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INTRODUCCION

1. TIROIDITIS AUTOINMUNE (TA)

La tiroiditis autoinmune presenta dos variantes clinicas: una acompafnada de
aumento del volumen tiroideo que es la mas frecuente, denominada también de
Hashimoto, descrita por primera vez por Haraku Hashimoto y sin bocio, su variante
atrdfica y bastante menos frecuente. En ambos casos esta involucrada una respuesta
autoinmune celular y humoral contra el tejido tiroideo. La facilidad con la que se pueden
demostrar actualmente los titulos elevados de anticuerpos circulantes y de células T
especificas para los antigenos en la mayoria de los pacientes con enfermedad de

Hashimoto ha llevado al uso del término tiroiditis autoinmune.

Existe susceptibilidad genética para desarrollar la enfermedad, siendo mas
prevalente en pacientes con historia familiar de esta y de otras enfermedades
autoinmunes como la insuficiencia adrenal, diabetes mellitus tipo 1 (DM tipo 1), anemia
perniciosa, miastenia grave, celiaquia, artritis reumatoide, vitiligo, esclerosis multiple o
lupus, entre otras. La TA esta presente en el 10-15% de los casos de sindrome
pluriglandular autoinmune tipo 1 (SPG-1), que esta causado por mutaciones en el
gen AIRE 'y que asocia hipoparatiroidismo, enfermedad de Addison y candidiasis
mucocutanea. El SPG tipo 2, también conocido como sindrome de Schmidt, se
caracteriza por enfermedad de Addison, TA'y DM tipo 1.

1.1 Epidemiologia

La prevalencia de la enfermedad aumenta con la edad (1)tiene un predominio
étnico en la raza blanca (2).

Su incidencia es de 0,3-1,5 casos por cada 1000 personas, pero esta
aumentando considerablemente en los ultimos afos, siendo actualmente la principal
causa de hipotiroidismo en las zonas con ingesta suficiente de yodo. La incidencia es
de 7 a 10 veces mayor en mujeres que en hombres(3).

La incidencia media y la prevalencia de hipotiroidismo espontaneo como
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INTRODUCCION

consecuencia de TA fue respectivamente de 3.5-5/1000 en mujeres, y de 0.6-1/1000

en hombres (4).

1.2 Patogenia de la TA

La patogénesis de la TA esta estrictamente relacionada con la presencia de
autoanticuerpos y con un infiltrado linfocitico relevante, en el tejido tiroideo. Se cree
que uno de los primeros eventos en la patogenia de la TA es una alteracion funcional
de la respuesta inmunitaria, estando implicadas tanto las células T como las B en la
actividad autoinmune. Ademas, la disfuncion de las células T se asocia con la ruptura
de la homeostasis inmunitaria contra el tejido tiroideo (5).

1.2.1 Inmunidad celular

En pacientes con TA se encontraron células T CD8+ contra tiroglobulina y TPO
(6). Sin embargo, solo una pequena cantidad (2-3 %) de las células CD8+ son
especificas de TG/TPO, por lo que la mayoria de ellas no son especificas de los
antigenos tiroideos. Ademas, estudios recientes establecieron que la muerte celular
en la tiroiditis autoinmune no sélo se debe a la citotoxicidad sino también a los procesos

de apoptosis (7).

Se ha considerado que una poblacion especifica de células CD8+
especializadas, denominadas “células T supresoras”, son capaces de inhibir
respuestas inmunitarias daninas. Se ha planteado la hipotesis de que en la TA existe
una alteracion en la funcion de las células T supresoras frente a antigenos especificos
de las células tiroideas. Algunas de las funciones de las células T supresoras parecen
ser realizadas por las células T reguladoras (Treg). Estas células pueden atenuar la
respuesta inmune por contacto directo o indirecto con la produccién de citocinas como
el factor de crecimiento TGF-Beta y la interleucina 10 (8). Algunos estudios han

demostrado una alteracion en el niumero y funcion de las células Treg en la TA (9,10).

Un estudio reciente (11) sugirié que los exosomas circulantes desempefian un

papel activo en la patogenia de la TA. Los exosomas tienen la capacidad de transferir
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moléculas bioactivas a otras células, afectando asi la actividad biologica y estan
involucrados en varios procesos celulares como la presentacion de antigenos,
activacion inflamatoria, trastornos autoinmunes y metastasis tumorales. Los exosomas
podrian presentar antigenos a las células dendriticas (DC) y unirse a Toll Like
receptors 2/3, lo que provocaria la activacion de DC a través de la via de senalizacion
de NFK B, lo que daria lugar a un desequilibrio en la diferenciacion de linfocitos T CD4+
y podria contribuir a la aparicion de TA (11,12).

1.2.2 Inmunidad humoral

Algunos estudios han encontrado un aumento de los niveles séricos de células
Th1 (13) y citoquinas IL-17 e IL-22 (14) en TA. Se ha demostrado que la citoquina IL-
12 estd aumentada en el 56% de los pacientes con TA (15).

1.3 Etiologia

En el caso de la TA existe una predisposicion genética a heredar la enfermedad,
pero inferior a la de otras enfermedades autoinmunes, lo que nos indica que influyen

determinantemente factores genéticos y ambientales.
1.3.1 Factores genéticos

En un gran estudio sueco de gemelos, la tasa de concordancia para TA fue de
0,29 y 0,1 para gemelos monocigéticos y dicigoticos, respectivamente, dando una
heredabilidad estimada de 0,64 (16).

Brix et al. mostraron en gemelos daneses que los monocigoticos exhibieron una
tasa de concordancia de mas del 50%, mientras que los gemelos dicigéticos mostraron
ausencia de concordancia (17)

Como desarrollaremos a continuacion, entre los factores genéticos implicados
en la etiologia de la TA se encuentran polimorfismos en el antigeno leucocitario
humano (HLA), del antigeno 4 del linfocito T citotoxico (CTLA-4), la proteina tirosina
fosfatasa no receptor tipo 22 (PTPN22) y los patrones de inactivacion del cromosoma
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X. Ademas, los polimorfismos genéticos en los autoantigenos, las citocinas y sus
receptores el receptor de la interleucina 2 (IL2R), los receptores de estrogeno, las
moléculas de adhesion (CD14, CD40), la region promotora de la selenoproteina S y
los productos génicos asociados con la apoptosis, todos los cuales se han vinculado
vinculados a la autoinmunidad tiroidea. Estas susceptibilidades genéticas podrian
modificarse epigenéticamente a través de la metilacion, modificaciones de histonas y
la interferencia de ARN no codificantes (18-21)

1.3.1.1 Genes de la sinapsis inmunolégica
En la patogénesis de la TA estan implicados genes que controlan la respuesta

inmune como los codificados en el complejo del HLA. Se ha demostrado que el gen
HLAeB* 46:01 esta asociado con el desarrollo de TA 29. En otro estudio de 444
pacientes japoneses con TA, se demostré que algunos genes (HLA-A* 02:07 y HLA-
DRB4) aumentan la probabilidad de enfermedad, mientras que otros favorecen la
proteccion (22)

Se ha encontrado una asociacion deébil entre TA en pacientes jovenes chinos
con polimorfismos del gen TNFRSF4, que codifica el ligando OX40 (CD52) (16).

Un metaanalisis realizado por Ji et al. sobre un polimorfismo especifico A49G,
en el gen CTLA-4, ha demostrado un mayor riesgo de tiroiditis de Hashimoto (TH) en
sujetos de raza blanca y en la poblacién de Asia oriental (23).

1.3.1.2 Genes de regulacion de células T y genes de citocinas

Un importante estudio de 202 pacientes tunecinos con TH reveld la asociacion
con un polimorfismo VNTR de IL1RN, mientras que otro estudio de 182 pacientes
chinos con TA mostré la importancia del polimorfismo rs763780 en IL17F (24,25)

En el estudio de Karakaya et al. se analizaron los polimorfismos 1L18-607C/A
(rs1946518) y -137G/C (rs187238). El genotipo C/G fue mas comun entre los casos
que entre los controles sanos y el genotipo IL18 C/G se asocidé con un mayor riesgo
de TH. El riesgo de TH fue mas de 2,237 veces mayor (OR 2,237%95 CI 1,195-4,187,
p = 0,039) en individuos con genotipo IL18 C/G que en aquellos con genotipo G/G.
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Ademas, se encontrd que el polimorfismo del genotipo IL18-607 C/A era mas comun
en los controles que en los pacientes con TH (OR 0,295 IC 95% 0,117-0,745; p =
0,026). Como resultado se determind que el genotipo CA podria tener un efecto
protector contra la TH(26)

En un estudio realizado con pacientes del hospital Clinico Universitario de
Salamanca se encontraron 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.
Segun los diferentes modelos de herencia, ser portador del alelo G (menos frecuente
o mutado) supone un aumento del riesgo de presentar tiroiditis autoinmune. También
se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la distribucion de las
frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo 106662741 C>G del gen ATGS
(rs2245214) entre pacientes con tiroiditis autoinmune e individuos sanos. 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. El portador del alelo G (genotipos CG y
GG) del polimorfismo 106662741 C>G del gen ATGS (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 (27).

1.3.1.3 Genes especificos de la tiroglobulina

Un gen que contribuye a la TH es una variante en el sitio de union en el gen de
la tiroglobulina (TG ¢.1076- 1G > C) asociada con la omisién de un exén, que da lugar
a una variante de transcripcion de la TG. Otra familia con TA heredada de forma
autosdmica dominante presenta una mutacion que lleva a la haploinsufiencia del gen

que codifica la proteina 3 inducida por el TNF alfa, conocida como A20 (16).
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1.3.2. Factores ambientales

1.3.2.1 Farmacos

Los farmacos que modulan el sistema inmunitario pueden causar TA. Dentro de
este grupo podemos mencionar el IFN alfa, los inhibidores del punto de control
inmunitario (ICl), como los inhibidores de CTLA — 4, los de PD1 y los inhibidores del
ligando 1 de PD. Estos ultimos farmacos al activar la respuesta de las células T contra
las células tumorales, producen enfermedades autoinmunes por disminucion de la
autotolerancia. La disfuncién tiroidea se produce en el 5-10 % de los pacientes tratados
con ICI (16)

1.3.2.2 Estrés oxidativo

La evidencia reciente ha confirmado la alteracion del potencial antioxidante y el
aumento del estrés oxidativo en pacientes con TA. Muchos estudios han demostrado
que los oxidantes aumentan y los antioxidantes disminuyen en pacientes con TA,
independientemente  del estado  funcional del tiroides (tanto en
eutiroidismo como en hipotiroidismo manifiesto) en comparaciéon con sujetos sanos.
Por lo tanto, el equilibrio entre oxidantes y antioxidantes se desplaza hacia el lado
oxidativo (28).

1.3.2.3 Yodo

La excesiva ingesta de yodo o la suplementacion extra del mismo inducen
disfuncion tiroidea y autoinmunidad tiroidea, por lo cual no se recomienda en pacientes
con TA (28).

Se han propuesto varias explicaciones, incluida la induccion de la produccién
de citocinas y quimiocinas por el exceso de yodo que puede reclutar células
inmunocompetentes a la glandula tiroides. Otros mecanismos incluyen el
procesamiento del exceso de yodo en las células epiteliales de la tiroides, lo que
resultd en un aumento de los niveles de estrés oxidativo, oxidacion de lipidos y dafo
del tejido tiroideo o aumento de la inmunogenicidad de la tiroglobulina altamente
yodada (29).
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El exceso de yodo se ha asociado con un incremento de hasta cuatro veces en
la incidencia de TA. El mecanismo detras de este fendmeno podria estar relacionado
con una mayor inmunogenicidad de la tiroglobulina por el yodo en individuos
genéticamente predispuestos. Si bien se debe desaconsejar la suplementacion
excesiva de yodo en la TA, se recomienda una suplementacién adecuada durante el

embarazo y la lactancia hasta una ingesta total de 250 ug/dia.

1.3.2.4 Selenio
La suplementacion de selenio se ha demostrado que la suplementacion de
selenio limita el desarrollo de hipotiroidismo, disminuye los niveles de Ac anti TPO y

Ac anti TG y normalizaba los niveles séricos de TSH (30-33).

Una ingesta insuficiente de selenio en la dieta esta relacionada con un
empeoramiento de la TA. Un metaanalisis ha demostrado que la suplementacion con
selenio en pacientes con TA tratados con levotiroxina redujo los niveles de anticuerpos
TPO en suero después de 3, 6 y 12 meses, pero solo se observé una reduccion a los
3 meses y no alos 6y 12 meses en pacientes con TA no tratados (34)

No obstante, otros estudios no muestran un efecto beneficioso de la
suplementacion con selenio en pacientes con TA (35,36). Un estudio prospectivo,
aleatorizado, ciego, controlado con placebo con pacientes con TA eutiroideos recién
diagnosticados, describio un efecto limitado de la suplementacion con selenio a corto
plazo. En este estudio, 38 pacientes con TA recibieron un placebo y los otros 38
recibieron 166 pg/dia de selenometionina durante seis meses. Las concentraciones de
TSH, T4 libre, T3 libre y Ac anti TPO no fueron diferentes entre los grupos de estudio
y control al inicio del estudio después de tres y seis meses (35). Ademas, en la revisiéon
sistematica de van Zuuren et al. concluyeron que la relevancia clinica de la
suplementacién con selenio en pacientes con TA no esta clara. Los estudios
demostraron insuficiente evidencia para apoyar la eficacia de selenio en pacientes con
TA (36). Son necesarios mas estudios para demostrar que la suplementacién con

selenio en pacientes con TA puede prevenir la progresion a hipotiroidismo.
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En el momento actual, ni la Sociedad Europea, ni Americana de Tiroides

recomiendan la suplementacién de selenio en la TA.

1.3.2.5 Vitamina D

Varios ensayos aleatorizados demostraron que la suplementacion con vitamina
D durante tres meses disminuia los Ac anti TPO (37)Otro mostraba una reduccion
significativa de los Ac anti TG y los niveles de TSH en el grupo suplementado con
vitamina D en comparacion al inicio del estudio (38)Varias revisiones sistematicas y
metaanalisis de 2021 que incluyé 8 estudios (n = 652) también encontraba resultados
similares, la suplementacion con vitamina D durante mas de tres meses reduce los
titulos de autoanticuerpos en pacientes con TA (39). Otra revision sistematica y
metanalisis reciente que incluyo seis ensayos controlados aleatorios con 330 pacientes
de TA también mostré que después de seis meses de suplementacion con vitamina D,
los niveles de Ac anti TPO y Ac anti TG disminuyeron significativamente en
comparacion con el grupo de control. Este analisis confirmé un efecto positivo de la

suplementacion con vitamina D en TA (40).

La mayoria de los estudios demostraron que la suplementacion con vitamina D
aumenta significativamente los niveles séricos de 25(0OH) vitamina D e induce cambios
en los niveles de Ac anti TPO en pacientes con TA. Sin embargo, en la mayoria de los
casos no se encontraron asociaciones significativas entre la vitamina D sérica y las
concentraciones de Ac anti TG, TSH, T3 libre y T4 libre.

Sin embargo, un ensayo clinico aleatorizado, doble ciego y controlado con
placebo mostré6 que la suplementacién con vitamina D en pacientes con TA y
deficiencia de esta vitamina podria no tener un efecto significativo sobre la funcion
tiroidea y la autoinmunidad. Este estudio demostré que los niveles de vitamina D
aumentaron después de 12 semanas en el grupo suplementado. Sin embargo, no se
observaron diferencias significativas entre los grupos con respecto a los niveles de Ac
anti TPO y TSH (41)
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Se necesitan mas estudios a largo plazo para confirmar la eficacia de la

suplementacién
1.3.3 Factores epigenéticos

La investigacidn actual ha demostrado que los factores genéticos y ambientales
actuan sinérgicamente en el origen de la TA a través de la modulacion de factores
epigenéticos (42—45), los cuales pueden regular la expresion de genes, dando lugar a
la aparicion de la enfermedad en ausencia de alteraciones del ADN en individuos
genéticamente susceptibles. Los principales mecanismos epigenéticos implicados son
la metilacion, las modificaciones de las histonas y la interferencia del ARN a través de
los ARN no codificantes (46)

La metilacion del ADN puede determinar la inactivacion de ciertos genes,
mientras que algunas alteraciones de histonas inducen la activacion de otros genes;
sin embargo, la accién de estos mecanismos epigenéticos puede ser variable e
influenciada por factores ambientales (47,48). Ademas, los ARN no codificantes,
incluidos los microARN, también pueden controlar la expresion de genes especificos
(49,50).

La evidencia sugiere que la preponderancia femenina en la TA puede deberse
a la inactivacion del cromosoma X, que se considera una caracteristica epigenética
importante en la que se silencia un cromosoma X (51).

Esta creciente evidencia sugiere que los factores ambientales pueden inducir
modificaciones epigenéticas que, en individuos genéticamente susceptibles, pueden
producir enfermedades tiroideas autoinmunes, incluida la TA (52,53).

1.4 Caracteristicas histopatologicas

Las caracteristicas histopatologicas de la TH incluyen la infiltracion linfocitica, la
presencia de tejido fibrético, la formacidn de foliculos linfaticos, la atrofia del
parénquima y la presencia en los foliculos linfoides de células grandes con granulos
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eosindfilos en el citoplasma, llamadas células de Hurthle. El hipotiroidismo se debe a

la destruccion de las células tiroideas.

Las caracteristicas histopatologicas del TA no son unicas, aunque se han
identificado diferentes variantes de TA a través de las caracteristicas clinicas e
histopatoldgicas, como la fibrotica y la atréfica (54), la tiroiditis de Riedel (55)y la
tiroiditis 1G4 (56)

La tiroiditis autoinmune con bocio se caracteriza por una infiltracion linfocitica
difusa con centros germinales ocasionales, foliculos tiroideos de tamafo reducido que
contienen escaso coloide y fibrosis. Aunque los foliculos son pequefios, las células
tiroideas individuales a menudo aparecen agrandadas y contienen un citoplasma
granular y rosado (cambio oxifilico); estas células se conocen como células de Hurthle
o Askanazy.

En la tiroiditis autoinmune atrofica, la glandula tiroides es pequefa, con infiltracion
linfocitaria y tejido fibroso que reemplaza al parénquima tiroideo. Los receptores de
anticuerpos TSH pueden detectarse en un pequefio porcentaje de casos.

En la tiroiditis de Riedel las principales caracteristicas histologicas son la presencia de
abundante tejido fibrético, que se extiende mas alla de la capsula tiroidea en ausencia

de células neoplasicas.

