipicas del polimorfismo -1C>T del gen CDA40
(rs1883832) en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcion de la positividad o negatividad de los

anticuerpos antitiroideos

ANTICUERPOS ANTITIROIDEOS
TG + TG -
AMBOS POSITIVOS TPO - TPO +
cc n 55 4 38
% 46,2% 50% 53,5%
CD40 cT n 56 4 23
p=0,177 % 47,1% 50% 32,4%
T n 8 0 10
% 6,7% 0% 14,1%

Tabla 60: Distribucion de las frecuencias genotipicas del polimorfismo -1C>T del gen CD40
(rs1883832) en los pacientes con tiroiditis autoinmune segln la funcionalidad tiroidea

FUNCION TIROIDEA
EUTIROIDISMO HIPOTIROIDISMO HIPERTIROIDISMO | EGB
cc n 10 88 1 0
% 47,6% 50,6% 50% 0%
CD40 oT n 10 71 0 2
p=0,163 % 47,6% 40,8% 0% 66.7%)
- n 1 15 1 1
% 4,8% 8,6% 50% 33.3%
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Tabla 61: Analisis del riesgo del polimorfismo -1C>T del gen CD40 (rs1883832), en funcion del modelo
de herencia, entre pacientes con anticuerpos antiperoxidasa positivos o negativos

AC AC
MODELO CIENONTIY NEGATIVOS | POSITIVOS OR 1C 95 % p
CD40
n (%) n (%)
cc 39 (54,2%) 58 (46%) 1
CODOMINANTE cT 23 (31,9%) 60 (47,6%) 1,754 03%%51 0,080
T 10 (13,9%) 8 (6.4%) 0,538 01'%%' 0,231
cc 39 (54,2%) 58 (46%) 1
DOMINANTE 0.775-
CT+TT 33 (45,8%) 68 (54%) 1,386 5 477 0,271
T 10 (13,9%) 8 (6,4%) 1
RECESIVO 0.894-
CT+CC 62 (86,1%) 118 (93,6%) 2,379 6 334 0,083

2.5. Polimorfismo -4147 C>G del gen ATG2B (rs3759601)

2.5.1. Estudio caso-control

Se observan diferencias estadisticamente significativas en la distribucion de las
frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo -4147 C>G del gen ATG2B
(rs3759601) entre pacientes con tiroiditis autoinmune e individuos sanos (p<0,01). Los

datos del andlisis se recogen en la tabla 62.

Una vez establecida la existencia de diferencias, y para conocer la magnitud del
riesgo que aporta cada genotipo, se ha realizado el estudio segun los diferentes modelos
de herencia. Tal y como se presenta en la tabla 63, se obtienen resultados
estadisticamente significativos en los tres modelos de herencia: codominante,

dominante y recesiva (p<0,01).

Ser portador del alelo G (menos frecuente 0 mutado) en el modelo de herencia
codominante, tanto en heterocigosis (C/G) como en homocigosis (G/G), supone un

aumento del riesgo de presentar tiroiditis autoinmune.

En el modelo de herencia dominante se confirma que ser portador del alelo

variante G aumenta el riesgo de la enfermedad.

También se confirma un mayor riesgo de desarrollar tiroiditis autoinmune, segun
el analisis con el modelo de herencia recesivo, en los pacientes en homocigosis para el

alelo mutado G.
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Tabla 62: Distribucién de las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo -4147 C>G del gen
ATG2B (rs3759601) estudiadas en pacientes con tiroiditis autoinmune (casos) e individuos sanos
(controles)

ATG2B CASOSN (%) |CONTROLESN (%)| OR(ICal95%) | P
ALELO C 139 (34,8%) 303 (63,1%) 1
3,214 0,000
ALELO G 261 (65,2%) 177 (36,9%) (2,437:4.240)
HOMOCIGOTO C/C 16 (8%) 99 (41,2%)
HETEROCIGOTO C/G 107 (53,5%) 105 (43,8%) 0,000
HOMOCIGOTO G/G 77 (38,5%) 36 (15%)

Tabla 63: Andlisis del riesgo de polimorfismo -4147 C>G del gen ATG2B (rs3759601) en funcion del
modelo de herencia

GENOTIPO | CONTROLES | CASOS IC

4OIEHE ATG2B n (%) n (%) O 95 % P
cc 99 (41,2%) 16 (8%) 1

CODOMINANTE CG 105 (43.8%) | 107 (535%) | 6,305 | (3.486;11.406) | 0.000
GG 36 (15%) 77(385%) | 13234 | (6.841;25.604) | 0.000
cC 99 (41,2%) 16 (8%) 1

DOMINANTE
CG+GG 141 (58,8%) 184 (92%) | 8,074 | (4.558,14.304) | 0,000
CG+CC 240 (85%) 123 (61,5%) 1

RECESIVO
GG 36 (15%) 77(385%) | 325 | (2252,5589) | 0.000

2.5.2. Estudio segun las variables clinicas

Se completa el estudio con el andlisis de distribucion de las frecuencias
genotipicas del polimorfismo -4147 C>G del gen ATG2B (rs3759601) en los distintos
grupos de pacientes, estratificados en funcion de las variables clinicas que presentaban:
antecedentes familiares de tiroidopatia, consumo de sal yodada, procedencia de zona
endémica de bocio, presencia de bocio y tamafio glandular, positividad de anticuerpos
antitiroideos de manera individual y combinados, y funcion tiroidea. Se muestran los
resultados obtenidos en las tablas 64 a 72. No se encuentran diferencias
estadisticamente significativas.
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Tabla 64: Distribucién de las frecuencias genotipicas del polimorfismo -4147 C>G del gen ATG2B
(rs3759601) en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcion de la existencia de antecedentes

familiares de tiroidopatia

ANTECEDENTES FAMILIARES

Sl NO
ce n 8 6
% 7,3% 8,4%
ATG2B oG n 63 35
p=0,532 % 57,8% 49,3%
56 n 38 30
% 34,9% 42,3%

Tabla 65: Distribucién de las frecuencias genotipicas del polimorfismo -4147 C>G del gen ATG2B

(rs3759601) en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcién del consumo de sal yodada

SAL YODADA
Si NO
n 3 7
CcC
% 6,5% 12,5%
ATG2B cG n 22 30
p=0,374 % 47,8% 53,6%
n 21 19
GG
% 45,7% 33,9%

Tabla 66: Distribucion de las frecuencias genotipicas del polimorfismo -4147 C>G del gen ATG2B
(rs3759601) en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcién de la procedencia de zona endémica de

bocio (yododeficiente)

ZONA ENDEMICA

Si NO
n 2 8
CcC
% 10% 7,5%
ATG2B cG n 12 55
p=0,367 % 60% 51,4%
n 6 44
GG
% 30% 41,1%
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Tabla 67: Distribucién de las frecuencias genotipicas del polimorfismo -4147 C>G del gen ATG2B
(rs3759601) en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcién de la presencia o no de bocio

BOCIO
NO Si NODULO AISLADO
n 12 4 0
CccC
% 10% 5,1% 0%
ATG?2B n 69 37 1
_ CG
p=0,175 % 57,5% 46,8% 100%
n 39 38 0
GG
% 32,5% 48,1% 0%

Tabla 68: Distribucién de las frecuencias genotipicas del polimorfismo -4147 C>G del gen ATG2B
(rs3759601) en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcién del tamafio glandular

TAMANO GLANDULAR
Oa Ob | 1] 1 :I%Ex:sg
n 4 8 2 2 0 0
cc % 5,9% 15,4% 3,8% 8% 0% 0%
ATG2B n 39 30 26 9 2 1
- CG
p=0,164 % 57,4% 57,7% 50% 36% 100% 100%
n 25 14 24 14 0 0
- % 36,7% 26,9% 46,2% 56% 0% 0%

Tabla 69: Distribucién de las frecuencias genotipicas del polimorfismo -4147 C>G del gen ATG2B
(rs3759601) en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcion de la positividad o negatividad de los

anticuerpos antitiroglobulina

Ac TG
NEGATIVOS POSITIVOS
n 3 13
cc % 4,2% 10,3%
ATG2B oG n 38 69
p=0,225 % 52,8% 54,8%
n 31 44
- % 43% 34,9%
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Tabla 70: Distribucién de las frecuencias genotipicas del polimorfismo -4147 C>G del gen ATG2B
(rs3759601) en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcién de la positividad o negatividad de los

anticuerpos antiperoxidasa

Ac TPO
NEGATIVOS POSITIVOS
n 0 16
cc % 0% 8,3%
ATG2B oG n 4 103
p=0,728 % 57,1% 53,4%
n 3 74
GG % 42,9% 38,3%

Tabla 71: Distribucién de las frecuencias genotipicas del polimorfismo -4147 C>G del gen ATG2B
(rs3759601) en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcién de la positividad o negatividad de los

anticuerpos antitiroideos

ANTICUERPOS ANTITIROIDEOS
AMBOS POSITIVOS SN e
n 13 0 3
CcC
% 10,9% 0% 4,2%
ATG2B oG n 65 5 37
p=0,367 % 54,6% 62,5% 52,1%
n 41 3 31
GG
% 34,5% 37,5% 43,7%

Tabla 72: Distribucion de las frecuencias genotipicas del polimorfismo -4147 C>G del gen ATG2B
(rs3759601) en los pacientes con tiroiditis autoinmune segun la funcionalidad tiroidea

FUNCION TIROIDEA
EUTIROIDISMO HIPOTIROIDISMO | HIPERTIROIDISMO | EGB
n 1 14 1 0
CcC
% 4,8% 8% 50% 0%
ATG2B n 10 94 0 3
_ CG
p=0,171 % 47,6% 54% 0% 100%
n 10 66 1 0
GG
% 47,6% 38% 50% 0%

2.6. Polimorfismo 106662741 C>G del gen ATG5 (rs2245214)

2.6.1. Estudio caso-control

Existen diferencias estadisticamente significativas en la distribucion de las
frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo 106662741 C>G del gen ATG5

(rs2245214) entre pacientes con tiroiditis autoinmune e individuos sanos (p<0,01). Los
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datos del andlisis se recogen en la tabla 73.

Una vez conocida la existencia de diferencias, y para establecer la magnitud del
riesgo que aporta cada genotipo, se realiza el analisis segun los diferentes modelos de
herencia. Se han obtenido resultados estadisticamente significativos en los tres modelos
de herencia: codominante, dominante y recesiva (p<0,01). Los resultados del estudio se
presentan en la tabla 74.

En el modelo de herencia codominante, ser portador del alelo G (menos
frecuente 0 mutado), tanto en heterocigosis (C/G) como en homocigosis (G/G), confiere

un efecto protector frente a la enfermedad.

En el modelo de herencia dominante se confirma que ser portador del alelo

variante G disminuye el riesgo de presentar tiroiditis autoinmune.

Se confirma también un menor riesgo de desarrollar la enfermedad, segln el
analisis con el modelo de herencia recesivo, en los pacientes en homocigosis para el
alelo mutado G.

Tabla 73: Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas estudiadas del polimorfismo 106662741

C>G del gen ATGS (rs2245214) en pacientes con tiroiditis autoinmune (casos) e individuos sanos
(controles)

ATG5 CASOSn (%) | CONTROLESN (%) | ¢ 335% ) p
ALELOC 256 (64%) 229 (47,7%) 1,949
ALELO G 144 (36%) 251 (52,3%) (1’485i2’557) 0.000
HOMOCIGOTO CC 84 (42%) 57 (23,8%)
HETEROCIGOTO CG 88 (44%) 115 (47,9%) 0,000
HOMOCIGOTO GG 28 (14%) 68 (28,3%)

Tabla 74: Andlisis del riesgo de polimorfismo 106662741 C>G del gen ATG5 (rs2245214) en funcién
del modelo de herencia

GENOTIPO CONTROLES CASOS
MODELO ATG5 n (%) n (%) OR IC DEL 95 % p
cc 57 (23,8%) 84 (42%) 1
CODOMINANTE cG 115 (47,9%) 88 (44%) 0519 | (0.336;0.903) 0.003
GG 68 (28,3%) 28 (14%) 0279 | (0.161;0.486) 0.000
cc 57 (23,8%) 84 (42%) 1
DOMINANTE
CG+GG 183 (76,2%) 116 (58%) 0430 | (0.286;0.647) 0.000
CG+CC 172 (71,7%) 172 (82%) 1
RECESIVO
GG 68 (28,3%) 28 (14%) 0412 | (0,253;0,671) 0,000
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2.6.2. Estudio segun las variables clinicas

También se valora la distribucién de las frecuencias genotipicas del
polimorfismo 106662741 C>G del gen ATG5 (rs2245214) en los diferentes grupos de
pacientes, realizados segun las variables clinicas recogidas: antecedentes familiares de
tiroidopatia, consumo de sal yodada, procedencia de zona endémica de bocio, presencia
de bocio y tamafo glandular, positividad de anticuerpos antitiroideos de manera
individual y combinados, y funcién tiroidea. Se muestran los resultados del analisis en
las tablas 75 a 83. No hay diferencias estadisticamente significativas este estudio.