La tiroiditis IgG4 se caracteriza por altas concentraciones en tejido tiroideo y
suero de |G4. EIl creciente interés por las enfermedades relacionadas con 1G4
proporciond recientemente una clasificacion simplificada, donde la TA se divide en
grupos positivos y negativos para IgG4, segun la inmunohistoquimica para IgG4 e 1gG.
Los pacientes del grupo IgG4 positivo eran significativamente mas jovenes que los del
grupo 1gG4 negativo y mostraban un grado significativamente mayor de fibrosis del
parénquima tiroideo. La puntuacion de expresion inmunohistoquimica para TGF-b1 fue
mayor en el grupo IgG4 positivo que en el grupo 1gG4 negativo, lo que sugiere que
esta nueva clasificacion podria tener implicaciones clinicas relevantes para el

tratamiento de la TA.

pag. 14



INTRODUCCION

El hipotiroidismo posterior se debe a la destruccidn de las células foliculares del
tiroides al infiltrarse las células inmunitarias, lo que conduce a una exposicion de los
antigenos tiroideos (TPO y TG), aumentando aun mas la produccién de anticuerpos
(Ac anti TPO y anti TG) y agravando la destruccion de los foliculos tiroideos. 36 Klubo

1.5 Clinica

La sintomatologia de la TA se caracteriza por manifestaciones locales y
sistémicas. Los sintomas locales se deben a la compresién de las estructuras
anatomicas del cuello, incluida la disfonia por afectacion del nervio laringeo recurrente,
la disnea por compresion de la traquea y la disfagia por compresion del eséfago. Estas
manifestaciones son raras, salvo en bocios de gran tamafno grado Ill. En cambio, el

cuadro clinico dominante es el hipotiroidismo subclinico o clinico.

Aproximadamente el 25-30 % de los pacientes tienen diferentes grados de
disfuncion tiroidea, que iran desde el hipotiroidismo subclinico con niveles de

hormonas tiroideas dentro de la normalidad y TSH elevada a hipotiroidismo clinico.

Los sintomas sistémicos mas comunes se deben al hipotiroidismo clinico, que
involucra a la mayoria de los dérganos y tejidos con una variabilidad significativa,

aunque a menudo precedida por manifestaciones subclinicas.

Debido a que las hormonas tiroideas actuan sobre multiples 6rganos, las
manifestaciones clinicas de la enfermedad son muy diversas. Los signos y sintomas
del hipotiroidismo son consecuencia de la deficiencia de la hormona tiroidea en los

tejidos diana entre los que se encuentran los siguientes:

Piel y anejos:

El hipotiroidismo produce una acumulacion de acido hialurénico que altera la
composicion de la sustancia de base en la dermis y en otros tejidos. Es el responsable
de los rasgos engrosados y del aspecto edematoso (mixedema) en el hipotiroidismo
florido. Se manifiesta alrededor de los ojos, en el dorso de las manos y pies, y en las
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fosas supraclaviculares. Se produce macroglosia y engrosamiento de mucosas
faringea y laringea. La piel esta aspera y seca. Suele haber mayor tendencia a la
aparicion de hematomas por fragilidad capilar. El cabello tiene tendencia a caerse y

las ufias se vuelven quebradizas.

Sistema cardiovascular:

El gasto cardiaco en reposo esta disminuido por la reduccion tanto del volumen
sistolico como de la frecuencia cardiaca. En el hipotiroidismo primario grave, la silueta
cardiaca estda aumentada de tamafo, en buena medida por acumulacion

mixedematosa en pericardio, los tonos cardiacos tienen una intensidad disminuida.

Aparato respiratorio:

Hipoventilacién. Puede coexistir apnea obstructiva del suefio como resultado de
la macroglosia. La aparicion de derrame pleural es escasa y rara vez condiciona la

aparicion de insuficiencia respiratoria.

Sistema nervioso central y periférico:

Todas las funciones intelectuales (pensamiento, memoria, aprendizaje),
incluyendo el habla, estan enlentecidas. Se produce letargo y somnolencia. También
se incluyen como manifestaciones la fatiga, depresion, pérdida de memoria e
incapacidad para concentrarse. La manifestacion mas extrema de hipotiroidismo
severo es el coma mixedematoso. El depdsito a nivel del nervio mediano puede

producir sindrome del tunel carpiano.

Sistema muscular:

Son frecuentes la rigidez y los dolores musculares que empeoran con
temperaturas frias. El retraso de la contraccién y la relajacion muscular produce una
lentitud de movimientos y un retraso en los reflejos osteotendinosos. La creatina-
fosfocinasa (CPK) derivada del musculo esquelético estara elevada en funcion de la
severidad del hipotiroidismo.
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Sistema esquelético:

Su déficit en las primeras fases de la vida conlleva un retraso y desarrollo
anormal de los centros epifisarios de la osificacion (disgenesia epifisaria). La alteracion
del crecimiento lineal produce un enanismo en el que las extremidades son
desproporcionadamente cortas en relacion con el tronco y un cambio de la maduracién

del area facial propio del cretinismo hipotiroideo.

Funcion renal:

El hipotiroidismo produce una disminucion del flujo sanguineo renal, de la tasa

de filtracion glomerular y de la capacidad tubular reabsortiva.

Sistema hematopoyético:

La manifestacién mas frecuente es una anemia normocitica normocromica leve.
Con menor frecuencia la anemia es macrocitica, algunas veces por déficit de vitamina

B12 o por anemia perniciosa, sobre todo si se asocia una gastritis autoinmune.

Aparato digestivo:

Puede producir estrefiimiento por hipomotilidad del transito intestinal.

Funcion reproductora:

Los varones con hipotiroidismo pueden presentar disminucion de la libido,
oligozoospermia y disfuncion eréctil. En mujeres aparece disminucion de la libido y
anovulacion, asi como sangrado menstrual por privacion excesiva e irregular, debido
a una alteracion en la secrecidn de progesterona y persistencia de proliferacion del

endometrio. La fertilidad esta reducida y pueden producirse abortos espontaneos.

Manifestaciones metabdlicas:

Tanto la sintesis como la degradacion de los lipidos esta disminuida,

especialmente esta ultima, por lo que el efecto neto es una acumulacion de lipidos,

pag. 17



INTRODUCCION

especialmente de baja densidad (LDL) y de triglicéridos.

1.6 Diagnostico

El diagnodstico de la TA se sustenta en datos clinicos del paciente, evaluacion
serologica de la autoinmunidad tiroidea y de la funcion tiroidea y la valoracion
radiolégica mediante ecografia de la glandula tiroidea, que permite encontrar los
hallazgos estructurales mas caracteristicos de la enfermedad (aunque la ecografia no
es necesaria para el diagnéstico de la enfermedad, unicamente lo apoya).

1.6.1 Autoinmunidad y funcion tiroideas

El diagndstico de la TA se confirma por la presencia de autoanticuerpos
antitiroideos en el suero, generalmente a titulos elevados. Los Ac anti TPO son mas
frecuentes y se encuentran en concentraciones mas elevadas que los Ac anti TG. Los
Ac anti TPO séricos son la caracteristica seroldgica mas importante de la TA y estan
presentes en aproximadamente el 95% de los pacientes(3). En cambio, los anticuerpos
antitiroglobulina estan presentes en un porcentaje menor (60-80%) de los casos
(5)Puede verse una TA seronegativa en el 5-10 % de los casos. En estos casos el

aspecto ecografico de la glandula tiroides puede ayudar al diagndstico.

La prevalencia de anticuerpos antitiroideos difiere con las razas, esta
aumentado con la edad y se reduce con el habito tabaquico.

Se ha demostrado que los niveles de Ac anti TG y TPO se correlacionan con mayor
sintomatologia y disminucion de la puntuacion en las escalas de calidad de vida,

independientemente de la funcidn tiroidea.

El hipotiroidismo primario se considera manifiesto cuando el nivel de la hormona
estimulante del tiroides (TSH) es elevado y la tiroxina libre (T4 libre) es baja. El
hipotiroidismo subclinico se define bioquimicamente como una TSH elevada
acompafada de concentraciones normales de T4 libre y T3 libre.
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En la hashitoxicosis los pacientes tienen una presentacién clinica de
tirotoxicosis, asociada a infiltracion linfocitaria de la glandula tiroides tipica de la TA
(57). Laliberacion de T4 y T3 almacenada a la circulacion resulta en signos transitorios
y sintomas del exceso de hormona tiroidea. El tratamiento requiere alivio sintomatico
con betabloqueantes y cede dentro de 3 a 24 meses dando lugar a un hipotiroidismo

generalmente permanente (3)
1.6.2 Ecografia tiroidea

La evaluacion radiolégica del TA incluye principalmente la exploracion
ecografica, donde se consideran caracteristicas especificas la disminucion de la
ecogenicidad, la heterogeneidad, la hipervascularizacion y la presencia de
micronodulos hipoecoicos con borde ecogénico (58).

1.7 Estudios que relacionaban la TA con el linfoma tiroideo y el CPT

El linfoma primario tiroideo no Hodgkin se asocié fuertemente con la TA
(59,60).En un estudio se realizd el analisis genético de 35 tejidos cancerosos de
pacientes con cancer de tiroides y 35 tejidos y células sanguineas de pacientes con
TA. La investigacion de la tecnologia de chips genéticos mostré que TSHR, BACH?2,
FOXE1, RNASETZ2, CTLA4, IL2RA y otros genes relacionados con TA se expresaron
en CPT. Estos resultados proporcionan una base para la deteccion de genes clave de
diagnostico de CPT, destacando la relacion entre algunos genes relacionados con TA
y sus polimorfismos en la patogénesis de CPT (61)

Un metaanalisis de 39 articulos de investigacion originales mostré que la TA es
un factor de riesgo de carcinoma papilar tiroideo (odds ratio combinado = 1,71;
intervalo de confianza del 95 %, 1,57-1,80; p < 0,00001) y CPT (1,67, 1,51-1,85,
<0,00001). Los pacientes con CPT combinado con TA tenian mas probabilidades de
tener carcinomas multifocales. La prevalencia de extensidn extratiroidea, metastasis,
mutacion BRAFVG00E y recurrencia fue significativamente menor en pacientes con
CPT combinado con TA. La TA aumenta el riesgo de CPT, pero es un factor protector
contra la progresion del CPT(62). Dos metaanalisis recientes uno de ellos, que incluyo
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71 articulos publicados que tenian 44.034 pacientes, de los cuales 11.132 tenian TA,
mostro que TA estaba asociada con mejores caracteristicas clinico-patolégicas y un
mejor pronostico entre los pacientes con CPT, como demostraba la reducida incidencia
de extension extratiroidea, metastasis ganglionares, metastasis a distancia y un
incremento de la supervivencia libre de recurrencia(63). El otro mostraba datos
similares al referido anteriormente, los pacientes con CPT con TA podrian tener una
incidencia mas baja de extension extratiroidea, metastasis a distancia, metastasis

ganglionares, invasion vascular y mejor prondstico que los pacientes con CPT(64).

Por lo tanto, los pacientes con CPT y TA de acuerdo con los estudios revisados tenian
mas riesgo de CPT y mayor probabilidad de ser multifocal, pero menos prevalencia de
extension extratiroidea, de metastasis ganglionares y a distancia, mejor prondstico y

aumento de la supervivencia libre de recurrencia.

Fiore et al. demostraron que la prevalencia de CPT fue mayor en pacientes con
TA nodular que en aquellos con bocio nodular no autoinmune. En pacientes bajo
terapia con LT-4, tanto el valor de TSH como la incidencia de CPT fué mas baja (65)

Los dos estudios revisados a continuacion han demostrado la presencia de
una enfermedad menos agresiva, menor estadio, menor persistencia de enfermedad,
mayor tasa de curacion y disminucion de mortalidad en los pacientes con CPT y TA
asociada.

De 9210 pacientes con CPT incluidos en el analisis, 1751 (19%) tenian TA.
En el modelo de regresion logistica, la TA se asocid negativamente con frecuencias
de tamano del tumor primario de 4 cm o mas, extension extratiroidea, extension
extraganglionar y metastasis a distancia. Los pacientes con TA tuvieron resultados
significativamente superiores en comparacion con los pacientes sin TA en términos de
supervivencia especifica de la enfermedad no ajustada a 10 afios y supervivencia libre
de recurrencia. Después de ajustar por sexo, edad, tamafio del tumor primario,

extension extratiroidea, metastasis en los ganglios linfaticos, metastasis a distancia,
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extension de la cirugia y ablacion con yodo radiactivo, la TA se asocié con una
disminucion de la mortalidad relacionada con el CPT (66).

En otro estudio retrospectivo se analizaron 213 pacientes con CPT divididos de
acuerdo con la presencia o ausencia de TA. Los pacientes con CPT y TA tenian una
enfermedad menos agresiva en términos de estadio y metastasis a distancia y tuvieron
un mejor resultado en términos de mayor tasa de curacion y menos persistencia de

enfermedad en comparacion con el CPT sin TA asociada(67).

1.8 Tratamiento

El objetivo principal del tratamiento de la TA es el control del hipotiroidismo
cuando aparece y consiste en la administracion oral de una hormona sintética, la
levotiroxina 4 (L-T4), a una dosis de 1,6-1,8 microgramos por kilo (68). La terapia de
sustitucidn debe prolongarse durante toda la vida para mantener niveles normales de

tirotropina (TSH) circulante.

La suplementacion de selenio en pacientes con TA por el momento no se

recomienda.

La asociacion entre la deficiencia de vitamina D, la patogenia de la TA y la hipofuncion
tiroidea se ha demostrado en varios estudios (69-71)Teniendo en cuenta el bajo coste
y los minimos efecto secundario de la suplementacién oral con vitamina D, se puede
recomendar la deteccidn de la deficiencia de vitamina D y la suplementacion para
pacientes con TA (69). Aunque de momento no se recomienda.

El papel de la cirugia para la TA esta limitado para casos con compresion de
estructuras anatémicas cervicales por bocios compresivos de gran tamafio o presencia

de un nédulo con caracteristicas de transformacion maligna.

2. POLIMORFISMOS IMPLICADOS EN TA.

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
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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 funcién del gen (30).

Segun 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 sindbnimos y son los que alteran la funcién de la proteina en mayor
proporcion y, por tanto, los mas estudiados. Si este cambio introduce un codon de
parada se denomina mutacidon nonsense, mientras que si codifica un nuevo

aminodacido sera una mutacién de cambio de sentido (missense).

Si la mutacion al traducirse no produce ningun cambio en la secuencia
aminoacidica se dice que es sinonima o silente. Las mutaciones de las zonas no
codificantes también son importantes porque pueden producir una alteracién del corte
y empalme del ARN (acido ribonucleico), o impedir la union de factores de

transcripcion.

En los polimorfismos por cambio de un solo nucleétido seran dos los posibles
alelos en un locus o posicidon 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 2 alelos, uno en cada copia del cromosoma, que se heredan del padre y
madre de manera independiente. Asi, las 3 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.
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2.1 Polimorfismos de citocinas

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 activacién. También actuan en la regulacion de
la presentacién del antigeno y la movilizacion de los linfocitos, mejorando la expresion
de moléculas de adhesion y moléculas HLA clase Il 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-183, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10,
IL-12, IL-13, IL-14, TNF-a e IFN-y (27).

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
proinflamatorias 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.
IL10:

La proteina IL-10 es un homodimero; cada una de sus subunidades tiene 178
aminoacidos de longitud. La IL-10 se clasifica como una citocina de clase 2. Es una

citocina producida por células T activadas, células B, queratinocitos y monocitos.

IL-10 es capaz de inhibir la sintesis de citocinas proinflamatorias como IFN-y,IL-
2, IL-3, TNFa y factor estimulante de las colonias de granulocitos y macréfagos (GM-

CSF) (72).También muestra una potente capacidad para suprimir la capacidad de
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presentacion de antigenos de las células presentadoras de antigenos; sin embargo,
también estimula ciertas células T (Th2) y mastocitos y estimula la maduracion de las
células B y la produccion de anticuerpos (73).

2.2 Polimorfismos de selenoproteinas

Se ha identificado uno de estos genes de susceptibilidad a la TH, SELENOS,
que codifica un miembro de la familia de proteinas seleno, la selenoproteina S (SelS).
En un estudio en poblacién portuguesa se encontr6 que el SNP del promotor de
SELENOS aumentaba el riesgo de TH. Un SNP funcional en el promotor SELENOS
(rs28665122, -105G/A) esta asociado con un mayor riesgo de TH. En el grupo de
pacientes con TH existia una mayor proporcion del genotipo SEPS1 GA que en el
grupo control. La frecuencia del genotipo AA también fue mayor en el grupo TA que en
el grupo control. Los portadores del alelo A presentan un riego aumentado de 2.22 de
desarrollar TH. En concreto, la heterocigosidad u homocigosidad para el alelo menos
prevalente (GA o AA, respectivamente) fue significativamente mas frecuente en los
pacientes con TH que en los controles sanos, aumentando el riesgo de TH en mas del
doble(20).

En otro estudio realizado en poblacion china no se encontré asociacién entre
tres genes de selenoproteinas y la enfermedad tiroidea autoinmune. Diferente estado
nutricional de selenio podria explicar los resultados contradictorios, asi como la

contribucion de otras variantes genéticas en la enfermedad tiroidea autoinmune (74).

2.3 Polimorfismo de NFE2L2

En sujetos que no portaban el alelo de riesgo SELENOS conocido, la
heterocigosidad u homocigosidad para cualquiera de los alelos menos prevalentes de
NFE2L2 SNP no modifico el riesgo de TH. Estos resultados son consistentes con la
nocion de que el genotipo del promotor NFE2L2, no es un factor de riesgo
independiente para TH. Sin embargo, entre los sujetos que albergaban solo los alelos
principales NFEZ2L2, la heterocigosidad u homocigosidad para el alelo menos
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prevalente SELENOS SNP no se asocié con un mayor riesgo de TH, lo que sugiere un
efecto protector de los alelos mas prevalentes de NFE2L2. En apoyo adicional de un
efecto de interaccion, en los sujetos heterocigotos u homocigotos para el alelo de
riesgo SELENOS, la heterocigosidad u homocigosis para cualquiera de los alelos
menos prevalentes de NFE2L2 SNP, aumento significativamente el riesgo de TH, lo

que sugiere un efecto predisponente de los alelos menos prevalentes de NFE2L2 (75).

En resumen, estos resultados indican que cuando los tres SNP
funcionales del promotor NFE2L2 se consideran juntos y en
combinacion con el SNP funcional del promotor SELENOS, los alelos
mas prevalentes de NFEZ2L2 eliminan el riesgo de TH asociado con el alelo menos
prevalente de SELENOS, mientras que los alelos menos prevalentes de NFE2L2
aumentan el riesgo (75).