Tabla 75: Distribucidn de las frecuencias genotipicas del polimorfismo 106662741 C>G del gen ATG5

(rs2245214) en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcion de la existencia de antecedentes
familiares de tiroidopatia

ANTECEDENTES FAMILIARES
st NO
ce n 39 36
% 35,8% 50,7%
ATG5 oG n 50 29
p=0,065 % 45,9% 40,8%
n 20 6
GG
% 18,3% 8,5%

Tabla 76: Distribucion de las frecuencias genotipicas del polimorfismo 106662741 C>G del gen ATG5
(rs2245214) en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcion del consumo de sal yodada

SAL YODADA
Si NO
ce n 24 23
% 52,2% 41,1%
ATG5S n 17 27
CG
p=0,492 % 37% 48,2%
n 5 6
GG
% 10,8% 10,7%
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Tabla 77: Distribucion de las frecuencias genotipicas del polimorfismo 106662741 C>G del gen ATG5
(rs2245214) en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcién de la procedencia de zona endémica de
bocio (yododeficiente)

ZONA ENDEMICA

Si NO
ce n 6 47
% 30% 43,9%
ATG5 cG n 10 44
p=0,505 % 50% 41,1%
GG n 4 16
% 20% 15%

Tabla 78: Distribucion de las frecuencias genotipicas del polimorfismo 106662741 C>G del gen ATG5
(rs2245214) en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcién de la presencia o no de bocio

BOCIO
NO Si NODULO AISLADO
n 53 30 1
ccC
% 44,2% 38% 100%
ATG5 cG n 54 34 0
p=0,398 % 45% 43% 0%
n 13 15 0
GG
% 10,8% 19% 0%

Tabla 79: Distribucion de las frecuencias genotipicas del polimorfismo 106662741 C>G del gen ATG5
(rs2245214) en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcién del tamafio glandular

TAMARNO GLANDULAR
0a Ob | 1 n EI(?SEx:Sg
n 31 22 19 10 1 1
cc % 45,6% 42,3% 36,5% 40% 50% 100%
ATG5 n 28 26 20 14 0 0
- CG
p=0,161 % 41,2% 50% 38,5% 56% 0% 0%
- n 9 4 13 1 1 0
% 13,2% 7,7% 25% 4% 50% 0%
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Tabla 80: Distribucién de las frecuencias genotipicas del polimorfismo 106662741 C>G del gen ATG5
(rs2245214) en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcién de la positividad o negatividad de los

anticuerpos antitiroglobulina

Ac TG
NEGATIVOS POSITIVOS
ce n 28 55
% 38,9% 43,7%
ATG5 n 31 56
p=0,474 cG % 43,1% 44,4%
GG n 13 15
% 18% 11,9%

Tabla 81: Distribucion de las frecuencias genotipicas del polimorfismo 106662741 C>G del gen ATG5
(rs2245214) en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcién de la positividad o negatividad de los

anticuerpos antiperoxidasa

Ac TPO
NEGATIVOS POSITIVOS
ce n 3 81
% 42,8% 42%
ATG5 n 2 86
CG
p=0,474 % 28,6% 44,6%
n 2 26
GG
% 28,6% 13,4%

Tabla 82: Distribucion de las frecuencias genotipicas del polimorfismo 106662741 C>G del gen ATG5
(rs2245214) en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcién de la positividad o negatividad de los

anticuerpos antitiroideos

ANTICUERPOS ANTITIRIDEOS
TG+ TG-
AMBOS POSITIVOS PO TPO +
cc n 52 4 27
% 43,7% 50% 38%
ATG5 n 54 2 31
_ CG
p=0,464 % 45,4% 25% 43,7%
GG n 13 2 13
% 10,9% 25% 18,3%
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Tabla 83: Distribucion de las frecuencias genotipicas del polimorfismo 106662741 C>G del gen ATG5
(rs2245214) en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcién de la funcionalidad tiroidea

FUNCION TIROIDEA
EUTIROIDISMO HIPOTIROIDISMOHIPERTIROIDISMO| EGB
cc n 6 75 2 1
% 28,6% 43,1% 100% 33.3%
ATG5 n 12 75 0 1
- CG
p=0,480 % 57,1% 43,1% 0% 33.3%
n 3 24 0 1
GG
% 14,3% 13,8% 0% 33.3%

2.7. Polimorfismo -635 C>T del gen ATG10 (rs1864183)

2.7.1.Estudio caso-control

No se han detectado diferencias estadisticamente significativas en la distribucion
de frecuencias alélicas y genotipicas entre enfermos e individuos sanos. Los resultados

del estudio se muestran en la tabla 84.

En el anélisis de riesgo del polimorfismo en funcion del modelo de herencia
tampoco se observan diferencias significativas. En la tabla 85 se reflejan los datos del
estudio.

Tabla 84: Distribucién de las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo -635 C>T del gen

ATG10 (rs1864183) estudiadas en pacientes con tiroiditis autoinmune (casos) e individuos sanos
(controles)

OR
0, [0)
ATG10 CASOSN (%) | CONTROLESN (%) | - 4 0506) p
ALELOC 226 (56,5%) 243 (50,6%) 1,267
(0,970;1,654) | 0,082
ALELO T 174 (43,5%) 237 (49,6%) 1
HOMOCIGOTO CC 64 (32%) 65 (27,1%)
HETEROCIGOTO CT 98 (49%) 113 (47,1%) 0,199
HOMOCIGOTO TT 38 (19%) 62 (25,8%)
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Tabla 85: Analisis del riesgo de polimorfismo -635 C>T del gen ATG10 (rs1864183) en funcion del
modelo de herencia

GENOTIPO CONTROLES CASOS
MODELO TG0 (%) (%) OR IC 95 % p
cc 65 (27,1%) 64 (32%) 1
CODOMINANTE cT 113 (47,1%) 98 (49%) 0.881 (0.568;1.366) 0,571
T 62 (25,8%) 38 (19%) 0.622 (0.366;1.059) 0.080
cc 65 (27,1%) 64 (32%) 1
DOMINANTE
CT+TT 175 (72,9%) 136 (68%) | 0.789 (0.523;1.191) 0,260
TT 62 (25,8%) 38 (19%) 1
RECESIVO
CT+CC 178 (74,2%) 162 (81%) | 1.485 (0.941;2.344) 0,090

2.7.2.Estudio segun las variables clinicas

Se ha realizado también el estudio de distribucion de las frecuencias genotipicas
del polimorfismo -635 C>T del gen ATG10 (rs1864183) en los diferentes grupos de
pacientes, separados segun las variables clinicas analizadas en la revision de datos:
antecedentes familiares de tiroidopatia, consumo de sal yodada, procedencia de zona
endémica de bocio, presencia de bocio y tamafio glandular, positividad de anticuerpos
antitiroideos de manera individual y combinados, y funcion tiroidea. Los resultados
observados se reflejan en las tablas 86 a 94. No se encuentran diferencias
estadisticamente significativas en el analisis.

Tabla 86: Distribucion de las frecuencias genotipicas del polimorfismo -635 C>T del gen ATG10

(rs1864183) en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcién de la existencia de antecedentes
familiares de tiroidopatia

ANTECEDENTES FAMILIARES
Si NO
n 33 22
cc % 30,3% 31%
ATG10 cT n 95 33
p=0,831 % 50,5% 46,5%
n 21 16
TT
% 19,2% 22,5%
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Tabla 87: Distribucion de las frecuencias genotipicas del polimorfismo -635 C>T del gen ATG10
(rs1864183) en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcién del consumo de sal yodada

SAL YODADA
Si NO
n 16 16
CccC
% 34,8% 28,6%
ATG10 cT n 26 29
p=0,290 % 56,5% 51,8%
n 4 11
TT
% 8,7% 19,6%

Tabla 88: Distribucion de las frecuencias genotipicas del polimorfismo -635 C>T del gen ATG10
(rs1864183) en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcion de la procedencia de zona endémica de

bocio (yododeficiente)

ZONA ENDEMICA

Si NO
n 8 28
ccC
% 40% 26,2%
ATG10 oT n 12 95
p=0,053 % 60% 51,4%
n 0 24
TT
% 0% 22,4%

Tabla 89: Distribucion de las frecuencias genotipicas del polimorfismo -635 C>T del gen ATG10
(rs1864183) en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcién de la presencia o no de bocio

BOCIO
NO Si NODULO AISLADO
n 42 21 1
CcC
% 35% 26,6% 1,6%
ATG10 oT n 52 46 0
p=0,171 % 43,3% 58,2% 0,0%
n 26 12 0
TT
% 21,7% 15,2% 0,0%
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Tabla 90: Distribucion de las frecuencias genotipicas del polimorfismo -635 C>T del gen ATG10
(rs1864183) en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcién del tamafio glandular

TAMANO GLANDULAR
NODULO
0a Ob | 1 11
AISLADO
n 21 21 12 9 0 1
CcC
% 30,9% 40,4% 23,1% 36% 0% 100%
ATG10 cT n 34 18 32 13 1 0
p=0,267 % 50% 34,6% 61,5% 52% 50% 0%
n 13 13 8 3 1 0
TT
% 19,1% 25% 15,4% 12% 50% 0%

Tabla 91: Distribucion de las frecuencias genotipicas del polimorfismo -635 C>T del gen ATG10
(rs1864183) en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcién de la positividad o negatividad de los
anticuerpos antitiroglobulina

Ac TG
NEGATIVOS POSITIVOS
n 26 37
cc % 36,1% 29,4%
ATG10 cT n 33 65
p=0,611 % 45,8% 51,6%
n 13 24
TT
% 18,1% 19%

Tabla 92: Distribucion de las frecuencias genotipicas del polimorfismo -635 C>T del gen ATG10
(rs1864183) en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcién de la positividad o negatividad de los
anticuerpos antiperoxidasa

Ac TPO
NEGATIVOS POSITIVOS
cc n 2 62
% 28,6% 32,1%
ATG10 n 2 96
p=0,244 cT % 28,6% 49,8%
- n 3 35
% 42,8% 18,1%
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Tabla 93: Distribucion de las frecuencias genotipicas del polimorfismo -635 C>T del gen ATG10
(rs1864183) en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcion de la positividad o negatividad de los
anticuerpos antitiroideos

ANTICUERPOS ANTITIROIDEOS
TG + TG -
AMBOS POSITIVOS PO - PO +
n 35 2 26
CcC
% 29,4% 25% 36,6%
ATG10 oT n 63 2 33
p=0,157 % 53% 25% 46,5%
n 21 4 12
TT
% 17,6% 50% 16,9%

Tabla 94: Distribucion de las frecuencias genotipicas del polimorfismo -635 C>T del gen ATG10
(rs1864183) en los pacientes con tiroiditis autoinmune segin la funcionalidad glandular

FUNCION TIROIDEA
EUTIROIDISMO HIPOTIROIDISMOHIPERTIROIDISMO| EGB
cc n 5 57 1 1
% 23,8% 32,8% 50% 33,3%
ATG10 oT n 13 83 1 1
p=0,860 % 61,9% 47,7% 50% 33,3%
- n 3 34 0 1
% 14,3% 19,5% 0% 33,3%

2.8. Polimorfismo +898 A>G del gen ATG16L1 (rs 2241880)

2.8.1. Estudio caso-control

Se estudia la distribucion de frecuencias alélicas y genotipicas entre pacientes

con tiroiditis autoinmune e individuos sanos. Los resultados del estudio se muestran en

la tabla 95. No se han encontrado diferencias estadisticamente significativas.

Tampoco se observan diferencias significativas en el analisis de riesgo del

polimorfismo en funcion del modelo de herencia. En la tabla 96 se recogen los datos del

estudio.
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Tabla 95: Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo +898 A>G del gen
ATG16L1 (rs 2241880) estudiadas en pacientes con tiroiditis autoinmune (casos) e individuos sanos

(controles)

OR
(0) 0)
ATG16L1 CASOSN (%) | CONTROLESN (%) | (1 o 0506) p
ALELO G 204 (51%) 238 (49,6%) 1,058
(0,812;1,380) | 0,676
ALELO A 196 (49%) 242 (50,4%) 1
HOMOCIGOTO GG 51 (25,5%) 60 (25%)
HETEROCIGOTO AG 102 (51%) 118 (49,2%) 0,850
HOMOCIGOTO AA 47 (23,5%) 62 (25,8%)

Tabla 96: Analisis del riesgo de polimorfismo +898 A>G del gen ATG16L1 (rs 2241880) en funcién del

modelo de herencia

GENOTIPO CONTROLES CASOS
MODELO ATGI16L1 N (%) N (%) OR IC DEL 95 % P
GG 60 (25%) 51 (25,5%) 1
CODOMINANTE AG 118 (49,2%) 102 (51%) | 1.017 | (0.643;1.607) 0.943
AA 62 (25,8%) 47 (235%) | 0.892 | (0.524;1.518) 0,673
GG 60 (25%) 51 (25,5%) 1
DOMINANTE
AG+AA 180 (75%) 149 (745%) | 0.974 | (0.632;1.500) 0,904
AA 62 (25,8%) 47 (23,5%) 1
RECESIVO
AG+GG 178 (74,2%) | 153 (76,5%) | 1.134 | (0.733;1.754) 0,572