Estos hallazgos indican que las bases para la interaccion genética entre
NFE2L2 y SELENOS en modular el riesgo de TH podrian estar relacionadas con una
retroalimentacion positiva entre las vias de sefalizacion de NRF2 y Selenoproteina S
(75).

En otro estudio se ha demostrado que NRF2 regula la expresion de
tiroglobulina. La activacion genética constitutiva de NRF2 causa agrandamiento de la
glandula tiroides e hipotiroidismo leve (76).

3. KEAP1 Y NRF2 IMPLICADOS EN LA TA Y OTRAS
ENFERMEDADES TIROIDEAS

El factor 2 relacionado con el factor nuclear eritroide 2 (NRF2, codificado por
NFE2L2), es un factor de transcripcién que coordina las respuestas celulares al estrés
oxidativo, electrofilico y nitrosativo. La proteina 1 asociada a ECH similar a Kelch
(KEAP1) es una proteina rica en cisteina que facilita la rapida degradacion
proteasomica de NRF2 en condiciones basales. Uno de los principales sistemas
antioxidantes enddgenos es la via centrada en NRF2 y su inhibidor citoplasmatico
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KEAP1. En los ultimos afios se han establecido muchas relaciones entre esta via de
sefializacion y la fisiopatologia tiroidea, incluyendo varias patologias tiroideas como el
bocio, hipotiroidismo, hipertiroidismo y cancer.

NRF2 es una proteina que juega un papel central en la proteostasis tisular
mediante la regulacion positiva de la transcripcion de una bateria de genes de defensa
antioxidante y la regulacion negativa de la transcripcion de citocinas proinflamatorias.
En condiciones basales, NRF2 se une a su complejo inhibidor citoplasmatico formado
por la proteina 1 asociada a ECH similar a Kelch (KEAPT) y Cullin 3 (Cul3), donde
KEAP1 se dirige a NRF2 para la poliubiquitinacién por Cul3, que conduce a la
degradacion posterior a través del proteasoma. En condiciones de estrés oxidativo
(EO), las cisteinas reactivas redox especificas de KEAP1 se oxidan, lo que anula su
capacidad para apuntar a NRF2 para poliubiquitinacion y degradacion. NRF2 se
estabiliza y se acumula en el nucleo, donde se une a las secuencias de ADN
denominadas elemento de respuesta antioxidante (ARE), que se encuentran en los
promotores y potenciadores de sus numerosos genes diana. Un exceso descontrolado
de especies reactivas de oxigeno (ROS) puede causar estrés oxidativo, un factor
involucrado en la patogénesis de un amplio espectro de enfermedades, incluyendo
inflamacion y cancer. Un mecanismo de proteccion es la via de sefalizacion centrada
en NRF2.

Un trabajo in vivo con ratones y ratas demostr6 que NRF2 promueve la
transcripcion y la sintesis de proteinas de moléculas antioxidantes y citoprotectoras,
como Nqo1, Gpx2 y Txnrd1 en la glandula tiroides. De este modo, NRF2 surge como
un importante regulador de la fisiologia del foliculo tiroideo: aumenta los niveles de
tiroglobulina necesarios para la sintesis de hormonas, previene su excesiva yodacion
y protege contra el dafio oxidativo intratiroideo, especialmente en condiciones de
sobrecarga de yodo (77).

La sintesis de la hormona tiroidea es un proceso complejo que comprende una
serie de reacciones redox que utilizan H202. Los niveles de especies reactivas de

oxigeno (ROS) deben permanecer equilibrados para prevenir el EO. De la misma
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forma las células foliculares tiroideas necesitan tener unos niveles de H202
equilibrados, similares a los de otras ROS, para prevenir el EO. Y necesitan disponer

de un potente sistema antioxidante.

En diferentes estudios en los ultimos anos se ha demostrado que la via de
sefalizacion antioxidante que comprende el factor de transcripcion NRF2 y su inhibidor
citoplasmatico KEAP1, es el principal mecanismo empleado por el tiroides para su

defensa antioxidante.
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Figura 1: Representacion esquematica simplificada de la sintesis de hormonas tiroideas.

3.1 KEAP1 en bocio familiar no téxico

En un estudio reciente se demostré con modelos animales que la pérdida de
funcion de KEAP1 puede causar bocio, aunque no necesariamente con una apariencia
nodular. Existia una disminucién de los niveles plasmaticos de T4, que se normalizaron

unos anos después, aparentemente por el aumento compensador de los niveles
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plasmaticos de la TSH. Estos hallazgos sugieren que la activacion genética crénica de

NRF2 puede tener consecuencias negativas para la glandula tiroides (78).

Pacientes con bocio multinodular hereditario que albergaban mutaciones de
pérdida de funcién de la linea germinal de KEAP1, suponian una mayor activacion de
NRF2 como se detalla a continuacion. Una rara enfermedad genética denominada
bocio multinodular familiar no téxico se caracteriza por su aparicion en familias
(transmitida genéticamente de forma autosémica dominante o ligada al cromosoma X),
una funcion tiroidea normal y la presencia de multiples ndédulos en la glandula tiroides.
Uno de los genes asociados a esta rara enfermedad es KEAP1. Se han descrito dos

mutaciones de pérdida de funcion en KEAP1 en dos familias con dicha enfermedad.

Teshiba et al encontraron en la secuenciacion directa de la variante KEAP1
en el probando una mutacion sin sentido en el exén 3 del gen: ¢.879_880delinsA, p.
Asp294Thr, fs*23. Estos resultados sugirieron que la proteina KEAP1 truncada no se
genera probablemente debido a la descomposiciéon del ARNm sin sentido, y que la
expresion de la proteina KEAP1 de tipo salvaje podria disminuir debido al bajo
producto de transcripcion, al menos en los tejidos tiroideos del paciente. Los niveles
de ARNm del gen que codifica NRF2 (NFE2L2, para NFE2-like 2) no cambiaron, pero
los niveles de ARNm de GSTA4 (Glutation S-transferasa A4) y GCLC (glutamato
cisteina ligasa, subunidad catalitica) aumentaron. Los datos indican que la mutacion
heterocigoética de pérdida de funcién de KEAP1 conduce a la activaciéon de NRF2. En
este estudio se observo que aumentaba la expresion de los genes diana de NFE2L 2,
acompafnada de una disminucidn de la expresion de KEAP1 de tipo salvaje en los
tejidos tiroideos del paciente. Los datos indican que la mutacion heterocigotica de
pérdida de funcién de KEAP1 conduce a la activacién de NRF2 (79).

La segunda mutacion de la linea germinal se describié en una mujer japonesa
de 47 afos con bocio multinodular no téxico coexistente y enfermedad de Graves. El
andlisis genético identificé una mutacion de linea germinal heterocigota (c.1448G>A,
p.R483H) en KEAP1, que afecta el dominio DC de la proteina KEAP1, responsable de
la unién de NRF2. El analisis histoldgico de los nodulos tiroideos del paciente después
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de la tiroidectomia total mostré una mayor acumulacién nuclear de NRF2, lo que indica
una interaccion KEAP1/NRF2 alterada (80).

Estos dos ejemplos independientes muestran que las mutaciones de pérdida
de funcion en KEAP1 pueden ser un evento impulsor en algunas formas raras de bocio
multinodular no toxico hereditario, y sugieren que la activacion genética de NRF2 es

un mecanismo bocidgeno probable en tales casos.

Puede haber algunas particularidades con respecto a la sefializacién de
KEAP1/NRF2 en la glandula tiroides en comparacion con otros tejidos: se puede
suponer razonablemente que en los pacientes que albergaban mutaciones de pérdida
de funcién de KEAP1 en la linea germinal, NRF2 se activd en todos los tejidos. Sin
embargo, solo el tiroides mostré un fenotipo clinico prominente que condujo al
diagnostico, sin informar de enfermedades extratiroideas en los mismos pacientes
(79,80)Por lo tanto, en teoria, es posible que la haploinsuficiencia de KEAP1 pueda
conducir a una activacion mas potente de NRF2 en el tiroides en comparacion con
otros tejidos, o que la glandula tiroides pueda ser mas sensible que otros tejidos a
aumentos similares en el estado de activacion de la via NRF2 o ambos.

3.2 Hipertiroidismo y activacion de la senalizacion NRF2

El hipertiroidismol/tirotoxicosis se ha asociado con estrés oxidativo y con la
activacion de la sefializacién NRF2 en los tejidos diana de las hormonas tiroideas (78).
3.3 Via de seializacion KEAP1/NRF2 en carcinoma papilar de tiroides (CPT)

3.3.1 Activacion de NRF2 en CPT

En general, se sabe que la activacion de NRF2 desempeia un papel doble en
el cancer, por un lado, protegiendo a las células normales contra el dafio oxidativo vy,
por tanto, previniendo la carcinogénesis, mientras que por otro lado confiere una

ventaja de supervivencia a las células cancerosas establecidas (81)

NRF2 se activa en CPT, donde regula la defensa antioxidante y promueve la
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supervivencia de las células cancerosas (82).
3.3.2 Mutaciones de KEAP1 en CPT

Muchas mutaciones o pérdida de heterocigosidad de KEAP1 se han
identificado en lineas celulares de cancer de pulmon o tejidos cancerosos; las
mutaciones o la pérdida de heterocigosidad dieron como resultado la inactivacion de
KEAP1 o una expresion reducida de KEAP1, que regulaba al alza el nivel de proteina
de NRF2 (83,84). En conjunto, estos resultados sugieren que la pérdida de la funcion
de KEAP1 puede resultar en una activacion prolongada de NRF2 proporcionando
células cancerosas con una ventaja de crecimiento debido a la regulacion positiva de
los genes de la via de sefializacion de NRF2 (81).

En otro estudio se comprobd que NRF2 y Nqo1 fueron indetectables en el tejido
normal; sus niveles fueron significativamente mayores en CPT que en lesiones
benignas (p 0,0001 y p 0,024, respectivamente). El inhibidor de NRF2, KEAP1, estaba
aumentado de forma variable en el CPT y sus niveles no se correlacionaron con NRF2,
lo que no apoya la hipétesis indicada de niveles reducidos de dicho inhibidor como
mecanismo para la activacion de NRF2.

La sefalizacion NRF2 puede también conferir beneficios a las células
cancerosas: una activacion constitutiva de NRF2 por mutaciones somaticas o eventos
epigenéticos se encuentra en varios canceres humanos y promueven la
quimiorresistencia (7-10).

Dos estudios recientes en lineas celulares de cancer de tiroides (principalmente
anaplasico) mostraron que NRF2 implica resistencia a inhibidores del proteasoma
(12,13) y han puesto de relieva la necesidad de resaltar la relevancia clinica de NRF2
al caracterizar su actividad en el cancer de tiroides humano. y demostrar que la via
NRF2 se activa comunmente en CPT.

La falta de mutaciones KEAP1 y NFE2L2 entre especimenes con alta
abundancia de NRF2 sugiere que la activacion de la via en CPT es secundaria a algun
otro fendmeno. La reduccion de la expresion de KEAP1 debido a la metilaciéon del
promotor también se ha determinado como posible mecanismo activador (77).
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Las alteraciones de los genes que codifican el complejo KEAP1/Cul3/Rbx1
E3-ubiquitina ligasa que se dirige a NRF2 para la degradacion proteasdémica, parecen
ser extremadamente frecuentes en CPT, mas del 80% de las muestras albergan una
alteracion del ADN en al menos un componente de este complejo. Los niveles de
proteina NRF2 estan regulados negativamente por el complejo ubiquitina — ligasa
KEAP1/CUL3/RBX1 E3. La alteracién de cualquier componente del complejo es
suficiente para activar NRF2. La hipermetilacion del promotor es el mecanismo
predominante que afecta a KEAP1 y CUL3, mientras que la pérdida del numero de
copias afecta a RBX1 en CPT (85).

En el siguiente estudio se encontraron mutaciones en el gen KEAP1 en un
subconjunto de CPT. La mutacién homocigota p.M161I (c.483G>A) y la mutacion
heterocigota p.R261W (c.781C>T) se ubicaron en el dominio BTB (Broad-complex,
Trambtrack, Bric-a-brac) y el dominio IVR (Intervening) de KEAP1, respectivamente.
Las otras 4 mutaciones heterocigodticas se localizaron en el dominio DC, p.G379D
(c.1136G>A) en Kelch 2, p.P412S (c.1234C>T) en Kelch 3, p.D579N (c.1735G>A), y
p.ES93K (c.1777G>A) en secuencias Kelch 6.

— [ %) = x
e - 2 x 2 8
= & 3 o c i
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J \ A A A /
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Figura 2: Mutaciones de la proteina 1 asociada a ECH tipo Kelch (KEAP1) en carcinomas papilares de tiroides.
Estructura de la proteina Keap1

Los analisis inmunohistoquimicos de las muestras mutadas en KEAP1
demostraron un aumento de la expresidon de NRF2 mediante la tincion nuclear de
NRF2 de las células tumorales papilares, en contraste con la tincion negativa del tejido
tiroideo folicular normal circundante. A pesar de que no se identificaron mutaciones en

el gen NFE2L2, 6 de 131 pacientes con CPT (4,6%) presentaban mutaciones en
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KEAP1.Las mutaciones de KEAP1 identificadas en los pacientes con CPT se
distribuyeron en el dominio BTB e IVR (33%) y el dominio DC (66%), que son
importantes para su funcion. Los dominios BTB e IVR son necesarios para la unién de
Cul3 y la ubiquitinacién de NRF2, en tanto que las repeticiones Kelch de KEAP1 estan
involucradas en la interaccion con el dominio Neh2 de NRF2.

Los analisis inmunohistoquimicos del CPT mutado en KEAPT revelaron una
sobreexpresion de NRF2 en comparacion con el tejido tiroideo benigno adyacente, lo
que sugiere un papel potencial de KEAP1 en la tumorogénesis tiroidea.

Algunos estudios han asociado la activacion de la via KEAP1 /INRF2 con una
enfermedad mas agresiva. El hallazgo de mutaciones en KEAP1 en pacientes con CPT
mas agresivo plantea la cuestion de si este gen es importante para la tumorogénesis
o la agresividad de la enfermedad. En este estudio se identificaron mutaciones KEAP1
sb6lo en pacientes con caracteristicas de mal prondstico. Observamos una alta
frecuencia de metastasis en los ganglios linfaticos (67 %), extension extratiroidea (67
%) y enfermedad metastasica a distancia en 2 de 5 sujetos (40 %) en un periodo de
seguimiento de 8,8 afnos.

En el estudio se presupone que la coexistencia de mutaciones BRAF y KEAP1 en CPT
podria contribuir a un mal prondstico; sin embargo, el escaso numero de casos con
ambas mutaciones limit6 el poder estadistico de este analisis (86).

Recientemente se identificaron mutaciones ocasionales de NFE2L2 y KEAP1

como parte de un analisis de secuenciacion del exoma completo de cohortes de

pacientes con carcinoma de tiroides (CHC) de células de Hurthle (oncocitico) (87,88)

4. ASOCIACION DE POLIMORFISMOS DE KEAP1 CON
PATOLOGIAS EXTRATIROIDEAS

El silenciamiento del gen KEAP1 por hipermetilacion se ha descrito en varios
tipos de cancer (49). Especificamente, la hipermetilacién del gen KEAP1 se asocia con
NRF2 estabilizado y una mayor expresion de los genes diana de NRF2 en cancer de

pulmon (45-89) , colorrectal (50) y de prostata (51). En los canceres que albergan
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dichas alteraciones epigenéticas, el prondstico suele ser peor porque la evolucion del
cancer suele ser mas rapida (49). EI SNP rs1048290 KEAP1 genotipo CC y alelo C
estan asociados con un riesgo incrementado de carcinoma colorrectal (CCR), mientras
que los haplotipos rs11545829-rs11545829 GT estan asociados con un riesgo
reducido de CCR (90). Los SNP en KEAP1 estaban significativamente relacionados
con tuberculosis pulmonar (PTB) en comparacién con infeccion tuberculosa latente
(LTBI). En comparacién con el alelo rs11545829G, el alelo A tenia un 30% menos de
riesgo de desarrollar PTB (P = 0,034, OR = 0,70, IC del 95 %: 0,51-0,97). El genotipo
KEAP1 rs1048290 GC tuvo un 38% menos de riesgo de desarrollar infeccion
tuberculosa latente (LTBI), en comparacion con el genotipo CC (91). Otro estudio
sugiere que la mutacion KEAP1 rs11545829 SNP homocigoto AA puede ser un factor
protector para el riesgo de DM2, especialmente para pacientes con DM2 con nivel
urinario de arsénico total >0.032 mg/L (92). KEAP1 (rs1048290) se asocio con EPOC
en fumadores y no fumadores (93).

5. ASOCIACION DE POLIMORFISMOS DE NRF2 CON
PATOLOGIAS EXTRATIROIDEAS Y ENFERMEDADES
AUTOINMUNES

5.1 Patologias extratiroideas

El polimorfismo rs6726395 en NRF2 puede contribuir al desarrollo de enfisema
asociado a la edad en fumadores (94). El genotipo NRF2 rs6721961 AA podria estar
relacionado con cancer de mama de aparicion temprana (95). En una poblacion
finlandesa, los portadores del alelo rs6721961 T (OR 4,656; IC 1,35-16,06) y las
personas con el alelo rs2706110 A tenian un mayor riesgo de cancer de mama (OR
2,079; IC 1,175-3,679)(96). Los polimorfismos del promotor NRF2 estan
significativamente asociados con el desarrollo de inflamacion de la mucosa gastrica,
ya sea de forma independiente o interactuando con la infeccion por H. pylori (97). En
otro estudio rs2706110 G>A en el gen NFE2L2 y rs1048290 C>G en el gen KEAP1
mostraron un riesgo significativo y un efecto protector contra epilepsia resistente a
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farmacos (DRE), respectivamente. (98). El genotipo GA del polimorfismo NRF2
rs1303586 y genotipo CT del polimorfismo NRF2 rs2706110 se asociaron con
disminucion de carcinoma de células escamosas faringeo y laringeo (99). NRF2
rs2706110 (C>T) también se asocid con un mayor riesgo de enfermedades
cerebrovasculares. Sujetos con genotipo TT tenian un riesgo de 4,9 veces en
comparacién con aquellos con CC (p=0,017, IC 1,337-18,227). En este estudio, el
genotipo TT se asocio con un mayor riesgo cerebrovascular (100). El metaanalisis de
la cohorte extendida (tamafo de caso 1038, incluidos pacientes italianos, malteses y
alemanes) identific6 alelos de riesgo NRF2 individuales. Mientras que los alelos
intronicos rs7557529 T y rs2886161 C, y el promotor rs35652124 C aumentaron el
riesgo de enfermedad de parkinson con una edad mas temprana al inicio de la
enfermedad, el alelo intrénico rs1806649 T fue protector para la enfermedad de
Parkinson (101). Bergstrdm et al demostraron que el haplotipo compuesto NRF2
(rs7557529 C/rs35652124 T/rs6706649 C/rs671961 G/rs2886161 T/rs1806649
C/rs2001350 T) se asocid con una disminucién del riesgo de esclerosis lateral
amiotrofica esporadica en una cohorte sueca (AAO +4,0 afios; Cl 1.1 a 7.0) (102). En
mujeres japonesas no fumadoras, el alelo T rs6721961 en el promotor NRF2 proximal
se asocio significativamente con la susceptibilidad al adenocarcinoma de pulmén (p =
0,014)(103).

5.2 Enfermedades autoinmunes

El lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune crénica
que se encuentra con mayor frecuencia en mujeres que en hombres. Afecta 6rganos
como la piel, las articulaciones, los rifiones y el cerebro; la inflamacion recurrente
puede provocar nefritis de los glomérulos y tubulos de los rifiones. El estudio de
asociacion del genoma completo (GWAS) en humanos identificod un locus de rasgo
cuantitativo sugestivo cerca de NRF2 (104). En una poblacion mestiza mejicana de
362 mujeres con LES de inicio en la infancia (212 con nefritis), el genotipo rs35652124
C/T se asoci¢ significativamente con nefritis (OR 1,81; IC 1,04-3,12) (105). Los mismos
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SNP no se asociaron estrechamente con el riesgo de LES en una cohorte japonesa
(106). El alelo T rs6721961 aumento el riesgo de vitiligo en una poblacion china Han
(OR 2,902; IC 1,624-5,188) (107).

6. IL 10 IMPLICADA EN LA TA Y OTRAS ENFERMEDADES
TIROIDEAS

Los polimorfismos genéticos funcionales que alteran la expresion génica de
citoquinas son factores genéticos candidatos que podrian modular el desarrollo y
progresion de la TA.

IL-10 es una citocina inmunomoduladora que suprime la sintesis de citocinas
proinflamatorias y por otra parte es inmunosupresora, lo cual puede facilitar el

desarrollo del cancer al permitir que el tumor escape de la respuesta inmunitaria.

Entre los estudios que relacionan los polimorfismos de dicha citocina IL 10 y el

tiroides estan los siguientes:

El primer estudio fue disefiado para comparar la distribucion del genotipo
-1082A/GIL-10 y +1188A/C3'UTRIL-12B en 130 pacientes con TA con un grupo de
157 controles sanos en un intento de determinar una asociacion con el desarrollo de
HT. La combinacion del genotipo AA de 3'UTRIL-12B con GG de -1082IL-10 se asocio
con un riesgo tres veces mayor (OR = 3,188; P = 0,022) de desarrollar TA en
comparacién con individuos con presencia del alelo 3'UTR C (AC+CC)
simultaneamente con el genotipo AA de —1082IL-10. En este estudio se observo un
riesgo mas alto de TA eutiroidea para individuos con genotipo CC. El polimorfismo de
IL 10 (rs1800896) mostrd una frecuencia significativamente mas alta del genotipo GG
homocigoto en pacientes con TA frente a los controles (108).

Un metaanalisis mostraba la asociacion entre polimorfismos de IL 10 y la
enfermedad tiroidea autoinmune. Al estudiar el polimorfismo de IL 10-1082 G/A se

encontré una asociacion significativa entre la enfermedad tiroidea autoinmune y el
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alelo IL 10-1082 G y el genotipo GC+GA. Dicho metaanalisis no mostraba una
asociacion entre el alelo IL 10 1082 G y la enfermedad tiroidea autoinmune en sujetos
del Oriente Medio; sin embargo, se encontré asociacion entre dicho alelo en la
poblacion asiatica(109).

El polimorfismo funcional 592 A/C en el gen IL 10 esta asociado con la

gravedad de la TA, pero no con los niveles séricos de Ig G4 (110).

La diabetes tipo 1 es una enfermedad autoinmune heterogénea y se asocia
frecuentemente con otras enfermedades autoinmunes especificas de érganos, incluida
la enfermedad tiroidea autoinmune (ETA). Se sabe que los pacientes diabéticos tipo 1
con ETA muestran caracteristicas clinicas e inmunoldgicas distintas de los pacientes
sin ETA. Este estudio investigo si los polimorfismos de la region promotora del gen de
la interleucina-10 (IL-10) estan asociados con la susceptibilidad a la diabetes tipo 1y
ETA. Se analizo la frecuencia de los polimorfismos -1082G/A, -819C/T y -592C/A en
54 pacientes diabéticos tipo 1 con ETA, 74 pacientes diabéticos tipo 1 sin ETA, 124
pacientes no diabéticos con ETA y 107 sujetos sanos en un estudio de casos y
controles. No se encontraron diferencias significativas en las frecuencias de alelos y
genotipos de tres polimorfismos no s6lo en pacientes diabéticos tipo 1 con ETA en
comparacion con controles normales, sino también entre pacientes no diabéticos con
ETA y controles sanos. La distribucion de los haplotipos del gen IL-10 también fue
similar entre ambos grupos de pacientes y los controles normales. Estos resultados
sugieren que los polimorfismos de la region promotora del gen IL-10 no estan

asociados con la susceptibilidad genética a la diabetes tipo 1y ETA (111).

En otro estudio se demostré que la frecuencia del alelo IL-10-1082 era mayor
entre los pacientes con carcinoma papilar de tiroides (CPT) en los controles sanos. De
hecho, los pacientes con genotipo GG IL-10-1082 tienen el doble de riesgo de
desarrollar cancer de tiroides segun el genotipo AA. Ademas, la presencia
concomitante del alelo IL-10-1082 G (genotipos GC AG) junto con el genotipo IL-6-174
CG tiene un riesgo casi dos veces mayor de cancer de tiroides. En este estudio se
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sugiere que el alelo IL-10-1082 G esta asociado con un mayor riesgo de CPT(112) .

7.1L. 10 IMPLICADA EN OTRAS ENFERMEDADES
EXTRATIROIDEAS Y ENFERMEDADES AUTOINMUNES

7.1 Enfermedades extratiroideas

Este estudio sugiere que los polimorfismos rs1800872 y rs1800896 del gen
IL10 estan asociados con el cancer de cuello uterino en mujeres de Bangladesh. Los
genotipos CA y AA de rs1800872 aumentaron significativamente el riesgo de cancer
de cérvix. También se observo un aumento del riesgo para el modelo dominante, el
modelo recesivo y el modelo de alelos (A vs. C) de rs1800872 (113). Un metaanalisis
incluyo 8 estudios que contenian 1393 casos de cancer de cuello uterino y 1307
controles. Los datos agregados bajo el modelo heterocigoto y el modelo de herencia
dominante (OR = 0,66, IC del 95%: 0,55-0,80) indicaron una asociacion significativa
entre rs1800872 y el bajo riesgo de cancer de cuello uterino en toda la poblacion. Los
datos agregados bajo el modelo de herencia dominante muestran que rs1800872 esta
significativamente asociado con la reduccion del riesgo de tumores cervicales en toda
la poblacion. La variante AC/AA + AC de rs1800872 indica un efecto protector en el
desarrollo de cancer de cuello uterino (114). En un metaanalisis se encontrd un
aumento del riesgo de cancer de mama asociado con el polimorfismo rs1800872.
También se realiz6 un agrupamiento de los estudios por etnia, pero no se pudo
demostrar una asociacion del polimorfismo IL-10 rs1800872 con el riesgo de cancer
de mama en asiaticos y caucasicos (115). En otro metaanalisis se incluyeron un total
de 23 estudios (7250 casos de cancer y 7675 controles sin casos). Un mayor riesgo
de cancer de mama en asiaticos se asocio con el polimorfismo IL-10 rs1800872 (AA
vs CC: OR = 0,74, IC del 95 % = 0,55-0,99, p = 0,04; A vs C: OR = 0,85, IC del 95 %
=0,74-0,98, p = 0,03). El polimorfismo rs1800872 (A frente a C: OR = 0,65, IC del 95%
0,43-0,98, p = 0,04) se asocié con riesgo de cancer de mama en caucasicos. Los
polimorfismos rs1800871 y rs1800872 (A frente a C) se asociaron con el riesgo de

cancer de mama en caucasicos. Por lo tanto, esto puede proporcionar nuevas ideas
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para predecir y diagnosticar la susceptibilidad a cancer de mama a través de la
deteccion del polimorfismo del gen IL-10 (116). IL-10 rs1800871 e IL-10 rs1800872
pueden estar asociadas con el desarrollo de Adenoma de hipdfisis inactiva (117). El
polimorfismo rs1800872 se correlaciono significativamente con la DM en los asiaticos.
Los hallazgos indican que los polimorfismos rs1800871, rs1800872 y rs1800896
pueden servir como biomarcadores genéticos de DM (118). Los resultados de este
estudio mostraron que los genes TNF-a (GA de rs361525 y rs1800629) e IL-10 (AA de
rs1800872 y GA de rs1800896) estan significativamente relacionados con el desarrollo
de DM tipo 2. La presencia de una combinacién de genotipos AA-GA para los genes
TNF-a e IL-10 elevaba el riesgo de DM2. Ademas, las personas con haplotipos AAAA,
AACA y AAAG experimentan un mayor riesgo de DM tipo 2. En conclusion, existe una
asociacion significativa entre los polimorfismos del promotor del gen del factor de
necrosis tumoral-a (TNF-a), IL-10 y el desarrollo de DM tipo 2 (119). Los analisis de
este estudio muestran la asociacion entre el cancer de cuello uterino y el polimorfismo
IL-10 ¢.-592C>A, lo que demuestra que la presencia del alelo A se asocia de forma
independiente con mayores riesgos de desarrollo de cancer de cuello uterino (120).

7.2 Enfermedades autoinmunes

Se ha relacionado el polimorfismo rs1800872 de IL-10 con un aumento del
riesgo de Esclerosis Multiple (121) El riesgo de enfermedad celiaca se asoci6é con los
portadores del alelo T menos frecuente de rs1800871T/C y del alelo A menos frecuente
de rs1800872A/C, con un modelo dominante (OR = 2,79; IC del 95 %: 1,27-6,09; p =
0,01) (122). Un metaanalisis mostr6 que los polimorfismos IL-10 rs1800871, IL-10
rs1800872 e IL-10 rs1800896 pueden influir en la predisposicién a la Enfermedad
Inflamatoria Intestinal (123). El presente estudio sugiere que los polimorfismos y los
haplotipos IL10 -819(C/T), -1082(G/A) y -592(C/A) estan asociados con la
susceptibilidad al LES, mayor actividad de la enfermedad y niveles elevados de IL10
(124) Se ha relacionado también que el alelo IL-10 rs1800872 A/C podria aumentar el
riesgo de Artritis Reumatoide (AR). El alelo rs1800872 A/C de IL-10 también podria

pag. 38



INTRODUCCION

afectar la reaccion inflamatoria de IL-10 en pacientes con AR (125). Los polimorfismos
IL-10 -819C/T (rs1800871) y -592C/A (rs1800872) contribuyen a la susceptibilidad a
Colitis Ulcerosa (126).

pag. 39



HIPOTESIS Y OBJETIVOS



HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1. HIPOTESIS

La Tiroiditis Autoinmune es una enfermedad tiroidea con un aumento de la
incidencia en los ultimos afos y la principal causa de hipotiroidismo en zonas con

ingesta suficiente de yodo.

Uno de los principales sistemas antioxidantes endoégenos es la via de
sefializacion centrada en NRF2 (Nuclear factor erythroid 2-related factor 2) y su
inhibidor citoplasmatico KEAP1 (Kelch-like ECH-associated protein 1). En los ultimos
anos se han establecido muchas relaciones entre esta via de sefalizacion y la
fisiopatologia tiroidea, ademas de varias patologias tiroideas incluyendo el bocio,
hipotiroidismo, hipertiroidismo y cancer. Sobre esta base se establece la posibilidad de

que polimorfismos de dichos genes estén involucrados en la génesis de la TA.

Se establece también la hipotesis de que polimorfismos de la citocina IL 10

puedan estar implicados en la generacion de la TA.

2. OBJETIVOS

1. Conocer las caracteristicas epidemiologicas y clinicas que presentan los pacientes
con tiroiditis autoinmune estudiados en el Servicio de Endocrinologia y Nutricion del
Complejo Asistencial Universitario de Salamanca y describir las diferencias respecto
a los datos habituales poblacionales.

2. Comparar las distribuciones alélicas y genotipicas de los polimorfismos rs1048290
y rs11545829 de KEAP1, rs2706110 de NFE2L2 y rs1800872 de IL10 entre
pacientes con tiroiditis autoinmune y controles sanos, con el fin de determinar una
posible relacidon entre los diferentes genotipos y la predisposicion al desarrollo de
esta enfermedad.
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3. 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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1. SUJETOS DEL ESTUDIO

1.1 Pacientes

El conjunto de muestras a estudiar esta constituido por pacientes

diagnosticados de tiroiditis autoinmune que presentaron positividad de anticuerpos

antitiroideos (anti-tiroglobulina, anti-peroxidasa, o ambos).

Los pacientes fueron reclutados desde el Servicio de Endocrinologia y Nutricién del

Complejo Asistencial Universitario de Salamanca. Los datos utilizados en el estudio

para la caracterizacion de los pacientes, asi como la informacién necesaria para las

variables objeto de analisis, se obtuvieron a través de una consulta activa de los

documentos de la historia clinica relativa a los pacientes.

En este estudio se incluyeron un total de 201 casos de pacientes con tiroiditis

autoinmune.

De cada paciente se recogieron las siguientes variables:

Edad al diagndstico.

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 poblacién escolar de
un area. Patogénicamente, el aumento de tamafo de la glandula tiroides se
produce para compensar una captacion 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.

Presencia coadyuvante de bocio y tamafo de este segun la clasificacion de la
OMS (Organizacion Mundial de la Salud) (Figura 3).
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- Anticuerpos anti-tiroglobulina y anticuerpos anti-peroxidasa tiroidea. Se recoge
el dato como positividad o negatividad sin considerar el valor numérico, dada la
heterogeneidad de los estudios de valoracion, al modificarse la técnica de
deteccion en el laboratorio en funcidn del afio de diagndstico de los pacientes.

- Funcion tiroidea en el momento del diagnostico: Eutiroidismo, hipotiroidismo o
hipertiroidismo.

Clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud, 1979

Grado 0 Sin bocio palpable o palpable menor a la falange terminal del dedo
pulgar del examinado

0Oa Glandula no palpable

Ob Glandula palpable menor que la falange terminal del dedo pulgar
del examinado no visible con el cuello extendido

Grado | Bocio palpable pero no visible con el cuello en posicion normal

la Bocio palpable pero no visible con el cuello extendido

Ib Bocio palpable visible con el cuello en extension

Grado Il Bocio facilmente visible con el cuello en posicion normal

Grado Il Bocio visible a distancia

Modificada por Thylly, 1980.

Figura 3: Clasificaciéon de bocio por tamafio segun OMS

1.2 Controles

Se emplearon 333 muestras de pacientes sin tiroiditis autoinmune como
controles. Estos pacientes tenian una edad superior a 40 afios y fueron reclutados por
el Servicio de Reumatologia en el Complejo Asistencial Universitario de Salamanca
entre enero de 1990 y febrero de 2016

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.
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2. OBTENCION DE LA MUESTRA Y EXTRACCION DEL ADN

2.1 Obtencion de la muestra

Las muestras de sangre periférica fueron obtenidas mediante venopuncion en
la region antecubital previa firma del consentimiento informado en condiciones
estériles en tubos “Venoject” de 10 ml con EDTA (acido etilendiamino-tetraacético) y
se conservaron a 4°C hasta su procesamiento. Las muestras fueron enviadas a la
Unidad de Medicina Molecular del Departamento de Medicina de la Universidad de
Salamanca. Todas estas muestras fueron identificadas con su correspondiente
numero de laboratorio para mantener la confidencialidad de los datos personales y
geneéticos, respetando en todo momento los principios éticos basicos de la

investigacion con muestras bioldgicas.

2.2 Obtencion de DNA a partir de sangre periférica

Las células nucleadas se aislaron mediante centrifugacion repetida y lisis
eritrocitaria con solucién hipotonica (centrifugacion de la sangre total en 50 mL de agua
bidestilada (ddH20) durante 30 minutos, 1500 rpm, a 4°C). La primera centrifugacion
de los tubos de sangre periférica da 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, se procedio a lisar los
glébulos rojos con agua bidestilada, y a continuacion se lavaron las células
mononucleadas con tampoén Fornace (50 mM tris (hidroximetil) aminometano &cido
clorhidrico- Tris-HCI pH: 7,5, 25 mM cloruro potasico (KCl) y 5 mM cloruro magnésico
(MgCl2)) el cual proporcion6 la osmolaridad necesaria para no romper los leucocitos.
Se precipitaron mediante centrifugacion a 1500 rpm durante 10 minutos.
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El botén de células nucleadas de la sangre se resuspendié en tampon Fornace a una
concentracion estimada de 5x108 células/mL, tras lo cual se afiadio 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, concentracion final 1%) para
romper las membranas celulares y proteinasa K (Boehringer Mannheim, concentracion
final 50 pg/mL) para degradar las proteinas. La mezcla se incubé a 55°C durante 8-16
horas.

Tras la incubacion, se procedié a la extraccion y purificacion del ADN tratandolo
con una mezcla de fenol y cloroformo alcohol isoamilico (CIAA) (24:1
volumen/volumen) tamponado a pH 8 para prevenir que fuera “atrapado” en la fase

intermedia entre la fase acuosa y la organica.

Tras una centrifugacion a 580 g durante 10 minutos a temperatura ambiente, se
recupero 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 de fenol; tras
mezclarlos hasta su homogeneizacion, se sometiéo a una nueva centrifugacion en
condiciones idénticas, recuperando nuevamente la fase acuosa. Posteriormente, la
fase acuosa se transfirié a tubos Corex® estériles y el ADN de esta solucion final se
precipitdé mediante la adicion de 2,5 volumenes de etanol absoluto frio (-20°C). EI ADN
se transfirié a un eppendorf, se lavé con etanol al 70% con una breve centrifugaciéon a
16000 rpm, y se dejo evaporar el etanol residual, para resuspender finalmente en 100
ul de agua bidestilada estéril.