2.8.2. Estudio segun las variables clinicas

El estudio se completa con el andlisis de distribucion de las frecuencias
genotipicas del polimorfismo +898 A>G del gen ATGI16L1 (rs 2241880) en los
diferentes grupos de pacientes, en funcion de las variables clinicas recogidas:
antecedentes familiares de tiroidopatia, consumo de sal yodada, procedencia de zona
endémica de bocio, presencia de bocio y tamafio glandular, positividad de anticuerpos

antitiroideos de manera individual y combinados, y funcion tiroidea. Se muestran los

resultados observados en

estadisticamente significativas.

las tablas 97 a 105. No se observan diferencias
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Tabla 97: Distribucion de las frecuencias genotipicas del polimorfismo +898 A>G del gen ATG16L1 (rs
2241880) en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcion de la existencia de antecedentes familiares

de tiroidopatia

ANTECEDENTES FAMILIARES
si NO
GG n 25 19
% 23% 26,8%
ATG16L1 AG n 60 34
p=0,643 % 55% 47,9%
AA n 24 18
% 22% 25,3%

Tabla 98: Distribucidn de las frecuencias genotipicas del polimorfismo +898 A>G del gen ATG16L1 (rs
2241880) en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcién del consumo de sal yodada

SAL YODADA
Si NO
n 14 12
GG
% 30,4% 21,4%
ATGI16L1 AG n 22 33
p=0,488 % 47,8% 59%
n 10 11
AA
% 21,8% 19,6%

Tabla 99: Distribucidn de las frecuencias genotipicas del polimorfismo +898 A>G del gen ATG16L1 (rs
2241880) en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcién de la procedencia de zona endémica de
bocio (yododeficiente)

ZONA ENDEMICA

Si NO
n 4 28
GG
% 20% 26,2%
ATGI16L1 AG n 11 56
p=0,831 % 55% 52,3%
n 5 23
AA
% 25% 21,5%
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Tabla 100: Distribucion de las frecuencias genotipicas del polimorfismo +898 A>G del gen ATG16L1
(rs 2241880) en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcidn de la presencia o no de bocio

BOCIO
NO | NODULO AISLADO
n 26 25 0
GG
% 21,7% 31,7% 0,0%
ATG16L1 n 62 40 0
_ AG
p=0,149 % 51,7% 50,6% 0,0%
n 32 14 1
AA
% 26,6% 17,7% 2,1%

Tabla 101: Distribucion de las frecuencias genotipicas del polimorfismo +898 A>G del gen ATG16L1
(rs 2241880) en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcion del tamafio glandular

TAMANO GLANDULAR
Oa Ob | 1 1 ZI%EX:S%

n 15 11 18 7 0 0

GG % 22% 21,2% 34,6% 28% 0% 0%
ATG16L1 n 39 23 26 13 1 0

_ AG

p=0,259 % 57,4% 44,2% 50% 52% 50% 0%

AA n 14 18 8 5 1 1
% 20,6% 34,6% 15,4% 20% 50% 100%

Tabla 102: Distribucion de las frecuencias genotipicas del polimorfismo +898 A>G del gen ATG16L1
(rs 2241880) en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcidén de la positividad o negatividad de los

anticuerpos antitiroglobulina

AcTG
NEGATIVOS POSITIVOS
GG n 19 31
% 26,4% 24,6%
ATGI16L1 n 35 67
_ AG
p=0,821 % 48,6% 53,2%
n 18 28
AA
% 25% 22,2%
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Tabla 103: Distribucion de las frecuencias genotipicas del polimorfismo +898 A>G del gen ATG16L1

(rs 2241880) en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcién de la positividad o negatividad de los
anticuerpos antiperoxidasa

Ac TPO
NEGATIVOS POSITIVOS

n 1 50
GG % 14,3% 25,9%

ATG16L1 AG n S 97
p=0,545 % 71,4% 50,3%

n 1 46
AA % 14,3% 23,8%

Tabla 104: Distribucion de las frecuencias genotipicas del polimorfismo +898 A>G del gen ATG16L1

(rs 2241880) en los pacientes con tiroiditis autoinmune en funcién de la positividad o negatividad de los
anticuerpos antitiroideos

ANTICUERPOS ANTITIROIDEOS
AMBOS POSITIVOS SN e
n 30 1 19
GG
% 25,2% 12,5% 26,8%
ATG16L1 AG n 62 6 34
p=0,704 % 52,1% 5% 47,9%
n 27 1 18
AA
% 22,7% 12,5% 25,3%

Tabla 105: Distribucion de las frecuencias genotipicas del polimorfismo +898 A>G del gen ATG16L1

(rs 2241880) en los pacientes con tiroiditis autoinmune segin la funcionalidad tiroidea

FUNCION TIROIDEA
EUTIROIDISMO HIPOTIROIDISMOHIPERTIROIDISMO| EGB
n 8 41 2 0
GG
% 38,1% 23,6% 100% 0%
ATG16L1 n 9 91 0 2
a AG
p=0,175 % 42,9% 52,3% 0% 66,7%
n 4 42 0 1
AA
% 19% 24.1% 0% 33,3%
3. RESUMEN DE RESULTADOS ESTADISTICAMENTE
SIGNIFICATIVOS

3.1. Estudio caso-control

Se observan diferencias estadisticamente significativas en la distribucién de las
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frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo -4147 C>G del gen ATG2B
(rs3759601) entre pacientes con tiroiditis autoinmune e individuos sanos. Segun los
diferentes modelos de herencia, ser portador del alelo G (menos frecuente 0 mutado)
supone un aumento del riesgo de presentar tiroiditis autoinmune (tablas 62 y 63).

Existen diferencias estadisticamente significativas en la distribucion de las
frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo 106662741 C>G del gen ATG5
(rs2245214) entre pacientes con tiroiditis autoinmune e individuos sanos. En el analisis
segun los diferentes modelos de herencia se observa que ser portador del alelo G (menos
frecuente 0 mutado), confiere un efecto protector frente a la enfermedad (tablas 73 y
74).

3.2. Estudio en subgrupos segun las variables clinicas

En el estudio de distribucion de las frecuencias genotipicas del polimorfismo
511 C>G del gen IL1B (rs 16944) en los distintos grupos de pacientes en funcion de las
variables clinicas, se encuentran diferencias estadisticamente significativas en cuanto a
la procedencia de zona endémica, que se confirman en el analisis segin modelos de
herencia (tablas 18 y 25). Los pacientes que no proceden de zona endémica de bocio
presentan de manera mas frecuente, en el modelo de herencia codominante, un genotipo
heterocigoto (un alelo habitual y un alelo variante) que aquéllos que proceden de zona
endémica. No hay significacion en el resto de modelos de herencia.

Se realiza también el estudio del polimorfismo -33T>C del gen IL4 (rs2070874)
en los distintos grupos de pacientes. Se detectan diferencias estadisticamente
significativas en cuanto al consumo de sal yodada, que se confirman con el analisis
segin modelos de herencia (tablas 30 y 38). Los pacientes que no consumen sal yodada
presentan de manera mas frecuente, en el modelo de herencia codominante, un genotipo
heterocigoto (un alelo habitual y un alelo variante) que aquéllos que consumen sal
yodada. Lo mismo ocurre en el modelo dominante de herencia, en que los enfermos que

no consumen sal yodada son portadores del alelo variante T de manera mas frecuente.
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1. ESTUDIO DESCRIPTIVO

1.1. Edad

La mediana de edad de los pacientes estudiados es de 41 afios. Este dato es
concordante con la epidemiologia habitual de la tiroiditis autoinmune, en la que se

describe una mayor incidencia en edades medias de la vida @,

1.2. Antecedentes familiares

Més de la mitad de los pacientes (54%) refirieron antecedentes familiares de
tiroidopatia, probablemente en el contexto de tiroiditis autoinmune, aunque no se puedo
constatar la filiacion de la enfermedad tiroidea por desconocimiento clinico de los
pacientes. Es conocida la elevada frecuencia con que la tiroiditis autoinmune afecta a
miembros de la misma familia ?”). Esto sugiere la existencia de un componente genético
en la etiologia de la enfermedad, aunque el hecho de que la concordancia en gemelos
monocigoéticos sea menor del 100% indica que los factores ambientales también tienen

una importancia esencial.

1.3. Consumo de sal yodada

En la historia clinica de nuestros pacientes existe un déficit en cuanto a la
anamnesis sobre este dato que alcanza casi el 50%. De los enfermos en los que se

conoce, tan sélo la mitad constatan el uso habitual de sal yodada.

En Espafa, las fuentes alimentarias mas ricas en yodo son la sal yodada y
algunos alimentos enriquecidos en yodo durante su produccién y procesamiento, entre
los que destacan (por la frecuencia de su consumo y por la cantidad de su ingesta) la
leche corriente de vaca y los derivados lacteos ricos en yodo elaborados a partir de la

misma (19),

En el Gltimo informe redactado por el Grupo de Trabajo de Trastornos por
Déficit de Yodo (TDY) de la Sociedad Espafiola de Endocrinologia y Nutricion, se
reafirma la necesidad de definir programas de vigilancia, tanto sobre la evolucion de los

TDY, como sobre la yodacion universal de la sal; también se recuerda la necesidad de
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recabar la informacion que permita definir los criterios de actuacion a seguir de una
manera coordinada, para lograr la erradicacidn de estos trastornos en nuestro pais. Se
objetiva una mejoria franca de la yoduria, indicando que esta aceptable nutricién de
yodo es un hecho reciente y consecuencia de campafias de salud publica de carécter
localizado que se han realizado; pero aun es preciso incidir en el desarrollo de campafas
de yodo-profilaxis mediante una adecuada informacién a la poblacion general, pero
también, y muy especialmente, a las autoridades sanitarias y los profesionales

sanitarios.

1.4. Procedencia de zona endémica

El porcentaje de desconocimiento del dato alcanza aproximadamente un tercio
de nuestra serie de pacientes. Del resto de enfermos, un 15% proceden de zona

endémica de bocio y, por tanto, de zona yododeficiente.

Clasicamente, una gran parte de la poblacion en Espafia, al igual que en otros
muchos paises de Europa, ha presentado una baja nutricion en yodo. En el dltimo
informe de la OMS del afio 2007, Espafia aparece como un pais con una Optima
nutricion de yodo %), Un estudio espafiol realizado en 2012 sobre el consumo de yodo
en poblacion adulta, que realiza cuantificacion de la yoduria, indica una adecuada
ingesta del oligoelemento en el pais, aunque en valores muy cercanos al punto de corte
que no garantizan un adecuado aporte en situaciones con incremento de las necesidades
(198) Muy probablemente el cambio observado en todos estos estudios debe relacionarse
con un aumento del consumo de sal yodada. Sin embargo, a pesar de estos buenos
resultados, el consumo voluntario de sal yodada obliga a mantener programas de salud
publica que garanticen la presencia efectiva de esta sal en el mercado y su correcta
yodacion, y que promuevan su empleo entre la poblacion.

En Espafia la mayoria de Comunidades Auténomas carecen de programas para la
erradicacion del déficit de yodo. Segun la OMS, para conseguir una progresiva y
sostenible erradicacion de los TDY deberian cumplirse toda una serie de criterios que
van desde la existencia de comités de expertos, inclusion de los programas para la
erradicacion en los presupuestos anuales, legislacion sobre la yodacion que promueva la

yodacion universal, existencia de sistemas rutinarios de control de su evolucion, de la
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yoduria de la poblacion y de la calidad de la sal yodada, y existencia de una base de
datos estatal que monitorice los indicadores. Ademas, referente a la poblacion, deberia
conseguirse que el 90% de las familias consumieran sal adecuadamente yodada y que la
mediana de yoduria, como marcador mas relevante de la yodacion poblacional,
estuviese entre 100 y 199 ug/L en la poblacion general y entre 150 y 249 ug/L en las

mujeres gestantes (199:200),

1.5. Presencia de bocio

Aproximadamente un 40% de los pacientes presentaban bocio en la exploracién
fisica. De los pacientes con aumento del tamafio glandular, un 65% corresponde a un
grado I.

Los enfermos con bocio presentan la forma clésica de tiroiditis autoinmune
(tiroiditis de Hashimoto), mientras que los enfermos sin bocio pueden corresponder a
variantes atroficas o a tiroiditis con escaso tiempo de evolucion, en los que aln no se ha

producido el aumento de tamafio glandular.

1.6. Estudio de anticuerpos antitiroideos

El 96,5% de pacientes del estudio presentd titulos positivos de anticuerpos
antiperoxidasa tiroidea. Este dato es concordante con la literatura, en que se describen
los anticuerpos antiperoxidasa como el mejor marcador serologico para el diagnostico
de la tiroiditis autoinmune, dado que aparecen hasta en el 95% de los pacientes y son

raros en individuos sanos .

También son concordantes con los estudios previos los datos obtenidos en
cuanto a la presencia de anticuerpos antitiroglobulina, que son detectados en el 63% de
los enfermos de nuestra serie. Estos anticuerpos contra la proteina méas abundante de la
glandula tiroidea son positivos en torno al 60 al 80% de los pacientes que presentan
tiroiditis autoinmune, por lo que se trata de una prueba diagnostica menos sensible.
Ademaés son menos especificos, ya que pueden aparecer en porcentajes mayores de

controles sanos que los anticuerpos antiperoxidasa 9,
Se han realizado multiples estudios que han intentado correlacionar entre si
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ambos anticuerpos. Aunque en algunos casos se han obtenido datos sugerentes de una
correlacion positiva, el coeficiente de determinacion (que informa la calidad del modelo
para replicar los resultados y la proporcion de variacion de los resultados que puede
explicarse por el mismo) siempre ha sido muy bajo @Y. Estos resultados sugieren que
los dos tipos de anticuerpos antitiroideos pueden reflejar dos aspectos diferentes de la
respuesta autoinmune contra la glandula tiroidea. Los anticuerpos antitiroglobulina
podrian representar una respuesta inmune innata inicial, mientras que los anticuerpos

antiperoxidasa serian caracteristicos de la respuesta inmune adaptativa posterior %0,

En linea con esta hipoétesis, los anticuerpos antitiroglobulina serian los primeros
en detectarse en el establecimiento de la enfermedad. De hecho, en modelos animales de
tiroiditis autoinmune, los anticuerpos antitiroglobulina preceden a la aparicion de los
anticuerpos antiperoxidasa %, Es poco habitual detectar las enfermedades
autoinmunes en el momento de su instauracion; en la tiroiditis autoinmune los pacientes
son diagnosticados de manera tardia, dada la habitual ausencia de expresion clinica en
las fases iniciales. De este modo, es esperable que los enfermos presenten titulos
positivos y mas elevados de anticuerpos antiperoxidasa que de anticuerpos
antitiroglobulina. Estos datos coinciden con los obtenidos en nuestro estudio, en que
hasta un 35% de pacientes presentan anticuerpos antiperoxidasa positivos y
antitiroglobulina negativos, mientras que Unicamente un 4% tienen anticuerpos
antitiroglobulina positivos y antiperoxidasa no detectables (correspondiendo quiza a

fases mas tempranas de la instauracion de la enfermedad).

1.7. Estudio de funcionalidad tiroidea

En nuestro estudio aproximadamente un 87% de los pacientes presentaba un
hipotiroidismo en el momento del diagndstico. De estos pacientes un 70% permanecian
en fase de hipotiroidismo subclinico, mientras que el 30% presentaban un déficit

funcional clinico con disminucion de los valores de hormonas tiroideas.

En un estudio de largo tiempo de seguimiento (hasta 20 afios) se observo que el
riesgo de desarrollo de hipotiroidismo primario es de un 4,3% por afio en mujeres que
inicialmente presentaban elevacién de TSH (mayor de 6 mU/I como punto de corte para

el andlisis) y anticuerpos antitiroideos positivos, y de un 2,1% por afio si presentaban
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anticuerpos positivos con normalidad de TSH. Las tasas acumuladas de hipotiroidismo
en este estudio fueron del 55% y el 27%, respectivamente, para los dos grupos

mencionados de pacientes %),

Los resultados de nuestro estudio son concordantes con los datos previos,
considerando la heterogeneidad funcional que puede condicionar el hecho de
diagnosticar a los pacientes en diferentes estadios de la enfermedad, segun el motivo de

la consulta (presencia de clinica, hallazgo analitico incidental, etc.).

Solo dos pacientes fueron diagnosticados de Hashitoxicosis, cuadro de
hipertiroidismo transitorio en que debido al proceso inflamatorio puede haber liberacion

de hormonas a la circulacion.

Tres pacientes presentaron de manera simultdnea un cuadro de enfermedad de
Graves-Basedow con hipertiroidismo, patologia englobada en el espectro de la

enfermedad autoinmune tiroidea.

2. ESTUDIO DE POLIMORFISMOS EN CITOCINAS

2.1. Polimorfismo -511 C>G del gen IL1B (rs 16944)

La distribucion de frecuencias alélicas y genotipicas no ha mostrado diferencias
estadisticamente significativas entre pacientes con tiroiditis autoinmune e individuos
sanos. En el analisis de riesgo del polimorfismo en funcién del modelo de herencia

tampoco se observan diferencias significativas.

El polimorfismo -511 C/G del gen IL1B (rs 16944) se ha relacionado con un
aumento relativo de la susceptibilidad a padecer enfermedad de Graves-Basedow en
pacientes chinos 1%, Por lo tanto, se ha objetivado una relacion entre dicho SPN y el
espectro de la enfermedad autoinmune tiroidea en el que también se engloba la tiroiditis

autoinmune.

No obstante, se han realizado mdultiples estudios que no han encontrado
diferencias estadisticamente significativas en los pacientes con tiroiditis autoinmune de

diferentes procedencias, como Reino Unido % o China %), Recientemente, un estudio
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europeo en poblacion polaca ha observado wuna relacion significativa entre
polimorfismos en el gen IL1B y la susceptibilidad de presentar la enfermedad. La
frecuencia del alelo C y del genotipo CC del polimorfismo -511 C/T es mayor en

pacientes que en sanos 10,

Es conocido que IL-1f es una citocina proinflamatoria que interviene en la
etiopatogenia de la tiroiditis autoinmune mediante varios mecanismos objetivados. La
concentracion de IL-1p estd aumentada significativamente en el hipotiroidismo
autoinmune frente a individuos sanos, por lo que puede considerarse como un marcador
1), Estimula la secrecion de IL-6 y modifica la integridad del epitelio folicular
mediante la alteracion de las proteinas de union ©7, esenciales en el reconocimiento de
los antigenos tiroideos por las células T en la tiroiditis autoinmune ©®; aumenta la
produccioén del glucosaminoglicano no sulfatado acido hialurénico en los tirocitos y los
fibroblastos, que se acumula en el tejido tiroideo contribuyendo a aumentar el tamario
glandular ©; ademas, podria inducir la expresion de Fas, mecanismo potencial para la

destruccion del tejido tiroideo por apoptosis €.

Se postula que el polimorfismo -511 C/G del gen IL1B (rs 16944) puede influir
en la produccion y secrecion de esta citocina y, de este modo, ser determinante en la
patogénesis de la tiroiditis autoinmune. No hemos encontrado ninguna asociacion
significativa en nuestro estudio pese a tratarse de una poblacion caucasica similar a la
del estudio realizado por Lacka et al, que analiza un nimero menor de pacientes (115
pacientes: 112 mujeres y 3 hombres con una media de edad de 53.3 afios) ‘!9, Esta
ausencia de significacion no puede atribuirse por tanto al tamafio muestral del estudio, a
diferencias raciales o a la estratificacion de la poblacion. Si refiere en la recogida de
pacientes, que presentan niveles séricos de anticuerpos antiperoxidasa “extremadamente
elevados”, dato que podria diferir de nuestra muestra que incluye enfermos con titulos
positivos sin segregar en funcién de su valor. De este modo, en el estudio de Lacka et
al, podria relacionarse el polimorfismo con formas “severas” (con respuesta autoinmune

de gran intensidad) de tiroiditis autoinmune.

2.2. Polimorfismo -33T>C del gen 1L4 (rs2070874)

Hemos estudiado la distribucion de frecuencias alélicas y genotipicas entre
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pacientes con tiroiditis autoinmune e individuos sanos del polimorfismo -33T>C del gen
IL4 (rs2070874). No encontramos diferencias estadisticamente significativas en

ninguno de los analisis que hemos realizado.

En un metaanalisis se ha comunicado la asociacién de varios polimorfismos del
gen IL4, entre ellos el SPN rs2070874, con la enfermedad de Graves-Basedow. El
estudio integra y analiza los datos de las publicaciones disponibles que han valorado la
asociacion con la enfermedad autoinmune tiroidea, pero no incluye ninguno que haya

examinado la relacién del polimorfismo -33T/C del gen IL4 con la tiroiditis autoinmune
(115)

Si que se ha constatado la relacion de otros polimorfismos en el gen IL4,
diferentes al de nuestro estudio, con la tiroiditis autoinmune. Se ha observado una
diferencia estadisticamente significativa entre la frecuencia del genotipo -590 CC en el
gen IL4 entre pacientes japoneses con formas severas o leves de tiroiditis autoinmune,
de modo que dicho genotipo parece ser un fuerte factor predictivo para el desarrollo de
hipotiroidismo en estos enfermos ©9. Seria preciso realizar el analisis en nuestra
poblacion para valorar la reproductibilidad de los resultados, ya que existen amplias
diferencias raciales y en los factores ambientales de los pacientes sobre los que se

realiza este estudio.

Es bien conocido el papel de la citocina IL-4 en la patogénesis de la tiroiditis
autoinmune. IL-4 es la citocina principal que polariza la respuesta inmune hacia una
respuesta Th2 y suprime la produccion de citocinas inflamatorias Th1l ©9. Se han
postulado varios mecanismos como responsables de la influencia de IL-4 en la
patogenia de la enfermedad: efectos relacionados con el crecimiento y la proliferacion
de células B, mejora de la produccion de algunos precursores de células T citotoxicas
(68), estimulo de la expresion de antigenos de HLA clase 11 €7, bloqueo de la influencia
de IFN-y en la expresion de DUOX y tioperoxidasa y en la secrecion de tiroglobulina

©68) etc.

En los pacientes con tiroiditis autoinmune existe una reduccién de la capacidad
de produccion de IL-4 por los linfocitos de los infiltrados tiroideos ®4. Las variaciones

en el gen IL4 podrian tener un papel importante en su funcion 263 Se precisan mas
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estudios que valoren la influencia del polimorfismo -33T/C sobre la capacidad de
produccion de IL-4 y, por tanto, sobre si puede determinar la inclinacion de la respuesta

hacia Thl o Th 2 e influir en el desarrollo y la intensidad de la patologia.

2.3. Polimorfismo -174 G>C del gen IL6 (rs1800795)

En nuestro trabajo no hemos encontrado diferencias estadisticamente
significativas en la distribucion de frecuencias alélicas y genotipicas entre pacientes con

tiroiditis autoinmune e individuos sanos.

En un estudio previo del polimorfismo del gen IL6 -174 G/C (rs1800795) y su
influencia sobre el desarrollo de tiroiditis autoinmune tampoco se encontraron
diferencias estadisticamente significativas. El analisis en dicho trabajo si mostro
aparentes interacciones entre alelos polimérficos diferentes, de manera que la presencia
concomitante de las mutaciones 1L10 -1082 G/A y de IL6 -174 G/C aumento el riesgo
de presentar la enfermedad. Por tanto, los efectos combinados de las variantes alélicas
definidas podrian ser decisivos para inducir diferencias funcionales y modificar el
riesgo de presentar la patologia. En estos pacientes se observa una mayor produccion de
IL-6 (inflamatoria) y menor produccion de IL-10 (antiinflamatoria), lo que
desequilibraria el balance entre citocinas pro/antiinflamatorias, conduciendo a una

acentuacion de la respuesta inflamatoria y a una propagacion del proceso autoinmune
(123)

Los pacientes con tiroiditis autoinmune presentan un incremento en la
produccion de 1L-6 > y |a expresion de IL-6 en los tirocitos se correlaciona con el
grado de infiltracion linfocitica (®"). Se han observado mdltiples mecanismos que
justifican su influencia en la enfermedad: regulacién de la expresion de moléculas de
adhesion en las células tiroideas ©®, expresion de anticuerpos antiperoxidasa ('®, etc.
Cualquier alteracion en la sintesis de IL-6 podria interferir con la autoinmunidad

tiroidea y el desarrollo de la enfermedad.

Existen maltiples estudios de asociacion con diferentes patologias que indican
que el polimorfismo del gen IL6 -174 G/C (rs1800795) es probablemente el principal
SPN que determina modificaciones en la producciéon de IL-6. Las variaciones en la
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region promotora del gen IL6 se han asociado con artritis reumatoide juvenil @?®, con
aterosclerosis carotidea 28129 con defectos en el crecimiento en nifios con enfermedad
de Crohn @39, con obesidad en adultos Y, con oclusion de la arteria central de la retina
(133) con diabetes mellitus ?51%) con cambios en la tolerancia a la glucosa inducidos
por el ejercicio ®4, con el sindrome metabolico **? y con alteraciones en la densidad
mineral 6sea en mujeres postmenopausicas 3. En estas enfermedades, los pacientes
portadores del alelo C tienen niveles en plasma de IL-6 significativamente mas bajos,
influyendo asi en el desarrollo de la patologia segin el papel de esta citocina en su

patogénesis.

Es esperable, aunque no se haya demostrado en nuestro estudio, que los
individuos con el alelo mutado C presenten valores mas bajos de IL-6 y con ello una
menor susceptibilidad al desarrollo de tiroiditis autoinmune. En el estudio de Baki et al,
el alelo C aumento el riesgo de enfermedad, pero sélo en combinacion con otras
mutaciones concomitantes y no en el analisis individual del polimorfismo 123, Existen
multiples factores que pueden controlar la transcripcion del gen IL6, y el efecto de un
polimorfismo particular probablemente dependa del tejido especifico en el que esté

involucrado y de los factores ambientales que lo rodeen %4,

2.4. Polimorfismo -1C>T del gen CD40 (rs1883832)

Hemos analizado la distribucién de frecuencias alélicas y genotipicas del
polimorfismo -1C>T del gen CD40 (rs1883832) en pacientes con tiroiditis autoinmune

e individuos sanos sin encontrar diferencias estadisticamente significativas.