La concentracion y el grado de contaminacion proteica del ADN se calcul6 tras
medir su absorbancia a 260 y 280 nm respectivamente, en un espectrofotdmetro
automatico de ADN/ARN (GeneQuant, Pharmacia) por medio de la siguiente formula:

ug de ADN/ml = (D.0.260) x (factor de dilucion) x (50)
Nota: 50 es un factor de correccion introducido ya que una unidad de densidad optica
(D.O.) con una luz incidente de 260 nm es el valor de absorbancia que tienen 50 pg
de ADN/ml.
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El cociente D.0.260/D.0.280 se utiliza para determinar el grado de
contaminacion proteica, considerando como valores adecuados un cociente entre 1,65
y 2. Valores inferiores a los sefalados indican contaminacion por proteinas o por
solventes organicos, realizandose en estos casos una nueva purificacion del ADN.
Valores superiores parecen indicar un exceso de ARN, el cual se eliminé tratando la

solucion de ADN con ARNsa (ribonucleasa) y purificando nuevamente.

La muestra de ADN con una concentracion aproximada entre 1000 y 1500 pg/ml
se almaceno en tubos eppendorf a -20°C, con el fin de evitar tanto la degradacion

progresiva del ADN como su posible contaminacidn por microorganismos.

3. ESTUDIO GENETICO DE POLIMORFISMOS

3.1 Polimorfismos estudiados.

En este trabajo se han estudiado polimorfismos de cambio de un unico
nucleétido (Single Nucleotide Polymorphism, SNP) de diversos genes. Cada
polimorfismo se ha identificado por su nombre habitual en la literatura, que suele
basarse en la posicion de dicha variante alélica con respecto al punto de inicio de la
transcripcion. Ademas, se proporciona el numero de identificacibn de cada
polimorfismo (rs#) en la base de datos del NCBI (National Center for Biotechnology,

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

Tabla 1: Resumen de polimorfismos estudiados

GEN | POLIMORFISMO LOCALIZACION POSICION | MUTACION
KEAP1 rs1048290 REGI(?N CODIFICANTE 1413 C>G
rs11545829 REGION CODIFICANTE 1611 C>T
NFE2L2 rs2706110 INTERGENICA C>T
iL10 rs1800872 AGUAS ABAJO DEL TRANSCRITO IL10 T>G

3.1.1 Polimorfismos en el gen KEAP1 (rs1048290) y (rs11545829)
El gen KEAP1 codifica para la proteina KEAP-1 y se encuentra en el brazo corto
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del cromosoma 19, localizaciéon 19 p13.2 [OMIM * (Online Mendelian Inheritance in
Man). En este trabajo se estudiaron dos polimorfismos rs1048290 y rs11545829. El
primero de ellos, se localiza en la regidn codificante, en la posicion 1413 y supone un
cambio de C por G. Se trata de una mutacion intragénica, en la regién exodnica, con
sustitucién de una base mediante transicion. En el caso del polimorfismo rs11545829,
este se localiza en la region codificante, en la posicion 1611 y supone un cambio de C
por T. Se trata de una mutacion intragénica, en region exonica, con sustitucion de una

base mediante transicion.
3.1.2 Polimorfismo en el gen NFE2L2 (rs2706110)

El gen NFE2L2 codifica la proteina NRF2 y se encuentra en el brazo largo del
cromosoma 2, localizacién [OMIM * (Online Mendelian Inheritance in Man). En este
trabajo se estudié el SNP rs2706110 localizado en la region intergénica aguas abajo
de NFE2L2, que supone un cambio de C por T.

3.1.3 Polimorfismo en el gen IL10 (rs1800872)

El gen IL10 codifica IL-10 y se encuentra en el brazo largo del cromosoma 1,
localizacion [OMIM * (Online Mendelian Inheritance in Man). En este trabajo se analiz6
el SNP rs1800872 localizado aguas arriba del transcrito de /L70. Supone un cambio
de T por G.

3.2 Estudio de polimorfismos mediante PCR en tiempo real.

La reaccién en cadena de la polimerasa o PCR (siglas de su nhombre en inglés
Polymerase Chain Reaction) permite generar una gran cantidad de copias de un
fragmento de ADN. El 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
gue una enzima polimerasa sea capaz de incorporar nucleétidos complementarios a
la cadena molde. Una vez completada la reaccién la cantidad fragmento amplificado
se puede visualizar mediante técnicas sencillas de separacion de fragmentos de ADN.
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En la PCR en tiempo real (Real Time Polymerase Chain Reaction, RT-PCR) los
procesos de amplificacion y deteccion se producen de manera simultanea sobre la
misma mezcla sin necesidad de realizarlos por separado. Esta técnica sigue el mismo
procedimiento de una PCR convencional, pero la amplificacion tiene lugar en presencia
de unos componentes capaces de emitir fluorescencia, o que permite conocer y

registrar la cinética de la amplificacion en todo momento.

En este trabajo de emplearon sondas Tagman® para el estudio de los
polimorfismos. 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 accidn posterior. Ademas, mediante deteccidn 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. Para la discriminacién 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 emisién de la primera se ha de solapar con el
espectro de absorcion 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 emision maximo Aem de 554 nm y 535 nm, respectivamente (Tabla 3). Ademas de
estas sondas, la qRT-PCR (reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real)
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precisa de los mismos elementos que una PCR convencional (oligonucledtidos o

primers, dNTPs —nucledtidos fosfatados-, Taq polimerasa y solucion tampén).

Tabla 2: Principales moléculas fluorescentes empleadas como marcadores en la PCR con sondas Tagman®

Fluorocromo I Max Aats (nm) l Max Ao (n10)
Cascade blue (varios) 374-403 422-430
YOYO-1 491 509
Bodipy 503 512
Fluoresceina (FITC) 494 520
SYBR Green1 497 520
TOTO-1 513 532

| FAM 495 535 |
Luciferina 430 540
IVIC 538 554 I
JUE 925 500
HEX 530 560
Cy3 552 565
POPO-3 534 570
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 596 615
Homodimero de etidio 534 616
Yoduro de propidio 536 617
IRD 700 685 705
Cy7 743 767
IRD 800 795 849

Mientras la sonda esta intacta, la fluorescencia emitida por el donador es
absorbida por el aceptor. Sin embargo, durante la amplificacion del ADN diana, la
sonda se hibrida con su cadena complementaria. Al desplazarse a lo largo de la
cadena, en su accion de sintesis, la Taq ADN polimerasa (ADN polimerasa de Thermus
aquaticus), que tiene actividad 5’exonucleasa, hidroliza el extremo libre 5’ de la sonda,
produciéndose la liberacion 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).
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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 deteccién de la correspondiente
fluorescencia, marcando la presencia en la muestra del alelo 1, del alelo 2 o de ambos, respectivamente.

B y D. No se produce la liberacion 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 proporcion de
fluorescencia emitida (Figura 5). El empleo de estas sondas garantiza la especificidad

de la deteccion y permite identificar polimorfismos o mutaciones puntuales.

ORN
[=]
'

00 {

Ciclos

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

Si solo se observa fluorescencia para el fluorocromo VIC implica una
homocigosidad para el alelo 1; del mismo modo, si sélo 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 realizd en un termociclador StepOne de Applied
Biosystems® que dispone de varios canales de lectura y permite detectar la emision
de distintos fluorocromos a la vez. De esa manera, se pueden usar varias sondas

marcadas con distintos fluorocromos, para identificar los diferentes alelos descritos en
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cada uno de los genes estudiados. La reaccion de amplificacion 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:

e 5 pyl del compuesto comercial PCR Tagman®, que proporciona la enzima
necesaria para la amplificacion (polimerasa Taq)

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

e 4,25 ul de agua destilada.

e 2 ul=10ng de ADN (concentracion = 10 pug/ml).

Como control se emplearon pocillos de cada placa con el mismo sustrato, pero
sin ADN.

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):

' 1 ' 1
' ‘ ) '
' 1 ' '
A . B - C - D ' E

e e - -
: ' ' ]
' | | .
' 1 | '
' 1 ' |
' 95°C 95°Cc :

| 1 |
M 1 '
/1 10min. 1+ 15 seg. :\\ '
// | 1 P\ :

' ] '

60°C / ' ' ' \\ 60°C ' BD°C
4 ' ] ' \ 1
'
30 seg. : : : i1min. . 30 seg.
'
: " : ‘
' ' ' '
'

< '
. - ! 40 ciclos -
' 1 | '
! 1 ! '
' 1 | '
' ' ' '
' ' ] '

Figura 6: Esquema representativo del programa del termociclador para la realizacién 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 desnaturalizaciéon
y anillamiento de los oligonucleétidos y las sonda y D el de elongacién. C y D se repiten 40 ciclos. E es el tiempo de extension
final. Se incluyen las respectivas temperaturas de cada tramo.
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c) Analisis

La lectura de fluorescencia se realizd6 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
determinacién del alelo presente en cada una de las muestras. Se realiza un analisis
de la deteccion de fluorescencia que nos ofrece una representacion grafica que
muestra los resultados de la discriminacion alélica realizada y su distribucion 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).

Allelic Discrimination Plot

28 ‘

| L

s
23

:.

[ _J
15

© ol Legend
-
13 s Homozygous GG @ Homozygous T/T
XUndetermined
0s
03 d )
see*¥

04 09 14 19 24

Figura 7: Grafico de discriminacion 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 discriminacion alélica mediante PCR con

sondas Tagman®.
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Figura 8: Proceso de discriminacién alélica mediante PCR con sondas Tagman®

ANALISIS

4. ANALISIS ESTADISTICO

Se realiz6 un analisis descriptivo para conocer las caracteristicas de los sujetos
a estudio en lo referente a las variables clinicas referidas. Para las variables
cuantitativas se calcularon la media, la mediana y la desviacion tipica. En el caso de
las variables categoricas nominales y ordinales se calcul6 la proporcion de pacientes
en cada categoria. Se completo el estudio estadistico con un apartado de estadistica

inferencial donde se realizaron 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 poblacién para cada

genotipo en funcion de las frecuencias de los alelos. En condiciones normales, si la
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transmision de los alelos de los progenitores a los descendientes es independiente y
no ocurren fendmenos distorsionadores, como la aparicion frecuente de nuevas
mutaciones o la seleccion de alelos, la probabilidad de observar un determinado
genotipo depende del producto de las probabilidades (frecuencias) de cada alelo (194).
El 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 genotipificacién 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 la existencia de asociacion entre alguno de los genotipos o alelos
estudiados y los diferentes grupos de comparacién en funcion de las variables clinicas
se realizaron tablas de contingencia 3x2 conteniendo las frecuencias de cada uno de
los 3 genotipos en los grupos de comparacion. De este modo, se comparan los valores
observados de cada genotipo con los valores esperados asumiendo que 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 los grupos. Para determinar si las diferencias en la
distribucion genotipica entre los dos grupos eran estadisticamente significativas, y no
se debia simplemente al azar, se realizé la prueba de chi-cuadrado (x 2) o test exacto
de Fisher.

Para poder conocer la magnitud del riesgo que cada genotipo aporta al
desarrollo de la enfermedad, se realiz6 un modelo de regresion logistica binaria que
nos aporta el Odds Ratio (OR) y su intervalo de confianza del 95% de cada genotipo
(o suma de genotipos) respecto al de referencia. En los intervalos de confianza del
95% de los OR, aquellos IC que no contienen el 1 indican que el resultado es

pag. 56



MATERIALES Y METODOS

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 realizaron con el programa informatico SPSS,
(version 25.0; SPSS Inc., Chicago, IL). Se consideraron diferencias estadisticamente

significativas cuando el p-valor asociado a la prueba estadistica era 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 numero de copias de dicho alelo variante.

Los principales modelos de herencia son:
o 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 mas frecuente.

o 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 combinacidon de estos dos genotipos respecto a
los homocigotos del alelo mas frecuente.

o Modelo recesivo: supone que son necesarias 2 copias del alelo variante para

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. Datos clinicos de los pacientes con TA

En primer lugar, se recogieron los datos clinicos (edad, sexo, antecedentes
familiares de TA, consumo de sal yodada, procedencia de una zona endémica de
bocio, grado de bocio, funcién y autoinmunidad tiroidea) de los individuos que
formaban el grupo de casos. Este grupo esta constituido por 201 pacientes
diagnosticados de TA que presentaron positividad de anticuerpos antitiroideos (anti-
tiroglobulina, anti-peroxidasa, 0 ambos) cuyas caracteristicas clinicas se describen a

continuacion.

1.1 Edad

La media de edad de los pacientes de nuestro estudio fue de 40 afios.

1.2 Sexo

De todos los pacientes con TA, 192 (96%) eran mujeres y 9 (4%) hombres

(Tabla 4, Figura 9).

Tabla 3: Distribucién de los pacientes de acuerdo con el sexo

SEXO % N
MUJER 96 192
HOMBRE 4 9
MUJER = HOMBRE

Figura 9: Distribucion de los pacientes de acuerdo con el sexo
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1.3 Antecedentes familiares

Del total de pacientes, 110 (55%) presentaban antecedentes familiares de
patologia tiroidea, mientras que 74 (37%) no los tenian y 17 (8%) lo desconocian o no
estaba recogido en la historia clinica. Los datos se recogen en la tabla 5 y en la figura
8.

Tabla 4: Distribucion de los pacientes de acuerdo con los antecedentes familiares

ANTEDENTES FAMILIARES DE PATOLOGIA TIROIDEA % N
Si 55 110

NO 37 74

DESCONOCIDO 8 17

N
n

Si NO = DESCONOCIDO

Figura 10: Distribucion de los pacientes de acuerdo con los antecedentes familiares

1.4 Consumo de sal yodada

En referencia al consumo de sal yodada, 49 pacientes (25%) consumian este
tipo de sal, mientras que 57 pacientes (28%) no la consumian y 95 (47%) lo
desconocian o no aparecia recogido en la historia clinica. Los datos quedan recogidos
en la tabla 6 y la figura 9.

Tabla 5: Distribucién de los pacientes de acuerdo con el consumo de sal yodada

CONSUMO SAL YODADA % N
Si 25 49
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NO 28 57
DESCONOCIDO 47 95
»S{ =NO = DESCONOCIDO

Figura 11: Distribucion de los pacientes de acuerdo con el consumo de sal yodada

1.5 Procedencia de zona endémica

Respecto a si han residido en zona endémica de bocio, como se muestra en la

tabla 7, un total de 112 pacientes (56%) no proceden de estas regiones, mientras que

67 (33%) lo desconocen y soélo 22 pacientes (11%) proceden de una zona endémica
de bocio. Los datos quedan recogidos en la tabla 7 y la figura 10.

Tabla 6: Distribucion de los pacientes de acuerdo con la procedencia de zona endémica

ZONA ENDEMICA % N
Si 11 22
NO 56 112
DESCONOCIDO 33 67
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P>

nSf NO DESCONOCIDO

Figura 12: Distribucion de los pacientes de acuerdo con la procedencia de zona endémica

1.6 Grado de bocio

El grado de bocio se confirmo por exploracion tiroidea y mediante realizacion de
ecografia tiroidea. De los 201 pacientes, 54 (27%) no tenian bocio, 5 pacientes (5%)
tenian un bocio grado Oa, 47 pacientes (23%) presentaban un bocio grado Ob, 54
pacientes (27%) tenian un bocio grado I, 31 pacientes (15%) tenian un bocio grado II,
2 pacientes (1%) tenian un bocio grado Il y un solo paciente (1%) tenian un nédulo
unico como se refleja en la tabla 8 y en la figura 11.

Tabla 7: Distribucién de los pacientes de acuerdo con el grado de bocio

BOCIO % N
No bocio 27 54
Oa 5 10
Ob 23 47
I 27 54
Il 15 31

11

Nédulo unico
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Figura 13: Distribucion de los pacientes de acuerdo con el grado de bocio

1.7 Funcion tiroidea

En cuanto a la distribucion de los 201 pacientes de acuerdo con la funcion
tiroidea, 28 pacientes (14%) estaban eutiroideos, 166 pacientes (83%) estaban
hipotiroideos mientras que 7 pacientes (3%) estaban hipertiroideos. Estos resultados

quedan recogidos en la tabla 9 y la figura 12.

Tabla 8: Distribucién de los pacientes de acuerdo con la funcién tiroidea

FUNCION TIROIDEA % N
EUTIROIDEO 14 28
HIPOTIROIDEO 83 166

HIPERTIROIDEO 3 7

EUTIROIDEO = HIPOTIROIDEO = HIPERTIROIDEO
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Figura 14: Distribucion de los pacientes de acuerdo con la funcién tiroidea

1.8 Autoinmunidad tiroidea

1.8.1 Anticuerpos anti-tiroglobulina

Respecto a los anticuerpos anti-tiroglobulina, 123 pacientes (61%) presentaban
positividad para los mismos, mientras que 75 pacientes (37%) eran negativos y tan
solo en 1 paciente (1%) no estaban disponibles. Los resultados se reflejan en la tabla

10y en la figura 13.

Tabla 9: Distribucién de los pacientes de acuerdo con los Ac anti TG

AC ANTITG % N

POSITIVOS 61 123

NEGATIVOS 37 75
NO DISPONIBLE 1 3

POSITIVOS NEGATIVOS = NO DISPONIBLE

Figura 15: Distribucion de los pacientes de acuerdo con los Ac anti TG
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1.8.2 Anticuerpos anti TPO

Respecto a los anticuerpos anti TPO 190 paciente (95%) presentaban
positividad para los mismos, mientras que en 10 pacientes (5%) eran negativos y tan
solo en 1 (0%) paciente no estaban disponibles. Como se refleja en la tabla 11y en la
figura 14.

Tabla 10: Distribucion de los pacientes de acuerdo con los Ac anti TPO

AC ANTI TPO % N
Si 95 190
NO 5 10

NO DISPONIBLE 0 1

Si NO = NO DISPONIBLE

Figura 16: Distribucion de los pacientes de acuerdo con los Ac anti TPO

2. Datos clinicos comparados

2.1 Antecedentes familiares y autoinmunidad

Del total de pacientes un 55% tenian antecedentes familiares, mientras que un
37% no los tenian y un 8% lo desconocian. De los pacientes con antecedentes
familiares un 94% tenian Ac anti TPO positivos, mientras que un 6% los tenian
negativos. Y un 63% tenian Ac anti TG positivos, un 36% los tenian negativos y un 1%

no fueron determinados. De los pacientes sin antecedentes familiares un 95% tenian
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Ac anti TPO positivos, un 4% los tenias negativos y un 1% no fueron determinados. Y
un 34% tenian Ac anti TG positivos, un 64% los tenian negativos y un 3% no fueron
determinados. La positividad de los ac anti TPO era similar entre los pacientes con y
sin antecedentes familiares, mientras que los pacientes con antecedentes familiares

tenian en mayor porcentaje positividad de los Ac anti TG.

Tabla 11: Distribucion de los pacientes por antecedentes familiares

ANTECEDENTES FAMILIARES

TOTAL 201
si 110 (55%)
NO 74 (37%)
DESCONOCIDO 17 (8%)

Tabla 12: Distribucion de los pacientes con antecedentes familiares y relacion con autoinmunidad

CON ANTECEDENTES FAMILIARES Y AUTOINMUNIDAD
AC ANTI TPO POSITIVOS 103 (94%)

AC ANTI TPO NEGATIVOS 7 (6%)

AC ANTI TG POSITIVOS

69 (63%)

AC ANTI TG NEGATIVOS

40 (36%)

NO DETERMINADOS

1(1%)

Tabla 13: Distribucion de los pacientes sin antecedentes familiares y relacién con autoinmunidad

SIN ANTECEDENTES FAMILIARES Y AUTOINMUNIDAD

AC ANTI TPO POSITIVOS 70 (95%)
AC ANTI TPO NEGATIVOS 3 (4%)
NO DETERMINADOS 1 (1%)

AC ANTI TG POSITIVOS 25 (34%)

AC ANTI TG NEGATIVOS 47 (64%)
NO DETERMINADOS 2 (3%)

2.2 Consumo de yodo y autoinmunidad

De los pacientes que reconocian consumir yodo que eran un 24%, un 94%
tenian Ac anti TPO positivos y un 6% tenian Ac anti TPO negativos. Por otro lado, un
65% tenian Ac anti TG positivos, mientras que un 33% eran negativos y un 2% no
determinados. De acuerdo con nuestros datos parece que el consumo de yodo se
relaciona con mayor positividad de los Ac anti TPO y los Ac anti TG. De los pacientes
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que reconocian consumir yodo que eran un 28%, un 98% tenian Ac anti TPO positivos
y un 2% tenian Ac anti TPO negativos. Por otro lado, un 65% tenian Ac anti TG
positivos, mientras que un 35% eran negativos. El porcentaje de positividad de Ac anti
TPO y Ac anti TG era similar entre los pacientes que consumian yodo y los que no lo

consumian

Tabla 14: Distribucion de los pacientes con consumo de yodo y relacién con autoinmunidad

NO CONSUMO DE SAL YODADA Y AUTOINMUNIDAD
AC ANTI TPO POSITIVOS AC ANTI TPO NEGATIVOS
56 (98%) 1.(2%)
AC ANTI TG POSITIVOS AC ANTI TG NEGATIVOS
37 (65%) 20 (35%)

Tabla 15: Distribucion de los pacientes sin consumo de yodo y relaciéon con autoinmunidad

CONSUMO DE YODO Y AUTOINMUNIDAD

AC ANTI TPO POSITIVOS AC ANTI TPO NEGATIVOS
46 (94%) 3 (6%)

AC ANTI TG POSITIVOS AC ANTI TG NEGATIVOS NO DETERMINADOS
32 (65%) 16 (33%) 1(2%)

2.3 Grado de bocio y consumo yodo

Con respecto del grado de bocio atendiendo a ese 24% de pacientes que si
consumian sal yodada un 39% no tenian bocio, un 27% tenian bocio grado |, un 27%
tenian bocio grado Il, un 2% bocio grado lll, mientras que un 6% tenian un tiroides
nodular. Del 54% que no consumian sal yodada un 51% no tenian bocio, un 33%
tenian un bocio grado I, un 16% tenian un bocio grado Il, y ninguno tenian un bocio
grado lll y tiroides nodular. Entre los pacientes que consumian sal yodada habia un

porcentaje menor de pacientes sin bocio que en los que no consumian sal yodada.
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Tabla 16: Distribucion de los pacientes con consumo de yodo y relacién con grado de bocio

GRADO DE BOCIO Y CONSUMO DE SAL YODADA A DIARIO Y OCASIONAL

Si CONSUMO 49 (24%)
NO BOCIO 19 (39%)
BOCIO | 13 (26%)
BOCIO Il 13 (27%)
BOCIO Il 1(2%)
NODULAR 3 (6%)

Tabla 17: Distribucion de los pacientes sin consumo de yodo y relacién con grado de bocio

GRADO DE BOCIO Y NO CONSUMO DE SAL YODADA

NO CONSUMO 57 (54%)
NO BOCIO 29 (51%)
BOCIO | 19 (33%)
BOCIO II 9 (16%)
BOCIO Il 0 (0%)
NODULAR 0 (0%)

2.4 Grado de bocio y procedencia de zona endémica

Respecto a la procedencia de zona endémica del 16% que procedian de zona
endémica un 45% no tenian bocio, un 41% tenian un bocio grado |, un 9% tenian un
bocio grado I, ninguno tenia un bocio grado Il y un 5% tenian un tiroides nodular.
Mientras que del 84% que no procedian de zona endémica, un 49% no tenian bocio,
un 29% tenian un bocio grado I, un 18% tenian un bocio grado II, un 2% tenian un
bocio grado lll y un 2% tenian un tiroides nodular. De los que procedian de zona
endémica un 45% no tenian bocio, mientras que un 50% tenian bocio. Es decir, habia
un mayor porcentaje de pacientes con bocio en los que procedian de zona endémica.
Los pacientes que no procedian de zona endémica tenian un porcentaje de bocio y no
bocio igual del 49%.
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Tabla 18: Distribucion de los pacientes procedentes de zona endémica y relacién con grado de bocio

PROCEDENCIA DE ZONA ENDEMICA
Si 22 (16%) NO 112 (84%)
NO BOCIO 10 (45%) NO BOCIO 55 (49%)
BOCIO | 9 (41%) BOCIO | 33 (29%)
BOCIO Il 2 (9%) BOCIO Il 20 (18%)
BOCIO llI 0 (0%) BOCIO lli 2 (2%)
NODULAR 1 (5%) NODULAR 2 (2%)

2.5 Consumo de yodo y funcioén tiroidea

Si establecemos una relacion entre el consumo de yodo y la funcion tiroidea del
46% que consumen sal yodada, un 14% tenian funcion tiroidea normal, un 2% estaban
hipertiroideos, un 59% tenian un hipotiroidismo subclinico y un 24% tenian un
hipotiroidismo primario. Del 54% que no consumian sal yodada, un 16% estaban
eutiroideos, un 7% estaban hipertiroideos, un 60% manifestaban hipotiroidismo
subclinico y un 18% un hipotiroidismo primario. Los pacientes que consumian yodo
tenian mayor porcentaje de hipotiroidismo que aquellos que no consumian yodo.

Tabla 19: Distribucion de los pacientes con consumo de yodo y relacion con la funcion tiroidea

CONSUMO DE YODO Y FUNCION TIROIDEA

Si CONSUMO 49 (46%)
EUTIROIDEO 7 (14%)
HIPERTIROIDISMO 1(2%)
HIPOTIROIDISMO SUBCLINICO 29 (59%)
HIPOTIROIDISMO PRIMARIO 12 (24%)

Tabla 20: Distribucion de los pacientes sin consumo de yodo y relacién con la funcién tiroidea

NO CONSUMO DE YODO Y FUNCION TIROIDEA

NO CONSUMO 57 (54%)
EUTIROIDEO 9 (16%)
HIPERTIROIDISMO 4 (T%)
HIPOTIROIDISMO SUBCLINICO 34 (60%)
HIPOTIROIDISMO PRIMARIO 10 (18%)

pag. 69



RESULTADOS

2.6 Grado de bocio y funcion tiroidea

Si relacionamos la funcion tiroidea con el grado de bocio del 3% que estaban
hipertiroideos un 14% no presentaban bocio, un 29% tenian un bocio grado |, un 43%
tenian un bocio grado Il, ninguno de los pacientes hipertiroideos tenia un bocio grado
lll'y un 14% tenian un tiroides nodular. Del 14% de pacientes eutiroideos un 36% no
tenian bocio, un 36% tenian un bocio grado I, un 29% tenian un bocio grado Il, ningun
paciente tenia un bocio grado Il y tiroides nodular. Del 59% con hipotiroidismo
subclinico, un 64% no tenian bocio, un 23% tenian un bocio grado I, un 12% tenian un
bocio grado II, ningun paciente tenia un bocio grado Il y un 2% tenian un tiroides
nodular. Del 24% con hipotiroidismo primario un 49% no tenian bocio, un 35% tenian
un bocio grado |, un 12% tenian un bocio grado Il, un 4% tenian un bocio grado lll y
ningun paciente tenia un tiroides nodular. Los pacientes que estaban hipertiroideos
tenian un 72% de bocio, los eutiroideos tenian un porcentaje de bocio del 18%, ese
porcentaje se elevaba al 35% en los que tenian un hipotiroidismo subclinico y al 51%

en los que tenian un hipotiroidismo primario.

Tabla 21: Distribucion de los pacientes hipertiroideos y relacion con el grado de bocio

FUNCION TIRODEA Y GRADO DE BOCIO

HIPERTIROIDEOS 7 (3%)
NO BOCIO 1(14%)
BOCIO | 2 (29%)
BOCIO Il 3 (43%)
BOCIO IlI 0 (0%)
NODULAR 1(14%)

Tabla 22: Distribucion de los pacientes eutiroideos y relaciéon con el grado de bocio

FUNCION TIRODEA Y GRADO DE BOCIO

EUTIROIDEOS 28 (14%)
NO BOCIO 10 (36%)
BOCIO | 10 (36%)
BOCIO I 8 (29%)
BOCIO Il 0 (0%)
NODULAR 0 (0%)
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Tabla 23: Distribucion de los pacientes con hipotiroidismo subclinico y relacién con el grado de bocio

FUNCION TIRODEA Y GRADO DE BOCIO
HIPOTIROIDISMO SUBCLINICO 118 (59%)
NO BOCIO 75 (64%)
BOCIO | 27 (23%)
BOCIO i 14 (12%)
BOCIO Il 0 (0%)
NODULAR 2 (2%)

Tabla 24: Distribucion de los pacientes con hipotiroidismo primario y relacion con el grado de bocio

FUNCION TIRODEA Y GRADO DE BOCIO
HIPOTIROIDISMO PRIMARIO 49 (24%)
NO BOCIO 24 (49%)
BOCIO | 17 (35%)
BOCIO II 6 (12%)
BOCIO Il 2 (4%)
NODULAR 0 (0%)

2.7 Funcion tiroidea y autoinmunidad

Estableciendo una relacion entre la funcion tiroidea y la autoinmunidad del 14%
de pacientes eutiroideos un 89% tenian Ac anti TPO positivos, un 11% negativos, un
57% tenian Ac anti TG positivos y un 43% tenian Ac anti TG negativos, un 46% tenian
ambos positivos, mientras que ningun paciente tenia ambos anticuerpos negativos.
Del 3% de pacientes hipertiroideos un 100% tenian Ac anti TPO positivos, ninguno
tenia Ac anti TPO negativos, un 86% tenian Ac anti TG positivos y un 14% tenian Ac
anti TG negativos, un 86% tenian ambos positivos, mientras que ningun paciente tenia
ambos anticuerpos negativos. Del 58% de pacientes con hipotiroidismo subclinico un
97% tenian Ac anti TPO positivos, un 3% negativos, un 63% tenian Ac anti TG positivos
y un 35% tenian Ac anti TG negativos, un 2% no fueron determinados, un 62% tenian
ambos positivos, mientras que ningun paciente tenia ambos anticuerpos negativos.
Del 24% de pacientes con hipotiroidismo primario un 90% tenian Ac anti TPO positivos,
un 8% negativos y un 2% no determinados, un 63% tenian Ac anti TG positivos y un
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35% tenian Ac anti TG negativos, un 2% no fueron determinados, un 57% tenian

ambos positivos, mientras que un 2% tenian ambos anticuerpos negativos.

Tabla 25: Distribucion de los pacientes hipertiroideos y relacion con la autoinmunidad

FUNCION TIRODEA Y AUTOINMUNIDAD
HIPERTIROIDEOS 7 (3%)
AC ANTI TPO POSITIVOS 7 (100%)
AC ANTI TPO NEGATIVOS 0 (0%)
AC ANTI TG POSITIVOS 6 (86%)
AC ANTI TG NEGATIVOS 1 (14%)
AMBOS POSITIVOS 6 (86%)
AMBOS NEGATIVOS 0 (0%)

Tabla 26: Distribucion de los pacientes eutiroideos y relacion con la autoinmunidad

FUNCION TIRODEA Y AUTOINMUNIDAD

EUTIROIDEO 28 (14%)
AC ANTI TPO POSITIVOS 25 (89%)
AC ANTI TPO NEGATIVOS 3 (11%)
AC ANTI TG POSITIVOS 16 (57%)
AC ANTI TG NEGATIVOS 12 (43%)
AMBOS POSITIVOS 13 (46%)

AMBOS NEGATIVOS 0 (0%)

Tabla 27: Distribucion de los con hipotiroidismo subclinico y relacion con la autoinmunidad

FUNCION TIRODEA Y AUTOINMUNIDAD

HIPOTIROIDISMO SUBCLINICO 117 (58%)
AC ANTI TPO POSITIVOS 114 (97%)
AC ANTI TPO NEGATIVOS 3 (3%)

AC ANTI TG POSITIVOS 74 (63%)

AC ANTI TG NEGATIVOS 41 (35%)
NO DETERMINADO 2 (2%)

AMBOS POSITIVOS 72 (62%)
AMBOS NEGATIVOS 0 (0%)
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Tabla 28: Distribucion de los con hipotiroidismo primario y relacién con la autoinmunidad

FUNCION TIRODEA Y AUTOINMUNIDAD
HIPOTIROIDISMO PRIMARIO 49 (24%)
AC ANTI TPO POSITIVOS 44 (90%)
AC ANTI TPO NEGATIVOS 4 (8%)
NO DISPONIBLE 1 (2%)
AC ANTI TG POSITIVOS 31 (63%)
AC ANTI TG NEGATIVOS 17 (35%)
NO DISPONIBLE 1 (2%)
AMBOS POSITIVOS 28 (57%)
AMBOS NEGATIVOS 1 (2%)

3. Analisis genético de polimorfismos en los genes KEAP1, NFE2L2

e IL10 en pacientes con tiroiditis autoinmune e individuos sanos.

Una vez recogidos los datos clinicos de los pacientes con TA se procedio al
estudio de distintos polimorfismos en los genes KEAP1 (rs1048290, rs11545829),
NFE2L2 (rs2706110) e IL10 (rs1800872) y se comparé la frecuencia de cada uno de
los genotipos de estos polimorfismos en pacientes con un grupo de sujetos sin esta
enfermedad. Los resultados de cada uno de estos polimorfismos se detallan a
continuacion.

2.1 Estudio de polimorfismos en el gen KEAP1 en pacientes con tiroiditis

autoinmune e individuos sanos

2.1.1 Analisis del polimorfismo rs1048290 del gen KEAP1 en individuos con

tiroiditis autoinmune e individuos sanos

En la tabla 29 se analiza la distribucidon genotipica del polimorfismo rs1048290
en los pacientes e individuos sanos y se observd que no existian diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos (p>0,05). Analizando Ila
distribucion de los alelos C y G en estos grupos tampoco se encontraron diferencias

estadisticamente significativas entre pacientes con TA e individuos sanos.
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Tabla 29: Distribucién de las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo rs1048290 del gen KEAP1 estudiada en pacientes

con tiroiditis autoinmune (casos) e individuos sanos (controles).

Genotipo Controles Pacientes p-valor OR (95% IC)
CcC 37 (11%) 23 (11,5%)
GC 149 (44,5%) 99 (49,5%) 0,452 -
GG 149 (44,5%) 78 (39%)
CC+GC 186 (55,5%) 122 (61%)
KEAP1 0,250 | 0,798 (0,559-1,140)
(rs1048290) GG 149 (44,5%) 78 (39%)
CcC 37 (11%) 23 (11,5%)
0,984 | 0,956 (0,550-1,661)
CG+GG 298 (89%) 177 (88,5%)
C 223 (33,3%) 145 (36,3%)
0,357 | 0,877 (0,677-1,137)
G 447 (66,7%) 255 (63,8%)

2.1.2 Analisis del polimorfismo rs11545829 del gen KEAP1 en individuos con

tiroiditis autoinmune e individuos sanos

En la tabla 30 se recoge la distribucion genotipica del polimorfismo rs11545829
del gen KEAP1. Comparando la distribuciéon genotipica entre pacientes con TA e
individuos sanos, se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p=0,034)
entre estos grupos. En concreto, el genotipo CC aparecioé en el 100% de los controles
sanos mientras que aparecia en el 94,5% de los pacientes con TA. El genotipo TC no
aparecio en ninguno de los individuos sin la enfermedad; sin embargo, se encontrd en
8 de los pacientes (4%). Por ultimo, el genotipo TT no se encontré en ninguno de los
controles y si en 3 pacientes (1,5%).

En el estudio de dominancia, se observaron diferencias estadisticamente
significativas (p=0,022) entre los individuos sanos y los pacientes con TA,
observandose como el genotipo TC+TT podria conferir riesgo al encontrarse en 11
pacientes (5,5%) y en ninguno de los controles.

Por ultimo, se estudié la distribucion alélica de este polimorfismo en estos
grupos encontrandose diferencias estadisticamente significativas (p=0,008). Con
estos resultados, se observa como el alelo T podria conferir riesgo para TA al
encontrarse en 14 pacientes (3,5%) y ninguno de los controles.
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Tabla 30: Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo rs11545829 del gen KEAP1 estudiada en

pacientes con tiroiditis autoinmune (casos) e individuos sanos (controles).

Genotipo Controles Pacientes p-valor OR (95 IC)
CcC 119 (100%) 189 (94,5%)
TC 0 (0%) 8 (4%) -
T 0 (0%) 3 (1,5%)
KEAP1 CC+TC 119 (100%) 197 (98,5%) 0,46 i
(rs11545829) 1T 0 (0%) 3 (1,5%)
cC 119 (189%) 189 (94,5%) i
TC+TT 0 (0%) 11 (5,5%)
C 238 (100%) 386 (96,5%) i
T 0 (0%) 14 (3,5%)

2.2 Estudio del polimorfismo rs2706110 en el gen NFE2L2 en pacientes con

tiroiditis autoinmune e individuos sanos

En la tabla 31 se recoge la distribucion genotipica y alélica del polimorfismo

rs2706110 del gen NFE2L2 en pacientes con tiroiditis autoinmune e individuos sanos.
Como se puede observar en las distintas tablas, no existen diferencias significativas
entre ambos grupos, encontrandose frecuencias genotipicas y alélicas similares entre
individuos con o sin esta patologia.