En los pacientes con tiroiditis autoinmune las concentraciones séricas de CD-40
estan elevadas, por lo que esta citocina podria ser Gtil como marcador del estado de
actividad de la enfermedad autoinmune tiroidea ®¥. El hecho de que ciertos
polimorfismos puedan modificar su expresion justificaria su papel en la etiopatogenia
de la enfermedad. Se ha analizado en multiples estudios el polimorfismo del gen CD40
(rs1883832) sin observarse asociacion con la tiroiditis autoinmune ®3” ni con la
gravedad de la patologia ®%®. Se recopilaron los estudios previos sin significacion
estadistica en un metaanalisis en el que tampoco se objetivo una asociacion de riesgo, ni

en el analisis por genotipos ni por frecuencia alélica 437,
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En cambio, otros estudios si han encontrado relacion estadisticamente
significativa entre el polimorfismo -1 C/T del gen CD40 y el riesgo de enfermedad de
Graves-Basedow en mdltiples poblaciones (37:13%-149) asi como con la severidad y
dificultad de tratamiento de la enfermedad ®3®). Se ha observado un aumento en la
eficiencia de la traduccion de ARNm (ARN mensajero), y con ello de la expresion
tiroidea de CD-40, relacionada con el SPN presente en estos pacientes. También se ha
determinado la existencia de una mayor asociacion con aquellos enfermos que
mantienen titulos elevados de anticuerpos antitiroideos (antiperoxidasa y/o
antitiroglobulina) tras el tratamiento de la enfermedad de Graves-Basedow, frente a los
que presentan anticuerpos antitiroideos negativos (dato que no se ha podido corroborar

en individuos sanos) %),

Parece, por lo tanto, que este polimorfismo tiene un papel diferente en la
patogenia de las dos enfermedades autoinmunes tiroideas y puede ser especifico para la
enfermedad de Graves-Basedow, aunque la base para esta especificidad es aln
desconocida 40, Esto justificaria la ausencia de diferencias en los pacientes con

tiroiditis autoinmune de nuestro estudio.

2.5. Estudio por subgrupos en funcion de las variables clinicas

2.5.1. Polimorfismo -511 C>G del gen IL1B (rs 16944) y procedencia de zona endémica

Es conocido que algunos factores ambientales desempefian un papel en la
etiopatogenia de la tiroiditis autoinmune; de este modo se ha constatado que las
poblaciones yodosuficientes tienen mayor incidencia de tiroiditis e hipotiroidismo. Si la
poblacion yododeficiente se desplaza a zonas de yodosuficiencia también se incrementa

la prevalencia de anticuerpos antitiroideos y de hipotiroidismo ®.

En nuestro estudio, los pacientes que no proceden de zona endémica de bocio
(yododeficiente) presentan de manera mas frecuente, en el modelo de herencia

codominante, un genotipo heterocigoto que aquéllos que proceden de zona endémica.

En la herencia codominante cada genotipo confiere un riesgo diferente, por lo
que es posible que el genotipo heterocigoto para este polimorfismo pueda modificar el

riesgo de presentar tiroiditis autoinmune en determinados individuos, en funcion de la
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procedencia 0 no de zona yododeficiente de estos. Para confirmar esta interaccion entre
el polimorfismo y el factor externo se precisaria comparar la distribucion genotipica y
alélica de los subgrupos de pacientes segun su procedencia, con controles también
segregados segun esta variable clinica.

Los resultados de este estudio complementario nos informarian sobre si existe
correlacion real entre el polimorfismo y la yododeficiencia en su influencia sobre la
patogénesis de la tiroiditis autoinmune, o si los datos de nuestra serie se deben a que la
procedencia de zona endémica condiciona por si misma el riesgo de la enfermedad y

esta actuando como factor de confusidn en el analisis.

2.5.2. Polimorfismo -33T>C del gen IL 4 (rs2070874) y consumo de sal yodada

Los estudios indican que la ingesta dietética de yodo es un factor ambiental muy
importante que puede desencadenar la reaccion autoinmune en la enfermedad. Existen
diferentes mecanismos que justifican esta influencia patogénica: La inmunogenicidad de
la molécula de tiroglobulina altamente yodada, que puede facilitar la absorcion del
antigeno y su procesamiento; el estimulo de la funcionalidad de los macréfagos vy las
células dendriticas junto con el incremento del nimero de células T circulantes y la
produccion de IgG por las células B ?4); también el procesamiento del exceso de yodo
en las células epiteliales tiroideas que puede desencadenar niveles elevados de estrés

oxidativo y con ello una oxidacion dafiina de los lipidos y dafios en el tejido tiroideo 7,

En nuestro andlisis, los pacientes que no consumen sal yodada presentan de
manera mas frecuente, en el modelo de herencia codominante, un genotipo heterocigoto
que aquéllos que consumen sal yodada. Lo mismo ocurre en el modelo dominante de
herencia, en que los enfermos que no consumen sal yodada son portadores del alelo T

de manera mas frecuente.

Estas diferencias en la distribucion en nuestros pacientes podrian deberse a la
existencia de una relacion entre la capacidad de influencia del polimorfismo sobre el
desarrollo de tiroiditis autoinmune y la ingesta dietética de yodo. Se precisaria
completar el estudio con un analisis de subgrupos entre pacientes con tiroiditis
autoinmune y controles, separados segun su consumo o no de sal yodada; de este modo
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confirmariamos esta interaccion o la descartariamos, achacandose entonces nuestros
resultados a la actuacion de la ingesta de sal yodada como factor de confusién en el
analisis por su influencia directa en la patogenia de la enfermedad, y no a través de su

coadyuvancia con el polimorfismo.

3. ESTUDIO DE POLIMORFISMOS EN AUTOFAGIA

3.1. Polimorfismo -4147 C>G del gen ATG2B (rs3759601)

En nuestro estudio se observan diferencias estadisticamente significativas en la
distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo -4147 C>G del
gen ATG2B (rs3759601) entre pacientes con tiroiditis autoinmune e individuos sanos
(p<0,01). En el andlisis segun los diferentes modelos de herencia se han obtenido
resultados estadisticamente significativos en los tres modelos de herencia: codominante,
dominante y recesiva (p<0,01). Ser portador del alelo G (menos frecuente) en el modelo
de herencia codominante, tanto en heterocigosis (C/G) como en homocigosis (G/G),
supone un aumento del riesgo de presentar tiroiditis autoinmune, mayor adn en
presencia de los dos alelos variantes. En el modelo de herencia dominante se confirma
que ser portador del alelo variante G aumenta el riesgo de la enfermedad. También se
confirma un mayor riesgo de desarrollar tiroiditis autoinmune, segun el analisis con el

modelo de herencia recesivo, en los pacientes en homocigosis para el alelo mutado G.

En nuestro conocimiento, este es el primer trabajo que intenta relacionar

polimorfismos de genes de autofagia con tiroiditis autoinmune.

Hasta el momento no se ha encontrado evidencia de influencia de polimorfismos
del gen ATG2B en otras enfermedades en las que se ha realizado el analisis, como la
enfermedad de Paget *®* o la tuberculosis %9,

La proteina Atg2B es esencial para la formacién del autofagosoma y su déficit
ocasiona un bloqueo en el proceso de autofagia ©%). Interviene en el sellado de las
membranas, etapa posterior a la regulada por el resto de proteinas incluidas en nuestro
trabajo, que contribuyen a la elongacion de dichas membranas. Es posible que las

variaciones en el genotipo del gen ATG2B en los pacientes que presentan el
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polimorfismo rs3759601 puedan modificar el proceso de autofagia, debido a que la
modificacion en la proteina Atg2B por un cambio de aminoacido (GIn1382Glu) induzca
cambios en su funcionalidad. Se precisan mas estudios sobre la funcionalidad de esta

variante genética que confirmen su implicacion en la enfermedad.

3.2. Polimorfismo 106662741 C>G del gen ATG5 (rs2245214)

Los resultados de nuestro trabajo muestran diferencias estadisticamente
significativas en la distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas del
polimorfismo 106662741 C>G del gen ATG5 (rs2245214) entre pacientes con tiroiditis
autoinmune e individuos sanos (p<0,01). En el analisis segun los diferentes tipos de
herencia se han obtenido resultados estadisticamente significativos en los tres modelos.
En el modelo de herencia codominante ser portador del alelo G (mutado), tanto en
heterocigosis (C/G) como en homocigosis (G/G), confiere un efecto protector frente a la
enfermedad, mayor adn en presencia de los dos alelos menos frecuentes. En el modelo
de herencia dominante se confirma que ser portador del alelo variante G disminuye el
riesgo de presentar tiroiditis autoinmune. También se observa un menor riesgo de
desarrollar tiroiditis autoinmune con el modelo de herencia recesivo, en los pacientes en

homocigosis para el alelo mutado G.

No se han realizado hasta ahora estudios que valoren la influencia del
polimorfismo 106662741 C>G del gen ATG 5 (rs2245214) en la etiopatogenia de la

tiroiditis autoinmune.

El polimorfismo de ATG5 rs2245214 ocasiona una mutacion intrénica, es decir,
que afecta a una region del ADN que no se transcribe a ARN. Pese a ello, se ha incluido
en el estudio por su alta prevalencia en caucasicos (mayor del 10% e incluso del 40% en
algunos estudios) y porque se asocia con la pérdida de las zonas de reconocimiento para
la proteina SRp40 que esta implicada en la maduracion del ARNm.

En las enfermedades autoinmunes mediadas por autoanticuerpos, la autofagia
podria facilitar la presentacion de antigenos y de este modo la activacion y maduracion
de las células B a celulas plasmaticas que segregan anticuerpos patogénicos. El bloqueo

parcial de la autofagia podria prevenir de manera especifica la presentacion de los
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autoantigenos, mientras que una autofagia excesiva podria potenciar la exposicion de
estos peptidos modificados e iniciar el proceso de la autoinmunidad. De manera
habitual, estos efectos se equilibrarian con otros efectos dependientes de la autofagia
(como la supervivencia celular, el incremento del aclaramiento de los restos apoptéticos
y la regulacion de la secrecion de citocinas proinflamatorias), pero el decremento en la
presentacion de antigenos es un mecanismo que podria justificar el efecto protector en

nuestro estudio @7,

En cambio, otros estudios proponen la contribucién del proceso de autofagia en
el establecimiento de la tolerancia a autoantigenos. Las células T autorreactivas son
eliminadas de manera activa a través de la presentacion en moléculas del complejo
mayor de histocompatibilidad clase Il en las células epiteliales del timo, consiguiendo
asi la referida tolerancia °®. Este hecho se ha demostrado en estudios que objetivan el
desarrollo de autoinmunidad por alteracién en la presentacidn de antigenos en células

epiteliales timicas modificadas genéticamente para inducir un defecto de Atg5 #%9.

En hipotesis, el polimorfismo 106662741 C>G del gen ATG5 (rs2245214)
podria, de manera indirecta, ocasionar modificaciones en la autofagia o podria estar
relacionado con otros polimorfismos en regiones exonicas que no hayan sido incluidos
en nuestro estudio y que conferirian una proteccion frente al desarrollo de tiroiditis

autoinmune.

No obstante, se ha objetivado una relacion entre este polimorfismo y otras
enfermedades. Se asocia con el inicio y/o el desarrollo de LES en varias poblaciones
(EEUU vy Suecia) 7910 Ser portador del alelo G del polimorfismo de ATG5
rs2245214 se ha asociado con un incremento de riesgo de enfermedad de Paget 5%, a
diferencia de nuestro estudio en que confiere un efecto protector frente al desarrollo de
tiroiditis autoinmune, si bien, al ser diferentes los mecanismos patogénicos de ambas

enfermedades puede estar justificado el resultado obtenido en nuestro trabajo.

Se ha descrito que los pacientes portadores del polimorfismo del gen ATG5
rs2245214 tienen una mayor probabilidad de desarrollar carcinoma folicular de tiroides
(187, El alelo G de este polimorfismo se ha asociado con un aumento de la
susceptibilidad a desarrollar dicho tumor, a diferencia de la tiroiditis autoinmune en que
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disminuye el riesgo de enfermar. No hay datos que relacionen la tiroiditis autoinmune
con el desarrollo del carcinoma folicular de tiroides, y el proceso de autofagia puede
influir, por diferentes mecanismos, tanto en las enfermedades autoinmunes como en las
patologias tumorales. Por tanto la patogenia de la influencia sobre ambas patologias

tiroideas puede diferir y no hay una controversia entre ambos datos.

3.3. Polimorfismo -635 C>T del gen ATG10 (rs1864183)

Nuestro estudio no ha mostrado diferencias estadisticamente significativas entre
pacientes con tiroiditis autoinmune y controles sanos, en cuanto a la distribucién de
frecuencias alélicas y gendmicas, ni en cuanto al analisis de riesgo segun los diferentes

modelos de herencia.

No hay en la literatura cientifica hasta la actualidad estudios que hayan valorado
la relacion entre el polimorfismo del gen ATG10 rs1864183 y el desarrollo de tiroiditis
autoinmune. Si se ha relacionado la presencia de este polimorfismo con otras

enfermedades como la enfermedad de Paget (64,

El polimorfismo del gen ATG10 rs1864183 se ha asociado con un incremento de
la produccion de IL-8 en estudios sobre induccidn de citocinas en pacientes afectos de
tuberculosis %), Se ha demostrado la presencia de IL-8 en las células foliculares
tiroideas y en las células inflamatorias que infiltran la glandula en la tiroiditis
autoinmune 12219 Por tanto, las alteraciones en el proceso de autofagia debidas al SPN
del gen ATG10 rs1864183 podrian influir indirectamente en produccion de IL-8 0 en su
degradacion y, de este modo, tener un papel en la patogénesis de la tiroiditis

autoinmune.

Hemos de considerar también que la proteina Atgl0 contribuye a la formacion
del complejo Atgl2-Atg5, necesario en la cascada de conjugacion de proteinas
necesarias para la elongacion del autofagosoma. Hemos observado en nuestro estudio la
relacion entre el polimorfismo 106662741 C>G del gen ATG5 (rs2245214) y la
tiroiditis autoinmune. La variacion en Atg 5 podria ser suficiente para modificar el
proceso de autofagia y explicar asi la falta de asociacién del SPN de ATG10 con la

enfermedad.
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Se precisan mas estudios que investiguen la influencia del polimorfismo sobre la

enfermedad.

3.4. Polimorfismo +898 A>G del gen ATG16L1 (rs 2241880)

El estudio del polimorfismo +898 A>G del gen ATG16L1 (rs 2241880) en
nuestra serie no ha mostrado diferencias estadisticamente significativas entre pacientes
con tiroiditis autoinmune y controles sanos, en cuanto a la distribucion de frecuencias
alélicas y gendmicas, ni en cuanto al andlisis de riesgo segun los diferentes modelos de

herencia.

No hay hasta el momento en la literatura cientifica estudios que hayan valorado
la relacion entre el polimorfismo de ATG16L1 rs2241880 y el desarrollo de tiroiditis

autoinmune.

Pese a ello, existe evidencia cientifica que relaciona la presencia del
polimorfismo de ATG16L1 rs2241880 con otras enfermedades, como la enfermedad de
Crohn ®0.180-182) 15 colitis ulcerosa 4, el cancer colorrectal 89, la psoriasis *® o la

enfermedad de Paget (64,

El mecanismo etiopatogénico parece radicar en la produccion de niveles mas
elevados de IL-1pB en aquellas personas con defectos en los mecanismos de autofagia,
debidos a las mutaciones en el gen ATG16L1 @9, La inhibicion de la autofagia
incrementa la produccion de IL-1f a través de una mayor activacion de la caspasa 1,
proteina del complejo que promueve la maduracion de la citocina inflamatoria referida
(212) Es conocido el papel de IL-1p como citocina proinflamatoria que interviene en la
etiopatogenia de la tiroiditis autoinmune a través de multiples mecanismos. Por tanto, se
propugna la intervencion de la autofagia a través de las modificaciones en citocinas

como un factor influyente en el desarrollo de la enfermedad.

El polimorfismo del gen ATG16L1 rs2241880 se ha asociado con un descenso
del riesgo de presentar carcinoma tiroideo del epitelio folicular en aquellos sujetos
portadores del alelo G. EI mecanismo de accion propuesto es que las variantes del gen
ATG16L1 pueden influir en el riesgo de cancer de tiroides a traves de la modulacion en

la produccion de IL-1B, citocina que también influye sobre el crecimiento y la
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diferenciacion de diferentes tipo celulares, habiéndose descrito efecto antiproliferativo
en lineas celulares epiteliales tiroideas malignas. No se pueden excluir otros efectos
sobre la capacidad de las células epiteliales tiroideas de prevenir la muerte celular
mediante induccion de la autofagia ‘7. Es bien conocida la relacion entre la tiroiditis
autoinmune y el carcinoma papilar de tiroides, cuyo riesgo estd incrementado en estos
pacientes, existiendo diferentes hipdtesis sobre los mecanismos moleculares que
relacionan ambos procesos, a las que se puede sumar las alteraciones en los procesos de
autofagia © que podrian influir también en la etiopatogenia de la tiroiditis, aunque no se

hayan objetivado resultados significativos.

La proteina Atgl6L1 participa en el elongamiento del autofagosoma uniéndose
al conjugado proteico de Atgl2-Atg5 para formar complejos mayores. En nuestro
trabajo se ha observado la relacion entre el polimorfismo 106662741 C>G del gen
ATG5 (rs2245214) y la tiroiditis autoinmune. Es posible que la variacién en Atg 5
pueda ser suficiente para inhibir esta cascada proteica y modificar el proceso de
autofagia, explicando de este modo la falta de asociacion del SPN de ATG16L1 con la

enfermedad.

Es preciso ampliar los estudios para investigar una posible relacion entre el

polimorfismo y la tiroiditis autoinmune.
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De acuerdo con los objetivos planteados en este trabajo y como consecuencia de

los resultados obtenidos y su discusion, podemos llegar a las siguientes conclusiones:

1. Las caracteristicas epidemiologicas y clinicas que presentan los pacientes con
tiroiditis autoinmune incluidos en nuestra serie no difieren respecto a los datos

habituales poblacionales.

2. En nuestro estudio, no hemos encontrado ninguna asociacion significativa entre la
presencia de tiroiditis autoinmune y las variantes alélicas y genotipicas de los
polimorfismos -511 C>G del gen IL1B, -33T>C del gen 1L4, -174 G>C del gen IL6
y -1C>T del gen CD40. Esto muestra que las variantes génicas de los genes que
codifican proteinas relacionadas con la respuesta inmune incluidas en nuestro trabajo

no modifican el riesgo de desarrollar tiroiditis autoinmune.

3. Por primera vez mostramos que ser portador del alelo G (genotipos CG y GG) del
polimorfismo -4147 C>G del gen ATG2B (rs3759601) supone un aumento del riesgo
de presentar tiroiditis autoinmune. Estos datos sugieren que es posible que las
variaciones en el genotipo del gen ATG2B puedan modificar el proceso de autofagia

al alterar su funcionalidad, e influir en la etiopatogénesis de la tiroiditis autoinmune.

4. Asi mismo, mostramos por primera vez que ser portador del alelo G (genotipos CG y
GG) del polimorfismo 106662741 C>G del gen ATG5 (rs2245214) confiere un
efecto protector frente al desarrollo de tiroiditis autoinmune, reforzando la idea de
que variaciones en el mecanismo de autofagia pueden estar implicadas en el

desarrollo de la enfermedad.
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Anexo 1: Datos de los pacientes con tiroiditis autoinmune en nuestro estudio. N° ndmero de
identificacion en el estudio. Edad: edad al diagnostico. IL1B, IL4, IL6, CD40, ATG2B, ATG5, ATG10y
ATG 16L1: genotipo de cada uno de los polimorfismos

N° Edad IL 2B IL4 IL6 CD40 | ATG2B | ATG5 | ATG10 | ATGI16L1
1 72 AG cC GG CT cC CG cC AG
2 46 GG cC CG CT CG CG cC AG
3 30 GG CT CG CT CG cC CT AG
4 30 GG CT cC CT CG CG CT AG
5 71 AG CT CG CcC GG CG TT GG
6 58 GG CcC CG CT GG cC TT AA
7 45 GG CT cC CT CG cC cC AG
8 75 GG CcC GG CcC CG CcC CT AG
9 61 GG cC CG CT CG CG CT AG

10 39 AG CT CG CcC cC cC TT GG

11 41 GG cC GG cC CG CG cC AA

12 35 GG CcC GG CcC CG CcC CT AG

13 35 GG cC CG CT CG CG TT GG

14 29 AA CT GG CcC GG CG cC AG

15 47 AG cC GG cC CG CG CT AG

16 62 GG CT CG CT CG CcC CT GG

17 34 GG CT CG CcC GG CG CT AG

18 56 GG CT GG CcC CG CG cC AG

19 34 AA cC GG cC GG CG CT AG

20 36 AA CcC cC CcC CG GG CT AG

21 40 AA cC CG TT GG CG CT AG

22 32 AG cC GG CT CG cC cC AG

23 29 AG cC CG CT GG cC CT AG

24 33 GG CcC CG CcC CG CG cC GG

25 24 GG CT GG CT GG CG cc AG

26 60 GG TT CG CT CG cC cC AA

27 36 GG CT GG cC CG cC TT AA

28 58 GG CT GG CcC CG CcC cC AG

29 29 GG cC CG CcC GG CG TT AA

30 36 AG cC GG CcC CG cC TT AG

31 34 AA CT GG cC CG cC CT GG

32 74 AG CT CG CcC GG CG CT AG

33 37 AG CT GG CT CG GG TT GG

34 63 GG CcC CG CcC CG CG CT GG

35 48 GG cC CG TT CG CG cC AG

36 35 GG CcC CG CT CG CcC cC AG

37 30 GG cC cC CT CG cC CT AA

38 42 AG CcC CG CcC cC CG cC AG

39 37 AA cC GG CT GG GG CT AG

40 47 GG CcC GG CT GG CG TT AG

41 27 AG CT GG CcC GG CG TT AA
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N° Edad IL 2B IL4 IL6 CD40 | ATG2B | ATG5 | ATG10 | ATG16L1
42 27 GG CT GG CT CG cC CT AG
43 36 AG cC CG TT CG cC cC GG
44 29 AG CT CG cC CG cC CT AG
45 27 AG cC GG cC cC cC cC AG
46 41 AG cC GG CcC GG cC CT GG
47 49 AG cC GG cC CG cC TT AA
48 49 AG cC CG CT GG CG T AA
49 32 GG TT GG cC CG CG CT AG
50 29 GG cC CG TT CG cC CT AG
51 34 AA cC GG TT CG GG cC GG
52 49 GG CT CG CT CG CG CT AA
53 49 AG cC CG TT CG CG TT AG
54 38 GG cC CG CcC GG CG CcC AG
55 19 GG cC GG cC GG CG TT GG
56 50 AG TT GG CT GG CG cC GG
57 47 GG CT CG CT CG cC CT AG
58 33 AG TT GG CT GG CG TT GG
59 58 GG cC CG CT cC GG cC GG
60 37 AG cC CG CT GG cC CT AA
61 19 AA cC CG CT GG CG CT AG
62 34 AA cC CG CcC CG CG CT GG
63 39 AG CT CG cC cC CG CT AA
64 43 GG CT GG cC GG cC T AA
65 30 AG CT GG CT CG cC cC AA
66 71 AG cC GG CcC GG CG CT AG
67 26 GG cC GG TT CG CG CcC GG
68 43 AG CT GG CT cC CG cC AG
69 41 AG cC CG cC CG cC CT AG
70 71 GG cC CG CcC CG CG CT AG
71 25 GG CT CG cC CG cC cC GG
72 27 AG cC cC CT CG GG T AG
73 52 GG cC CG CT GG CG CT AG
74 54 GG CT CG CT GG cC CT AG
75 38 AG cC GG cC GG CG TT AG
76 66 AG CT CG CcC CG CG CT AA
77 36 AG cC cC TT GG GG TT GG
78 24 AA cC GG CcC GG GG TT AA
79 49 GG cC GG TT GG CG CT GG
80 44 GG cC cC CT GG CG CT AG
81 21 AG cC GG CT GG CG cC GG
82 51 GG cC GG CcC GG cC CcC AG
83 42 GG CT CG cC GG cC TT AA
84 45 AG cC CG CcC CG CG CT GG
85 47 AG CT cC CT cC CG cC AG
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Ne Edad IL 2B IL4 IL6 CD40 | ATG2B | ATG5 | ATG10 | ATG16L1
86 41 AG CcC CG CcC CG CcC CT GG
87 46 AG cC cC CcC CG GG TT AA
88 30 AG cC CG TT GG GG cC GG
89 57 GG cC CG TT CG CG TT AG
90 75 GG CcC CG CT GG CG cC AA
91 30 AG cC CG CcC CG CG TT AG
92 58 AA CT GG TT GG cC cC GG
93 42 AA CT GG cC CG CG CT AG
94 33 AG CcC GG CcC GG GG cC GG
95 31 GG CT GG CT CG cC TT AA
96 65 GG CcC GG CT GG CG cC AG
97 37 AA cC CG cC GG CG CT GG
98 37 GG CcC GG CcC CG CcC TT AG
99 52 GG TT CG CcC cC CG CT AG
100 49 GG cC CG CcC CG cC CT AG
101 50 AG cC GG cC CG cC CT AA
102 39 GG CcC GG CcC GG CcC CT AG
103 26 GG cC CG CcC GG GG cC GG
104 33 GG CcC GG CT GG CG cC GG
105 25 AG cC GG CT GG CG cC AG
106 62 AA CcC CG CT GG CcC cC AG
107 34 GG cC CG CcC CG cC TT AG
108 54 GG cC GG CcC CG CcC CC GG
109 29 GG cC CG cC GG GG CT AG
110 55 AA CT cC CcC GG CcC CT AA
111 24 AG cC GG CcC GG cC CT AA
112 58 GG cC CG CcC GG CG CT AG
113 36 GG cC CG cC CG CG cC AG
114 20 GG CT CG CT CG CcC cC AG
115 79 GG CT GG CT CG cC CT AA
116 43 AG cC GG CT GG CcC CT AG
117 67 AG cC GG cC GG cC TT AG
118 24 GG CcC CG CT GG GG CT GG
119 38 GG CT GG CT cC CG CT AA
120 42 AG cC GG CcC CG CcC CT AA
121 34 GG CT cC CcC CG CG CT AG
122 41 AA CT cC TT CG CG CT AA
123 52 AG cC CG CT CG GG cc AG
124 66 AG CcC CG CT GG CG cC AG
125 57 GG cC CG CT CG cC cC AG
126 55 GG CcC CG CcC cC CG cC AG
127 44 AA cC GG CT GG CG CT GG
128 45 GG CT CG CcC CG GG cC AA
129 42 AG cC CG cC CG CG CT GG