Tabla 31: Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo rs2706110 del gen NFE2L2 estudiada en

pacientes con tiroiditis autoinmune (casos) e individuos sanos (controles).

‘ SNP Genotipo Controles Pacientes p-valor OR (95% CI)
TT 206 (61,5%) 121 (60,8%)
CT 121 (36,1%) 71 (35,7%) 0,747 -
CcC 8 (2,4%) 7 (3,5%)
TT+CT 327 (97,6%) 192 (96,5%)
NRF2 oo e 7 (3.5% 0,622 | 1,490 (0,532-4,174)
(rs2706110) EA7) (27
TT 206 (61,5%) 121 (60,8%)
0,947 | 1,029 (0,718-1,475)
CT+CC 129 (38,5%) 78 (39,2%)
T 533 (79,6%) 313 (69,6%)
0,783 | 1,057 (0,779-1,443)
C 137 (20,4%) 137 (21,4%)
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2.3 Analisis del polimorfismo rs1800872 en el gen IL10 en pacientes con tiroiditis

autoinmune e individuos sanos

En la tabla 32 se muestra la distribucién genotipica y alélica del polimorfismo en
los pacientes y los individuos sanos. Comparando la frecuencia de cada genotipo, no
se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos. En el
caso de la distribucion alélica de los alelos C y G, se encontraron frecuencias similares
entre ambos grupos.

Tabla 32: Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo rs1800872 del gen /L1710 estudiada en pacientes

con tiroiditis autoinmune (casos) e individuos sanos (controles).

‘ SNP Genotipo Controles Pacientes p-valor OR (95% CI)
GG 141 (57,1%) 115 (57,2%)
TG 94 (38,1%) 69 (34,3%) 0,267 -
1T 12 (4,9%) 17 (8,5%)
GG+TG 235 (95,1%) 184 (91,5%)
IL10 0,178 1,809 (0,843-3,883)
(rs1800872) 1T 12 (4,9%) 17 (8,5%)
GG 141 (57,1%) 115 (57,2%)
0,945 0,995 (0,683-1,449)
TG+TT 106 (42,9%) 86 (42,8%)
G 376 (76,1%) | 299 (74,4 %)
0,602 1,098 (0,809-1,489)
T 118 (23,9%) 103 (25,6%)

4. Analisis de los polimorfismos en los genes KEAP1, NFE2L2 e IL10
en pacientes con tiroiditis autoinmune atendiendo a los datos

clinicos

3.1 Estudio de los polimorfismos en los genes KEAP1, NFE2L2 e IL10 en

pacientes con tiroiditis autoinmune con bocio e individuos sanos

Una vez estudiado la distribucion genotipica y alélica de los distintos
polimorfismos en pacientes e individuos sanos, se estudid si podria existir alguna
diferencia entre los distintos polimorfismos en pacientes con TA con bocio e individuos
sin la enfermedad. Como se observa en la tabla 33, existen diferencias
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estadisticamente significativas (p=0,034) entre pacientes con TA y bocio e individuos
sanos. El genotipo TC+TT podria conferir riesgo frente a la aparicion de TA con bocio
(p=0,032) dado que se encuentra en 5 pacientes (5,6%) y en ninguno de los controles.

En el analisis de la distribucion alélica también se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos (p=0,007). El alelo T podria
conferir riesgo frente al desarrollo de TA con bocio estando presente en 7 pacientes
(3,9%) y ninguno de los controles. Para los polimorfismos de los genes NFE2L2, de
IL10 y el polimorfismo rs1048290 de KEAP1 no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre la distribucién genotipica o alélica en pacientes
con TA y bocio e individuos sanos (Tablas 34,35 y 36).

Tabla 33: Distribucién de las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo rs11545829 del gen KEAP1 estudiada en

pacientes con tiroiditis autoinmune con bocio (casos) e individuos sanos (controles).

Controles

OR (95% IC)

p-valor

cc 85 (94,4%) | 119 (100%)
TC 3 (3,3%) 0 (0%) -
T 2 (2,2%) 0 (0%)
CC+TC | 88(97.8%) | 119(100%) | o 4o ]
KEAP1 TT 2 (2,2%) 0 (0%) ’
(rs11545829) ™ 85 (94,4%) | 119 (100%)
TC+TT | 5(5,6%) 0 (0 %) ”
C 173 (96,1%) | 238 (100%) )
T 7 (3,9%) 0 (0%)

Tabla 34: Distribucién de las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo rs1048290 del gen KEAP1 estudiada en pacientes

con tiroiditis autoinmune con bocio (casos) e individuos sanos (controles).

\ SNP Genotipo Bocio Controles p-valor OR (95% IC)
cC 34 (38,2%) 149 (44,5%)
GC 48 (53,9%) | 149 (44,5%) | 0262 -
GG 7 (7,9%) 37 (11%)
(o) [v)
KEAP1 ceree 82 (92,1%) 298 (89%) 0,497 1,454 (0,625-3,383)
(rs1048290) GG 7(7,9%) 37 (11%)
cc 34 (38,2%) 149 (44.5%) | 4 346 0,772 (0,478-1,246)
CG+GG | 55 (61,8%) 186 (55,5%)
C 116 (65,2%) | 447 (66,7%) | 4 765 0,933 (0,659-1,322)
G 62 (34,8%) | 223 (33,3%)
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Tabla 35: Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo rs2706110 del gen NFE2L2 estudiada en

pacientes con tiroiditis autoinmune con bocio (casos) e individuos sanos (controles)

\ SNP Genotipo Bocio Controles p-valor OR (95% IC)
TT 2 (2,2%) 8 (2,4%)
CT 33(36,7%) | 121 (36,1%) 0,992 -
CcC 55 (61,1%) 206 (61,5%)
o 0,
NFE2L2 TT+CT 35 (38,9%) 129 (38,5%) 1 1,016 (0,630-1,638)
(rs2706110) CcC 55 (61,1%) 206 (61,5%)
o] 0]
i 2(2,2%) 8 (2,4%) 1 0,929 (0,194-4,453)
CT+CC 88 (97,8%) 327 (97,6%)
o 0,
T 37 (20,6%) 137 (20,4%) 1 1,007 (0,670-1,513)
C 143 (79,4%) | 533 (79,6%)

Tabla 36: Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo rs1800872 del gen /L1710 estudiada en pacientes

con tiroiditis autoinmune con bocio (casos) e individuos sanos (controles).

\ SNP Genotipo Bocio Controles p-valor OR (95% IC)
GG 54 (60%) 141 (57,1%)
TG 31 (34,4%) 94 (38,1%) 0,822 -
TT 5 (5,6%) 12 (4,9%)
0, 0,
s GG+TG | 85(94,4%) 235 (95,1%) ] 0,868 (0,297-2,537)
(rs1800872) 1T 5 (5,6%) 12 (4,9%)
GG 54 (60%) 141 (57,1%) 0,723 1,128 (0,690-1,843)
TG+TT 36 (40%) 106 (42,9%) ’ ' ’ ’
G 139 (77.2%) 376 (76,1%) 0,843 1,064 (0,710-1,595)
T 41 (22,8%) 118 (23,9%) ’ ’ ’ ’

3.2 Estudio de los polimorfismos en los genes KEAP1, NFE2L2 e IL10 en

pacientes con tiroiditis autoinmune sin bocio e individuos sanos

A continuacion, se estudid si podrian existir diferencias entre los pacientes con
TA sin bocio e individuos sin la enfermedad para los diferentes polimorfismos
estudiados.

Como se observa en la tabla 37, existen diferencias estadisticamente
significativas (p=0,035) entre pacientes con TA sin bocio e individuos sanos. En el
analisis de dominancia se puede apreciar que los genotipos TC+TT se encuentran en
un 5,5% de los pacientes con TA sin bocio mientras que no se encuentran en ninguno
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de los individuos sin la enfermedad, por lo que dicho genotipo podria conferir riesgo a
desarrollar TA en individuos sin bocio (p-valor 0,029). En las distribuciones alélicas
también se encuentran diferencias estadisticamente significativas (p-valor 0,016). El
alelo T estaria en 7 pacientes (3,2%) y en ninguno de los controles sanos por lo que
dicho alelo conferiria riesgo para TA sin bocio.

En el resto de los polimorfismos estudiados, no se hallaron diferencias
estadisticamente significativas entre pacientes con TA sin bocio y controles. (Tablas

38,39 y 40)

Tabla 37: Distribucién de las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo rs11545829 del gen KEAP1 estudiada en

pacientes con tiroiditis autoinmune sin bocio (casos) e individuos sanos (controles).

‘ SNP Genotipo No bocio ‘ Controles ‘ p-valor OR (95% IC)
cC 103 (94,5%) 119 (100%)
TC 5 (4,6%) 0 (0%) -
TT 1(0,9%) 0 (0 %)
KEAP1 CC+TC 108 (99,1%) | 119 (100 %) 0,965 i
(rs11545829) T 1(0,9%) 0(0 %)
cC 103 (94,5%) | 119 (100 %)
TC+TT 6 (5,5%) 0 (0 %) ]
C 211 (96,8%) | 238 (100 %)
T 7 (3,2%) 0 (0 %) ]

Tabla 38: Distribucién de las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo rs1048290 del gen KEAP1 estudiada en pacientes

con tiroiditis autoinmune sin bocio (casos) e individuos sanos (controles).

\ SNP Genotipo No bocio Controles p-valor OR (95% IC)
CcC 44 (40%) 149 (44,5%)
GC 51 (46,4%) 149 (44,5%) 0,630 -
GG 15 (13,6%) 37 (11%)
0, 0,
KEAP1 CC+GC 95 (86,4%) 298 (89%) 0,573 |1,272(0,669-2,419)
(rs1048290) GG 15 (13,6%) 37 (11%)
o] 0,
cC 44 (40%) 149 (44,5%) 0,477 1,202 (0.775-1,862)
CG+GG 66 (60%) 186 (55,5%)
0] 0,
C 139 (63.2%) 447 (66,7%) 0,380 1168 (0,850-1,605)
G 81 (37%) 223 (33,3%)
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Tabla 39: Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo rs2706110 del gen NFE2L2 estudiada en

pacientes con tiroiditis autoinmune sin bocio (casos) e individuos sanos (controles).

\ SNP Genotipo No bocio Controles p-valor OR (95% CI)
TT 5 (4,6%) 8 (2,4%)
CT 37 (34,3%) | 121(36,1%) 0,478 -
CcC 66 (61,1%) | 206 (61,5%)
0, 0,
NFE2L2 TT+CT 42 (38,9%) | 129 (38,5%) 1 0,984 (0,631-1,536)
(rs2706110) CcC 66 (61,1%) | 206 (61,5%)
i 5 (4,6%) 8 (2.4%) 0,383 0,504 (0,161-1,574)
CT+CC | 103(95,4%) | 327 (97,6%) ’ ’ ’ ’
T 47 (21,8%) | 137 (20,4%) 0,751 0,924 (0,636-1,343)
C 169 (78,2%) | 533 (79,6%) ' ’ ' '

Tabla 40: Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo rs1800872 del gen IL 10 estudiada en pacientes

con tiroiditis autoinmune sin bocio (casos) e individuos sanos (controles).

SNP Genotipo

No bocio Controles p-valor

OR (95% IC)

GG 61(55,5%) | 141 (57.1%)
TG 37 (33,6%) 94 (38,1%) 0,101 -
TT 12 (10,9%) 12 (4,9%)
0, 0,
IL10 CC+TG | 98(89,1%) | 235(95.1%) 0,060 2,398 (1,041-5,522)
(rs1800872) TT 12 (10,9%) 12 (4.9%)
0, 0,
GG 61(55,5%) | 141 (57.1%) 0.864 1,069 (0,680-1,680)
TG+TT | 49 (44,5%) | 106 (42.9%)
G 159 (72,3%) | 376 (76.1%)
T 6127.7%) | 118 (23.9%) 0,317 1,222 (0,853-1,753)

3.3 Estudio de los polimorfismos en los genes KEAP1, NFE2L2 e IL10 en

pacientes con tiroiditis autoinmune que presentan o no tienen bocio

En las tablas 41,42,43 y 44 se recogen las frecuencias genotipicas y alélicas de
KEAP1 (rs1048290), NFE2L2 (2706110) e IL10 (rs1800872) en pacientes con TA con
y sin bocio. En ninguno de los polimorfismos estudiados, se encuentran diferencias

significativas entre los pacientes en funcion de si presentan o no bocio.

Tabla 41: Distribucién de las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo rs1048290 del gen KEAP1 estudiada en pacientes
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con tiroiditis autoinmune con bocio y pacientes con tiroiditis autoinmune sin bocio.

Genotipo No bocio p-valor OR (95% IC)
cC 34 (38,2%) 44 (40%)
GC 48 (53,9%) 51 (46,4%) 0,352 -
GG 7 (7,9%) 15 (13,6%)
CC+GC 82 (92,1%) 95 (86,4%)
KEAP1 . . 0,288 1,850 (0,719-4,757)
(rs1048290) GG 7 (7,9%) 15 (13,6%)
cC 34 (38.2%) 44 (40%)
0,911 0,927 (0,523-1,645)
CG+GG 55 (61.8%) 66 (60%)
Cc 116 (65,2%) 139 (63,2%)
0,760 1,090 (0,722-1,647)
G 62 (34,8%) 81 (36,8%)

Tabla 42: Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo del gen KEAP1 (rs11545829) estudiada en

pacientes con tiroiditis autoinmune con bocio y pacientes con tiroiditis autoinmune sin bocio.

‘ SNP Genotipo Bocio No bocio p-valor OR (95% CI)
CcC 85 (94,4%) 103(94,5%)
TC 3(3,3%) 5 (4,6%) 0,687 -
TT 2 (2,2%) 1(0,9%)
KEAP1 CC+TC 88 (97,8%) 108 (99,1%) 0.867 0,407 (0,036-
(rs11545829) T 2(2,2%) 1(0,9%) ’ 4,567)
CcC 85 (94,4%) 103 (94,5%) ’ 0,990 (0,292-
TC+TT 5(5,6%) 6 (5,5%) 3,358)
C 173 (96,1%) | 211 (96,8%) 0927 0,820 (0,282-
T 7 (3,9%) 7 (3,2%) ’ 2,383)

Tabla 43: Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo del gen NFE2L2 (rs2706110) estudiada en

pacientes con tiroiditis autoinmune con bocio y pacientes con tiroiditis autoinmune sin bocio.

Genotipo Bocio No bocio p-valor OR (95% CI)
TT 2 (2,2%) 5 (4,6%)
CT 33 (36,7%) 37 (34,3%) 0,642 -
CcC 55 (61,1%) 66 (61,1%)
TT+CT 9 42 9
NFE2L2 C 35 (38,9%) (38,9%) 1 1(0,563-1,775)
(rs2706110) CcC 55 (61,1%) 66 (61,1%)
TT 2(2,2%) 5 (4,6%)
0,598 |(0,468(0,089-2,473)
CT+CC 88 (97,8%) 103 (95,4%)
T 37 (20,6%) 47 (21,8%) 0.866 0,930 (0,573-
C 143 (79,4%) 169 (78,2%) ’ 1,511)
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Tabla 44: Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo del gen IL 10 (rs1800872) estudiada en pacientes

con tiroiditis autoinmune con bocio y pacientes con tiroiditis autoinmune sin bocio.

SNP

Genotipo

No bocio

p-valor

OR (95% Cl)

GG 54 (60%) | 61(53.7%)
TG 31(34,4%) | 37(35.2%) | 0,395 -

TT 5 (5,6%) 12 (11.1%)
GG+TG | 85(94,4%) | 98 (88.9%)

IL 10 0,273 2,082 (0,705-6,148)
(rs1800872) TT 5 (5,6%) 12 (11.1%)
GG 54 (60%) | 61(53.7%)

0,685 1.205 (0,685-2.,120)
TG+TT 36 (40%) | 49 (46.3%)
G 139 (77,2%) | 159 (71.3%)

0,824 1,301 (0,824-2,053)
T 41(22,8%) | 61 (28.7%)

3.4 Estudio de los polimorfismos en los genes KEAP1, NFE2L2 e IL10 en

pacientes con tiroiditis autoinmune eutiroideos e hipotiroideos

En las tablas 45,46,47 y 48 se recogen las frecuencias genotipicas y alélicas de
los polimorfismos de los genes KEAP1 (rs1048290, rs11545829), NFE2L2 (rs2706110)
e IL10 (rs1800872) y se comparan las frecuencias en pacientes con tiroiditis
autoinmune eutiroideos e hipotiroideos. Las frecuencias de los distintos polimorfismos

son similares en ambos tipos de pacientes.

Tabla 45: Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo rs1048290 del gen KEAP1 estudiada en pacientes

con tiroiditis autoinmune eutiroideos frente a pacientes con tiroiditis autoinmune hipotiroideos

Genotipo @ Eutiroideo Hipotiroideo p-valor OR (95% IC)
cc 12 (42,9%) 64 (38,8%)
GC 14 (50%) 82 (49,7%) 0,77 -
GG 2 (7,1%) 19 (11,5%)
0, o,
KEAP1 CCrGC | 26 (92,9%) 146 (38,8%) 0,720 | 1,692 (0,372-7,701)
(rs1048290) GG 2 (7,1%) 19 (61,2%)
cC 12 (42,9%) 64 (63,6%) 0,843 | 1,184 (0,526-2,664)
CG+GG | 16 (57,1%) 101 (36,4%) ’ ’ ’ ’
C 38 (67,9%) 210 (63%) 0,647 | 1,206 (0,659-2,207)
G 18 (32,1%) 120 (37%) ’ ’ ’ ’
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Tabla 46: Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo rs11545829 del gen KEAP1 estudiada en

pacientes con tiroiditis autoinmune eutiroideos frente a pacientes con tiroiditis autoinmune hipotiroideos.