157




ANEXOS

N° Edad IL 2B IL4 IL6 CD40 | ATG2B | ATG5 | ATG10 | ATG16L1
130 33 AG cC cC CT CG CG TT AG
131 41 GG cC CG cC CG cC CT AG
132 37 GG cC cC cC GG cC CT AG
133 49 GG CT CG cC CG cC cC AG
134 51 AG cC cC CcC CG cC CT AG
135 66 GG cC CG CT GG cC CT AG
136 29 GG cC CG cC CG CG CT GG
137 41 AG cC GG CT GG cC CT AA
138 44 AG cC CG CT CcC cC TT AA
139 39 GG cC CG CT CG GG cC AA
140 25 GG cC cC CcC cC cC CT GG
141 30 AG cC cC CT GG cC CT AG
142 31 AG cC cC CT CG cC CcC GG
143 32 GG cC cC CT GG cC cC AA
144 72 GG CT cC cC CG GG CT AG
145 54 GG cC CG CT GG cC TT GG
146 43 AG cC CG CT CG GG TT AG
147 42 AG cC CG cC CG cC TT AG
148 24 GG CT GG CT GG cc CT AG
149 45 GG cC cC CT CG CG CT AG
150 63 AA TT GG CT GG cC CT AG
151 30 AG CT cC cC CG GG cC AA
152 57 AG cC cC cC GG CG cC AG
153 45 AG cC CG cC CG cC CT AG
154 55 AA cC cC CcC GG cC CT GG
155 48 GG cC CG cC CG CG CT GG
156 38 AG cC cC CT GG CG CT AG
157 45 AG cC cC TT GG cC TT GG
158 26 GG cC GG CcC CG cC CT AG
159 44 AG cC CG TT CG GG TT AA
160 37 AA cC cC CT CG cC CT AG
161 30 GG CT cC cC CG CG cC AG
162 37 AG cC CG CT CG cC CcC AA
163 56 AG cC cC TT CG CG TT AA
164 31 GG CT GG CT GG CG CT GG
165 65 GG cC CG cC cC CG CT AG
166 57 AG cC cC CcC CG CG CcC AA
167 44 AA cC cC cC CG CG CT GG
168 41 GG cC GG CcC CG cC cC AA
169 33 AG cC CG CT GG cC CT AG
170 36 GG cC CG CT CcC CG CT AA
171 38 AA CT CG cC CG cC CT AG
172 46 AG CT GG CcC CG CG CT AG
173 59 AG cC cC CT CG CG cC GG
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Ne Edad IL 2B IL4 IL6 CD40 | ATG2B | ATG5 | ATG10 | ATG16L1
174 69 AG CcC cC TT GG GG CT AG
175 42 GG TT CG CT GG GG cC AA
176 59 AG cC cC CcC CG cC CT AG
177 58 AA cC cC cC GG CG cC AG
178 37 AA CcC cC CcC CG GG cC AG
179 32 GG cC CG CT CG CG CT GG
180 61 GG cC cC TT GG GG CT AG
181 39 AA CT GG CT CG CG CT GG
182 40 GG CT CG CT GG CG cC AG
183 59 GG cC cC CcC CG cC CT GG
184 37 AA CcC CG CT GG CcC cC GG
185 24 GG cC CG CT cC GG CT AG
186 30 AG CT CG CcC CG CcC CT AG
187 38 AG cC cC CT GG CG cC AA
188 38 GG cC cC CT CG cC cC AA
189 48 GG cC CG cC CG cC CT AG
190 42 AG CcC cC CcC CG GG CT AA
191 52 GG CT cC CcC CG cC CT GG
192 26 AG CcC CG CT GG CG CT AG
193 50 GG cC cC CT CG CG CT GG
194 36 GG CcC CG CcC GG CG TT AG
195 39 AG CT CG CT CG GG CT AA
196 46 AG cC GG CcC CG CcC CT AA
197 33 AG cC cC CT CG CG TT GG
198 72 AG CT cC CT CG CcC CT AA
199 56 GG cC GG CcC GG cC cc AA
200 24 GG cC cC CcC CG CG CC GG

Anexo 2: Datos de los controles para IL1B en nuestro estudio. N°: nimero de identificacién en el estudio.
Edad: Edad en el momento de toma de la muestra. IL1B: genotipo del polimorfismo

Ne Edad IL1B
201 53 AG
202 40 GG
203 59 AG
204 58 GG
205 56 GG
206 56 GG
207 27 GG
208 33 AA
209 47 GG
210 57 AA
211 54 AG
212 53 GG
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160

N Edad IL1B
213 43 GG
214 35 GG
215 65 AG
216 48 AG
217 48 GG
218 48 AG
219 62 AA
220 63 AA
221 58 AG
222 41 AG
223 52 AA
224 28 AA
225 24 AG
226 27 GG
227 21 AA
228 37 GG
229 78 AA
230 59 AG
231 55 GG
232 38 GG
233 46 AG
234 46 AG
235 43 GG
236 45 AG
237 41 GG
238 49 GG
239 58 GG
240 57 GG
241 61 AG
242 51 AA
243 62 GG
244 62 AG
245 53 AG
246 47 AA
247 50 GG
248 34 GG
249 62 GG
250 44 AG
251 41 GG
252 46 GG
253 50 AG
254 47 GG
255 38 AA
256 63 AG
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N° Edad IL1B
257 34 AG
258 60 GG
259 32 GG
260 44 AG
261 35 AA
262 48 GG
263 39 GG
264 59 AG
265 61 AA
266 60 GG
267 62 AG
268 54 GG
269 48 AG
270 35 AG
271 47 GG
272 37 AG
273 38 AG
274 44 AG
275 47 GG
276 50 GG
277 50 AA
278 38 AG
279 40 AG
280 48 AG
281 41 GG
282 59 AA
283 39 GG
284 51 AG
285 55 GG
286 39 AA
287 25 AG
288 44 GG
289 35 AA
290 30 GG
291 64 AG
292 33 AG
293 19 GG
294 52 AG
295 52 AG
296 62 AA
297 40 GG
298 36 GG
299 38 AG
300 49 GG
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Ne Edad IL1B
301 40 AG
302 63 AG
303 24 GG
304 64 AG
305 47 AG
306 68 GG
307 54 AA
308 55 AG
309 65 AG
310 45 GG
311 80 GG
312 77 GG
313 74 AG
314 42 AG
315 52 GG
316 21 AG
317 81 GG
318 80 AA
319 73 GG
320 27 GG
321 78 GG
322 78 AG
323 54 GG
324 56 GG
325 53 AA
326 55 AA
327 49 GG
328 54 AG
329 77 GG
330 56 GG
331 51 AG
332 29 GG
333 46 AG
334 50 AA
335 51 GG
336 54 AG
337 47 AG
338 51 AG
339 50 AG
340 60 GG
341 55 AA
342 65 AG
343 51 GG
344 32 AG
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N° Edad IL1B
345 64 AG
346 59 GG
347 57 AG
348 58 GG
349 60 AG
350 60 GG
351 53 AG
352 49 AG
353 43 GG
354 46 AG
355 44 GG
356 57 GG
357 61 AA
358 41 AG
359 59 AA
360 65 AA
361 29 AG
362 51 AG
363 36 GG
364 64 GG
365 51 GG
366 70 GG
367 53 GG
368 45 GG
369 35 AG
370 39 AG
371 37 AG
372 59 GG
373 55 GG
374 56 GG
375 50 AA
376 70 GG
377 60 GG
378 54 GG
379 56 AG
380 31 AG
381 47 AG
382 48 GG
383 46 AA
384 27 AA
385 45 AG
386 36 AA
387 46 AA
388 58 AG
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NP Edad IL1B
389 63 GG
390 57 AA
391 64 GG
392 48 GG
393 55 GG
394 65 GG
395 60 GG
396 57 GG
397 53 GG
398 44 GG
399 37 GG
400 42 AG
401 50 GG
402 61 GG
403 45 GG
404 58 GG
405 46 AA
406 48 AG
407 53 AG
408 37 GG
409 46 GG
410 26 GG
411 40 AG
412 44 GG
413 39 AA
414 59 AG
415 37 AG
416 26 GG
417 58 AG
418 25 GG
419 46 AG
420 59 AA
421 49 AG
422 43 AG
423 55 AG
424 44 GG
425 46 AG
426 46 GG
427 63 AG
428 54 AA
429 38 AG
430 52 AG
431 50 AG
432 29 AA
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N° Edad IL1B
433 31 AG
434 42 AG
435 27 AG
436 37 AG
437 44 AA
438 49 GG
439 37 GG
440 36 AG

Anexo 3: Datos de los controles para IL4 y CD40 en nuestro estudio. N°: nimero de identificacion en el
estudio. Edad: Edad en el momento de toma de la muestra. IL4 y CD40: genotipo de cada uno de los

polimorfismos

No Edad IL4 CD40
441 20 cT cT
442 21 cc cT
443 64 cc cT
444 60 TT cT
445 15 cT cT
446 65 cT cT
447 77 cT cc
448 39 cc cc
449 50 cT cT
450 36 cc cc
451 22 cT cc
452 23 cc cc
453 72 cc cc
454 45 cT cc
455 62 cc cT
456 21 cc cc
457 75 cc TT
458 79 cc cc
459 53 cc cT
460 19 cc cT
461 60 cT cT
462 37 cc cc
463 70 cc cT
464 59 cc cc
465 24 cc TT
466 18 cc cc
467 27 cc cT
468 60 cc cT
469 23 cc cc
470 71 cc cT
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N° Edad IL4 CD40
471 22 CcC CcC
472 15 CcC cC
473 43 CcC CC
474 49 CcC CT
475 14 CcC CcC
476 37 CT CT
477 62 CT CT
478 53 CcC TT
479 40 CcC CcC
480 59 TT cC
481 58 CT cC
482 56 CT CT
483 56 CcC CT
484 27 CT TT
485 33 TT CT
486 47 cC CT
487 57 CcC TT
488 54 CcC cC
489 53 CcC cC
490 43 cC cC
491 35 CcC CT
492 65 CcC CT
493 48 CT cC
494 48 CT CT
495 48 CcC CcC
496 62 CT cC
497 63 CcC CT
498 58 CcC TT
499 41 CT CcC
500 52 cC CT
501 28 CT cC
502 24 CcC cC
503 27 CcC CT
504 21 CcC CT
505 37 CcC CT
506 78 cC TT
507 59 CT CT
508 55 CcC CT
509 38 CcC cC
510 46 CcC CT
511 46 CcC CcC
512 43 CT cC
513 45 CT cC
514 41 CcC cC
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N° Edad IL4 CD40
515 49 CcC cC
516 58 CT CT
517 57 cC CT
518 61 cC CT
519 51 CcC cC
520 62 cC CT
521 62 T cC
522 53 cC CT
523 47 cC CT
524 50 cC cC
525 34 cC cC
526 62 cC CT
527 44 CcC CT
528 41 cC CT
529 46 CT CT
530 50 cC cC
531 47 CT cC
532 38 TT CT
533 63 cC CT
534 34 cC CT
535 60 CcC cC
536 32 CT CT
537 44 cC CT
538 35 cC cC
539 48 CcC cC
540 39 cC CT
541 59 cC CC
542 61 cC cC
543 60 cC cC
544 62 cC cC
545 54 CT CT
546 48 cC cC
547 35 CcC cC
548 47 cC cC
549 37 cC CT
550 38 TT TT
551 44 CcC CT
552 47 cC TT
553 50 cC CT
554 50 CT CT
555 38 TT CT
556 40 cC CT
557 48 CT cC
558 41 cC cC
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N° Edad IL4 CD40
559 59 CT CT
560 39 CT cC
561 51 CcC CT
562 55 CcC TT
563 39 CcC CcC
564 25 CcC cC
565 44 CcC CT
566 35 CcC CT
567 30 CcC CcC
568 64 CT cC
569 33 CcC cC
570 19 CT cC
571 52 CcC CT
572 52 CcC CT
573 62 CT cC
574 40 CT cC
575 36 CcC CT
576 38 CcC CT
577 49 CcC CT
578 40 cC CT
579 63 CcC CcC
580 24 CcC TT
581 82 CcC T
582 64 CcC cC
583 47 CcC CcC
584 83 CcC CT
585 68 CcC cC
586 54 CcC cC
587 55 CcC CT
588 65 cC cC
589 45 CcC cC
590 80 CT CT
591 77 CcC CcC
592 74 CcC CT
593 42 CT cC
594 52 cC CT
595 21 CcC TT
596 82 CcC CT
597 86 CT cC
598 81 CcC CT
599 80 CcC CT
600 73 CT cC
601 89 CT cC
602 91 CcC cC
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N° Edad IL4 CD40
603 27 CcC CT
604 78 cC cC
605 78 cC TT
606 85 CT CT

Anexo 4: Datos de los controles para IL6 en nuestro estudio. N°: nimero de identificacion en el estudio.

Edad: Edad en el momento de toma de la muestra. IL6: genotipo del polimorfismo

N° Edad IL6
607 20 CG
608 21 GG
609 60 GG
610 15 CG
611 39 CC
612 50 GG
613 36 CcC
614 22 GG
615 23 GG
616 45 GG
617 62 GG
618 21 GG
619 53 CG
620 19 CG
621 60 GG
622 37 CG
623 59 CG
624 24 GG
625 18 GG
626 27 CG
627 60 GG
628 23 GG
629 22 GG
630 15 CcC
631 43 GG
632 49 GG
633 14 CG
634 37 CcC
635 62 CG
636 53 cC
637 40 GG
638 59 CG
639 58 GG
640 56 cC
641 56 CG
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N° Edad IL6
642 27 CG
643 33 CG
644 47 CG
645 57 GG
646 54 CcC
647 53 CG
648 43 CG
649 35 GG
650 48 CG
651 48 CG
652 48 GG
653 62 CG
654 58 CG
655 41 cC
656 52 CG
657 28 GG
658 24 CG
659 27 CG
660 21 CG
661 37 CG
662 59 GG
663 55 GG
664 38 GG
665 46 GG
666 46 CG
667 43 GG
668 45 GG
669 41 CG
670 49 GG
671 58 CG
672 57 CcC
673 61 GG
674 51 GG
675 62 CG
676 62 GG
677 53 GG
678 47 GG
679 50 CG
680 34 GG
681 62 CG
682 44 CG
683 41 cC
684 46 CcC
685 50 GG




ANEXOS

N° Edad IL6
686 47 CG
687 38 GG
688 34 CG
689 60 GG
690 32 GG
691 44 CG
692 35 GG
693 48 GG
694 39 CG
695 59 CG
696 61 CG
697 60 GG
698 62 CG
699 54 GG
700 48 GG
701 35 GG
702 47 CcC
703 37 GG
704 38 CG
705 44 CG
706 47 CG
707 50 CG
708 50 GG
709 38 GG
710 40 GG
711 48 CG
712 41 GG
713 59 CG
714 39 CG
715 51 CG
716 55 CG
717 39 GG
718 25 CcC
719 44 GG
720 35 GG
721 30 GG
722 33 GG
723 19 GG
724 52 CG
725 52 cC
726 40 GG
727 36 GG
728 38 GG
729 49 cC
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N° Edad IL6
730 40 GG
731 24 CG
732 47 GG
733 54 CG
734 55 GG
735 45 CG
736 42 CG
737 52 CG
738 21 GG
739 27 CG
740 54 GG
741 56 GG
742 53 CG
743 55 cC
744 49 CG
745 54 CG
746 56 CcC
747 51 CG
748 29 cC
749 46 cC
750 50 CG
751 51 CG
752 54 CG
753 47 cC
754 51 CG
755 50 CG
756 60 GG
757 55 CG
758 51 CG
759 32 CG
760 59 CcC
761 57 cC
762 58 GG
763 60 cC
764 60 CG
765 53 cC
766 49 CcC
767 43 CG
768 46 cC
769 44 cC
770 57 CcC
771 61 CG
772 41 CcC
773 59 cC
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N° Edad IL6
774 29 CcC
775 51 CG
776 36 CG
777 51 CcC
778 53 CcC
779 45 cC
780 35 GG
781 39 cC
782 37 CcC
783 59 CG
784 55 CG
785 56 CG
786 50 CG
787 60 CG
788 54 CcC
789 56 CG
790 31 CcC
791 47 CG
792 48 CcC
793 46 CcC
794 27 CcC
795 45 CG
796 36 CcC
797 46 CG
798 58 CG
799 57 cC
800 48 CcC
801 55 CG
802 60 CG
803 57 CG
804 53 CG
805 44 CG
806 37 CcC
807 42 CG
808 50 CcC
809 61 cC
810 45 CG
811 58 CG
812 46 CcC
813 48 GG
814 53 GG
815 37 CG
816 46 CcC
817 26 cC
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N° Edad IL6
818 40 GG
819 44 cC
820 39 CG
821 59 CG
822 37 CcC
823 26 cC
824 58 CG
825 25 CG
826 46 CcC
827 59 CG
828 49 CG
829 43 cC
830 55 CcC
831 44 CG
832 46 CG
833 46 cC
834 54 GG
835 38 cC
836 52 CG
837 50 CG
838 29 CcC
839 31 cC
840 42 CcC
841 27 cC
842 37 CcC
843 44 cC
844 49 cC
845 37 cC
846 36 CcC

Anexo 5: Datos de los controles para ATG en nuestro estudio. N°: nimero de identificacién en el estudio.
Edad: Edad en el momento de toma de la muestra. ATG2B, ATG5, ATG10, ATL 16 L1: genotipo de
cada uno de los polimorfismos

N° Edad ATG2B ATGS5 ATGI10 ATG16L1
847 54 CG GG CT AG
848 56 GG GG TT AA
849 53 CcC GG CT GG
850 55 CG GG CT AG
851 49 cC CG cC GG
852 54 cC CG cC AG
853 77 CG CG TT GG
854 56 GG GG CT GG
855 51 CG CG T AG
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N° Edad ATG2B ATG5 ATG10 ATGI16L1
856 29 GG CcC TT AG
857 46 GG CG TT AA
858 50 CcC cC TT AG
859 51 GG CG TT AA
860 54 CcC CG CT AG
861 47 CcC GG CT AG
862 51 CG CG CT GG
863 50 CG CG CT AA
864 60 CcC CG TT GG
865 55 CcC CG cC AG
866 65 CG CG TT AG
867 51 CG CG cC AA
868 32 CG CG cC AA
869 64 CG CG CT GG
870 59 CcC CG CT GG
871 57 cC GG cC AG
872 58 CcC GG CT AG
873 60 CcC GG CT AG
874 60 CG CG CT AG
875 53 CcC GG CT AG
876 49 CcC CG cC AG
877 43 CcC GG TT AG
878 46 CcC CG cC AG
879 44 CG cC cC GG
880 57 CcC GG CT GG
881 61 GG cC TT AG
882 41 CcC GG cC AG
883 59 CcC CG cC AG
884 65 CcC CG CT AA
885 29 GG GG TT AG
886 51 CG CG TT AG
887 36 CG GG CT AA
888 64 CG GG cC GG
889 51 CcC CG TT AA
890 70 CcC GG CT AG
891 53 CcC GG CT AG
892 83 CcC CG TT GG
893 45 CG GG TT AG
894 35 CG GG CT AA
895 39 GG CG TT AG
896 37 CG GG cC AA
897 59 CG CG CT AG
898 55 CG GG cC AA
899 56 CG cC TT GG
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N° Edad ATG2B ATG5 ATG10 ATG16L1
900 50 CG CG TT AA
901 70 cC cC CT GG
902 60 cC GG T AG
903 54 cC CG CT AG
904 56 GG CG CT GG
905 31 CcC GG CT AA
906 47 cC GG T AG
907 48 CG CG TT AG
908 46 CG GG CT AG
909 27 CG CG CT AG
910 45 CcC CG CT GG
911 36 cC GG TT AG
912 46 CcC CG CcC AG
913 58 CG cC CT AG
914 63 cC CG T AA
915 57 cC GG CT AG
916 64 CG GG CcC GG
917 48 cC GG CT AG
918 55 CG GG T AA
919 65 CG CG cC GG
920 60 CcC CG CT GG
921 57 cC GG TT AA
922 53 CG GG CT GG
923 44 cC CG TT AG
924 37 CcC CG TT GG
925 42 cC GG CT GG
926 50 CG CG CT AA
927 61 GG cC CT AG
928 45 CcC CG CT AG
929 58 cC cC CT AA
930 46 cC CG cC AG
931 48 cC CG CT AG
932 53 CcC CG CcC GG
933 37 CG GG CT GG
934 46 cC CG CT AG
935 26 CG CG TT AA
936 40 GG CG TT AA
937 44 CG CG CT AG
938 39 cC CG CT GG
939 59 CG CG CT AG
940 37 CG GG CT AG
941 26 GG GG cC AA
942 58 CG CG CT AG
943 25 CG CG CT AG
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N° Edad ATG2B ATG5 ATG10 ATGI16L1
944 46 GG CcC CT AA
945 59 CG GG cC AG
946 49 GG GG TT AA
947 43 CG GG TT AG
948 55 CG GG cC AG
949 44 GG GG TT AA
950 46 GG CcC cC AA
951 46 CG CG CT AG
952 63 CG CG TT AG
953 54 CG cC CT AG
954 38 CG CG TT AG
955 52 CG GG cC AG
956 50 CG GG cC AG
957 29 GG GG CT AG
958 31 CcC GG CT GG
959 42 CG GG TT AA
960 27 CG GG TT AG
961 37 CcC CG CT GG
962 44 CG CG TT AG
963 49 CcC CG TT GG
964 37 CG CcC CT AG
965 36 CcC cC CT AA
966 68 CG CG CT AG
967 69 CcC GG CT AG
968 80 CcC CG CT AA
969 80 CcC GG CT AG
970 70 CG GG CT AA
971 70 GG GG CT GG
972 78 CcC CG CT AG
973 70 GG GG cC GG
974 75 CcC CG cC AG
975 80 CG CG cC AG
976 70 GG CG CT AG
977 50 CcC cC CT AA
978 42 CcC CcC CT AG
979 64 CG CG TT GG
980 42 CG GG CT AG
981 31 CG CG TT AG
982 24 CG CG cC AG
983 27 CG cC CT AG
984 42 CcC CG cC GG
985 53 CG cC CT GG
986 40 CcC CG CT AA
987 35 CG GG TT AA
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N° Edad ATG2B ATG5 ATG10 ATG16L1
988 37 CcC GG CT AA
989 39 GG CG TT AA
990 74 cC GG T AG
991 74 CG GG CT GG
992 38 CG CG TT AA
993 40 CG CG cC AA
994 38 cC GG cC AG
995 35 GG cC cC AG
996 34 GG CG TT AG
997 30 GG GG cC AG
998 37 CG CG CT AG
999 28 CG CG cC GG

1000 22 CcC CG CT AA
1001 29 CG CG CT AG
1002 38 cC CG cC AA
1003 36 CG GG CT AG
1004 37 CcC GG CT GG
1005 31 cC cC CT AA
1006 31 cC CG cC AG
1007 31 cC CG TT AG
1008 35 CG CG CT AG
1009 30 cC CG cC AG
1010 37 CG CG CT AG
1011 42 cC cC CT AA
1012 53 CG GG CT GG
1013 58 CG cc CT GG
1014 48 CG cC CT AG
1015 63 CG CG TT AA
1016 40 GG CG CT AG
1017 56 cC CG cC AA
1018 48 cC cC cC AA
1019 67 GG CG CT AG
1020 45 CG CG CcC AG
1021 43 GG CG CT AG
1022 57 CG CG cC GG
1023 59 GG cC cC AG
1024 47 CcC CG TT AG
1025 66 GG cC TT AG
1026 55 GG cC CT GG
1027 39 cC CG TT GG
1028 38 CG cC CT AA
1029 62 CG cC CT AG
1030 64 CG GG CT GG
1031 41 CG cC CT AG
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N° Edad ATG2B ATG5 ATG10 ATGI16L1
1032 68 CcC CG cC GG
1033 46 CcC CG CT AG
1034 50 CcC cC CT AG
1035 70 CcC CG cC AA
1036 66 CG CG TT AA
1037 73 CcC CG TT AG
1038 73 CG CcC CT AA
1039 73 CG cC CT GG
1040 72 CG CcC cC GG
1041 72 CG CG CT AA
1042 72 GG CG cC GG
1043 69 CG cC CT GG
1044 75 CG CcC cC AG
1045 67 CcC cC CT AA
1046 69 CG cC cC AA
1047 72 GG GG cC AG
1048 80 CcC CG CT AG
1049 69 CG CG TT AG
1050 72 CcC cC CT GG
1051 76 CG cC cC GG
1052 78 CcC CG TT GG
1053 75 CG cC cC AA
1054 80 CG CcC CT AG
1055 75 CG cC cC AG
1056 81 CcC CcC cC AG
1057 75 CcC CG cC GG
1058 75 CG cC CT GG
1059 72 CcC CG cC GG
1060 72 CcC CcC TT AA
1061 80 CG CG cC AA
1062 80 CG CG cC AG
1063 71 GG GG CT AG
1064 33 CcC CG cC GG
1065 37 CG GG CT GG
1066 35 CG CG cC AG
1067 32 cC CG CT AA
1068 35 CG CcC TT AA
1069 31 CcC cC CT AA
1070 36 GG CG TT AA
1071 80 CcC cC TT AG
1072 75 CG CcC CT GG
1073 77 CcC cC TT GG
1074 82 CcC CcC cC GG
1075 74 GG cC cC GG
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N° Edad ATG2B ATG5 ATG10 ATG16L1
1076 82 CG CG CcC AA
1077 77 CG cC CT AG
1078 74 cC cC CT AG
1079 73 cC GG CT AA
1080 72 CG CG TT AA
1081 79 GG cC CcC AG
1082 79 CG CG CT AG
1083 75 cC CG cC AA
1084 82 CcC cC CT GG
1085 73 cC CG TT AG
1086 60 CG CG CT AG
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