Genotipo Eutiroideo Hipotiroideo

p-valor

OR (95% IC)

cC 25 (92,6%) | 159 (95,8%)
TC 1(3,7%) 5 (3%) 0,609 -
TT 1(3,7%) 2 (1,2%)
0, 0,
KEAP1 CC+TC | 26 (96,3%) | 164 (98,8%) 0,892 0,317 (0,028-3,623)
(rs11545829) | TT 13.7%) | 2(1.2%)
cc 25(92,6%) | 159 (95.8%) | 544 0,550 (0,108-2,800)
TC+TT | 2(7,4%) 7 (4,2%) ’ ’ ’ ’
c 51(94.4%) | 323 (97.3%) | 487 0,474 (0,124-1,808)
T 3 (5,6%) 9 (2,7%) ’ ’ ’

Tabla 47: Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo rs2706110 del gen NFE2L2 estudiada en

pacientes con tiroiditis autoinmune eutiroideos frente a pacientes con tiroiditis autoinmune hipotiroideos.

SNP Genotipo Eutiroideo Hipotiroideo @ p-valor OR (95% IC)
TT 0 (0%) 7 (4,3%)
CT 9(32,1%) | 60 (36,6%) 0,443 -
CcC 19 (67,9%) [ 97 (59,1%)
(0] 0,
NFE2L2 TT+CT | 9(32,1%) 67 (40,9%) 0,508 0,686 (0,293-1,608)
(rs2706110) CcC 19 (67,9%) [ 97 (59,1%)
o] 0,
i 0(0%) 7 (4,3%) 0,570 0,401 (0,022-7,258)
CT+CC | 28(100%) | 157 (95,7%)
0] 0,
T 9(16,1%) 74 (22,6%) 0,36 0,657 (0,308-1,404)
C 47 (83,9%) | 254 (77,4%)

Tabla 48: Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo rs1800872 del gen IL 10 estudiada en pacientes

con tiroiditis autoinmune eutiroideos frente a pacientes con tiroiditis autoinmune hipotiroideos.

SNP Genotipo Eutiroideo Hipotiroideo OR (95% IC)
GG 17 (60,7%) 96 (57,8%)
TG 9 (32,1%) 55 (33,1%) 0,933 -
TT 2 (7,1%) 15 (9%)
0, 0,
1L10 GG+TG 26 (92,9%) 151 (91%) ] 1,201 (0.279-5,982)
(rs1800872) 1T 2 (7,1%) 15 (9%)
GG 17.(60,7%) 9 (57,8%) 0,937 1,127 (0,497-2,555)
TG+TT 11 (39,3%) 70 (42,2%)
G 43 (76,8%) 247 (74,4%) 0,830 1,138 (0,584-2,219)
T 13 (23,2%) 85 (25,6%) ’ ’ ’ ’
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1. Discusion de datos clinicos

La tiroiditis autoinmune es una enfermedad con una incidencia de 0,3-1,5 casos
por cada 1000 personas (1). Aproximadamente el 20-30% de los pacientes sufren
TH(12). Los antecedentes familiares no son los unicos factores que influyen en el
desarrollo de la TA. De hecho, los factores ambientales también presentan un papel
clave para el desarrollo de esta patologia. En un gran estudio sueco de gemelos se
establecia una heredabilidad estimada de 0,64 (16). Brix et al. mostraron en gemelos
daneses que los gemelos monocigéticos exhibian una tasa de concordancia de mas
del 50%, mientras que los gemelos dicigéticos mostraban ausencia de concordancia
(17). Al igual que lo descrito en la bibliografia, en nuestra poblacion en estudio un 55%

de los pacientes presentaban antecedentes familiares.

En cuanto a la clinica, el bocio es la caracteristica mas relevante de la tiroiditis
de Hashimoto en su forma bocidégena. En la forma atrofica, que se considera el
resultado final de la destruccion autoinmunitaria del tiroides, no se observa bocio. La
tiroiditis autoinmune atrofica puede corresponder a una fase final del fallo tirodeo. La
variante fibrosa representa menos del 10% de todas las formas de TA y ya fue descrita
en uno de los cuatro pacientes reportados inicialmente por el Dr. Hashimoto en
1912(3).En nuestra cohorte de pacientes un 53% no tenian bocio, un 27% tenian un
bocio grado | y tan s6lo un 16% tenian un bocio grado Il/11l, esto pone de manifiesto en
concordancia con lo que comentaremos mas adelante que los pacientes de nuestro
estudio han sido diagnosticados en una etapa temprana de la enfermedad, sin un

aumento compensador del tiroides importante en forma de bocio.

Los factores ambientales tienen un factor desencadenante de la TA ya que su

prevalencia es mayor en zonas con ingesta adecuada de yodo.

La OMS y la International Council for the Control of lodine Deficiency Disorders

(ICCIDD) consideran que un pais puede tener un adecuado aporte de yodo cuando
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mas del 90% de las familias consumen sal yodada (127). Los estudios realizados en
poblacidn adulta y en poblacion infantil muestran que el consumo de sal yodada es del
44% vy del 69% respectivamente (128), cifras lejanas del 90% recomendado por la
OMS. La OMS incluy6 a Espafia entre los paises con una éptima nutricion de yodo
donde el progresivo incremento del conocimiento y la aceptacion por gran parte de los
meédicos de los efectos beneficiosos de la yodoprofilaxis y la adecuada transmisién de
esta informacién a la poblacién, mediante diferentes campafias sanitarias divulgativas,
han contribuido de forma importante a la correccion del déficit de yodo en nuestro pais.
En un analisis realizado sobre la deficiencia de yodo en la provincia de Salamanca en
el ano 1973, Gonzalez Villaron y Col encuentran una incidencia media del 38% en las
localidades situadas en la Sierra de Bejar y en la de Francia (129).

En nuestra cohorte de pacientes un 47% desconocian si consumia sal yodada,
este porcentaje incluye también los casos en los que no se recoge informacion sobre
el consumo en la historia clinica mientras que un 25% si reconocen el consumo de sal
yodada y un 28% refieren no consumir sal yodada de forma habitual. Este porcentaje
de consumo de sal yodada es inferior al consumo de sal yodada referido del 44% en

adultos en los estudios mencionados.

Los resultados de las pruebas mas frecuentes de funcidn tiroidea dependen de
la fase de la enfermedad. Rara vez las pruebas pueden sugerir una hiperfuncion
tiroidea con una TSH suprimida, pero sin evidencia de aumento de la produccién de la
hormona. Las concentraciones séricas de T4 y de T3 pueden permanecer normales.
En esta fase, el paciente puede estar eumetabdlico. Conforme aumenta la TSH, la
respuesta glandular compensa inicialmente la alteracion de la biosintesis de las
hormonas. Con el tiempo, la capacidad del tiroides para responder a la TSH disminuye
y la concentracion de T4 sérica disminuyen a valores inferiores a los normales. Sin
embar go, la concentracion sérica de T3 puede estar significativamente aumentada, lo
que probablemente refleja una estimulacion maxima por la elevacién de la TSH de un
tiroides que ya esta fallando. Las fases iniciales de la secuencia de inicio, cuando la
TSH sérica esta aumentada, pero laT4 y la T3 aun estan normales, se denominan
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hipotiroidismo subclinico. La tasa de evolucidn hacia el hipotiroidismo en pacientes con
niveles de TSH ligeramente elevados y Ac positivos es alrededor del 5% anual. Una
vez que el hipotiroidismo se desarrolla suele ser permanente en la mayoria de los

pacientes.

De los pacientes de nuestro estudio, el 14% estaban eutiroideos, un 59 %
mostraban un hipotiroidismo subclinico mientras que un 24 % tenian hipotiroidismo. El
hecho de que de nuestra cohorte de pacientes sélo un 24 % tenian hipotiroidismo
manifiesto, probablemente esta en relacion con el hecho de que la evolucidén a
hipotiroidismo manifiesto es extremadamente lenta en el tiempo como indican los
diferentes estudios (130) y con el diagndstico de la enfermedad en una etapa
temprana, puesto que la edad media al diagndstico de nuestros pacientes era de 40
anos. En un estudio de seguimiento de 20 anos de la cohorte de Whickham, se
desarrollé hipotiroidismo clinico o bioquimico en el 55% de las mujeres que
inicialmente tenian pruebas positivas para anticuerpos tiroideos y valores elevados de
tirotropina sérica (>6 mU por litro), pero valores de tiroxina sérica normales (una tasa
de progresion del 4,3 por ciento por afio). Entre las mujeres que inicialmente tenian un
valor elevado de tirotropina sérica o anticuerpos tiroideos (pero no ambos), las tasas
de progresion a los 20 afios fueron del 2,6% anual entre los sujetos con valores
elevados de tirotropina sérica y del 2,1% anual entre los que tenian anticuerpos
antitiroideos, lo que resulté en tasas de hipotiroidismo manifiesto del 33 y el 27%,

respectivamente, al final del periodo de seguimiento (130).

En referencia a la poblacion seleccionada para nuestro estudio, la positividad
de los Ac anti TG es del 61%, lo cual se corresponde con el porcentaje de positividad
de dichos anticuerpos descrito en la bibliografia que estaria en un rango entre 60 y
80%(1).

Respecto a la positividad de los Ac anti TPO nuestros pacientes tenian un
porcentaje de positividad del 95%, lo cual concuerda con los datos de la bibliografia
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que demuestra que los pacientes con TA presentan un 95% de positividad de Ac anti
TPO (1).

2. Polimorfismos en las vias de senalizacidén antioxidante y su papel
enlaTA

Un exceso descontrolado de especies reactivas de oxigeno (ROS) puede
causar estrés oxidativo, un factor involucrado en la patogénesis de un amplio espectro
de enfermedades, incluyendo inflamacion y cancer. En diferentes estudios se ha
demostrado que la via de sefalizacién antioxidante que comprende el factor de
transcripcion NRF2 y su inhibidor citoplasmatico KEAP1, es el principal mecanismo

empleado por el tiroides para su defensa antioxidante.

Los polimorfismos de cambio de nucleotido unico pueden alterar la funcidn de
las proteinas, por lo que SNPs en los genes que codifican NRF2 y KEAP1 podrian
alterar la funcidon antioxidante en patologias tiroidea como la TA. En la bibliografia
revisada hasta el momento, no se ha encontrado relacion entre los polimorfismos que
hemos estudiado rs1048290 exdn 4 y 11545829 exon 5 de KEAP1, ni rs2706110
3'region de NFE2L2 y el riesgo de TA. Puesto que este gen esta relacionado con la
via de senalizacion NRF2 y se ha relacionado dicha via en los ultimos afos con
diversas patologias tiroideas, como la autoinmunidad, el bocio, el hipotiroidismo, el
hipertiroidismo y el cancer (78), nos planteamos la posibilidad de que los polimorfismos
de NFE2L2 y KEAP1 podrian conferir un aumento del riesgo de TA.

Ciertos polimorfismos de NRF2 se han relacionado ademas con otras
enfermedades autoinmunes como el LES y el vitiligo (104,107).

Otros estudios han encontrado relacion entre mutaciones en genes que
codifican proteinas de dicha via de senalizacion y enfermedades relacionadas con el
tiroides como el CPT. De hecho, en el estudio de Danilovic DLS et al. se ha encontrado
la presencia de mutaciones en el gen KEAP1 en un subconjunto de CPT. A pesar de
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no haber investigado directamente su papel funcional en la génesis tumoral tiroidea, la
presencia de mutaciones en regiones que codifican areas funcionales importantes de
KEAP1 y el aumento de la expresion de la proteina nuclear NRF2 de los tumores
mutados sugieren que la interrupcion de la interaccion inhibidora de NRF2-KEAP1
podria contribuir al desarrollo o progresion de los CPT (86).

Como se describié previamente, KEAP1 se ha relacionado con distintas
enfermedades tiroideas como bocio multinodular no toxico familiar, pero en la literatura
revisada no se ha encontrado ningun articulo hasta la actualidad que lo relacione con
el riesgo aumentado de TA. Lo que se observé en dichos estudios es que las
mutaciones con pérdida de funcién de KEAP1, conlleva un aumento de expresion de
NRF2 que podria ser una causa de bocio multinodular no téxico hereditario (79,80). En
nuestro estudio encontramos diferencias estadisticamente significativas en la
distribucion genotipica y alélica del polimorfismo rs11545829 de KEAP1. El genotipo
TC+TT podria conferir riesgo para TA. El alelo T podria conferir riesgo para TA.

En la bibliografia revisada no hemos encontrado relacion entre polimorfismos
en el gen KEAP1 y la TA. No obstante, en modelos animales se ha demostrado una
relacion entre bajos niveles del gen KEAP1 y el hipotiroidismo subclinico o el bocio.
Los niveles elevados de TSH con niveles normales de T4, que se observaban en
ratones con niveles disminuidos de KEAP1(KEAP1 KD), son indicativos de una forma
leve de hipotiroidismo, denominada hipotiroidismo subclinico. Parece por lo tanto que
niveles disminuidos de KEAP1 se relacionan con hipotiroidismo subclinico alteracion
de la funcion tiroidea que encontramos en fases iniciales de la TA. Se ha demostrado
ademas que los ratones KEAP1 KD, a través de una activacion de la via NRF2, estan
protegidos contra enfermedades metabdlicas como obesidad, resistencia a la insulina
y diabetes tipo 2, asi como una enfermedad autoinmune como la diabetes tipo 1 (78).
La disminucion de KEAP1 que conlleva una activacion de NRF2 protegeria contra el
dafo oxidativo intratiroideo. Existiendo en modelos animales descritas estas
interacciones, podria establecerse como hipotesis que el polimorfismo estudiado
provoque algun tipo de modificacion en la proteina que implique niveles disminuidos
de KEAP1 que igual que protegen en modelos animales de otras enfermedades
autoinmunes generen proteccion frente a TA. El polimorfismo rs11545829, se localiza
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en el exdn 5 y da lugar a una mutacion silenciosa. No obstante, hay estudios que
demuestran que estas mutaciones pueden influenciar la expresion de las proteinas y
la maduracién del RNA. Se han asociado con cambios en los niveles de expresion de
la proteina. Esta hipotesis requeriria de futuros estudios para confirmar la relacion del
polimorfismo identificado en nuestro estudio y su relacion con TA.

En un estudio reciente se demostré con modelos animales que la pérdida de
funcion de KEAP1 puede causar bocio, aunque no necesariamente con una apariencia
nodular. Se describié una disminucion de los niveles plasmaticos de T4, que se
normalizaron en los ultimos afos, aparentemente por el aumento de los niveles
plasmaticos de la TSH. Estos hallazgos sugieren que la activacion genética de NRF2
puede tener consecuencias negativas para la glandula tiroides (78).

En el analisis por subgrupos encontramos diferencias estadisticamente
significativas entre el polimorfismo rs11545829 de KEAP1, el genotipo TC+TT podria
conferir riesgo frente a la aparicion de TA con bocio. El alelo T podria conferir riesgo
frente al desarrollo de TA con bocio. En cuanto al estudio del polimorfismo rs11545829
de KEAP1 en pacientes con TA sin bocio, encontramos también diferencias
estadisticamente significativas. El genotipo TC+TT podria conferir riesgo a desarrollar
TA sin bocio. El alelo T conferiria riesgo para TA sin bocio.

La via de senalizacion KEAP1/NRF2 se ha relacionado con el carcinoma papilar de
tiroides. En un estudio se ha encontrado niveles elevados de NRF2 en el CPT, pero
no se correlacionaron con los de KEAP1(77) , en otro estudio, sin embargo, los analisis
inmunohistoquimicos del CPT con mutaciones de KEAP1 revelaron una
sobreexpresion de NRF2 en comparacion con el tejido tiroideo benigno adyacente, lo
que sugiere un papel potencial de KEAP1 en la tumorigénesis tiroidea (86).

Un posible mecanismo relacionado con el CPT seria la metilacion del promotor
de KEAP1. Se han encontrado en diferentes estudios mutaciones de KEAP1 en CPT
y relacionadas con enfermedad mas agresiva y en pacientes con caracteristicas de
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mal prondstico (metéstasis en ganglios linfaticos, extension extra tiroidea y

enfermedad metastasica a distancia) (86).

En el caso de los demas polimorfismos estudiados no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en la distribucion genotipica y alélica en los
polimorfismos rs2706110 del gen NFE2L2 ni en el polimorfismo rs1048290 de KEAP1.
Puesto que se ha visto relacién entre TA y CPT y este y la via de sefalizacion
NRF2/KEAP1, seria una posible via de futuros estudios investigar dichos
polimorfismos de KEAP1 y NRF2 en pacientes con TA y carcinoma papilar de tiroides,
para ver si podrian estar relacionados dichos polimorfismos con el carcinoma papilar

tiroideo.

Diversos estudios proponen que polimorfismos genéticos que alteran la
expresion de citoquinas podrian estar relacionados con el riesgo de TA. IL-10 es una
citocina que suprime la produccién de citocinas antiinflamatorias y la autoinmunidad
por lo que polimorfismos en el gen que codifica esta citocina podria alterar su funcion
y aumentar la respuesta inflamatoria. En concreto, la relacién de polimorfismos en este
gen con la enfermedad tiroidea autoinmune se ha estudiado en un metaanalisis (109).
En este estudio, se establece la relacion entre la enfermedad tiroidea autoinmune y los
polimorfismos de IL10 (-1082G/A (rs1800896), -819C/T (rs1800871) y -592C/A
(rs1800872)) y encontrd que el polimorfismo rs1800896 presentaba una asociacion
significativa entre la enfermedad tiroidea autoinmune en concreto el alelo G y el
genotipo GC+GA en poblacion asiatica, no asi en poblacién del Oriente Medio. Este
metaanalisis no encontrd asociacion entre los alelos -819C y -592C y la enfermedad
tiroidea autoinmune (109). En nuestro trabajo, no se encontré una relacion entre el
polimorfismo rs1800872 de IL 10 y el riesgo de TA, lo que coincide con el resultado
encontrado en el metaanalisis previamente descrito. En un estudio la combinacion del
genotipo AA de 3'UTRIL-12B con GG de —-1082IL-10 se asocio con un riesgo tres veces
mayor de desarrollar TA en comparacién con la presencia del alelo 3'UTR C (AC+CC)
y simultaneamente con el genotipo AA de -1082IL-10. El polimorfismo de IL 10
(rs1800896) mostré una frecuencia significativamente mas alta del genotipo GG
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homocigoto en pacientes con TA y el genotipo CC con TA eutiroidea (108). En otro
estudio se concluy6 que los polimorfismos de la region promotora del gen IL-10 (-
1082G/A, -819C/T y -592C/A) estudiados no estan asociados con la susceptibilidad
genética a la diabetes tipo 1 y enfermedad tiroidea autoinmune (111)

En un estudio realizado en el Hospital Clinico Universitario de Salamanca se
encontré una relacidon con el riesgo de TA en dos polimorfismos -4147 C>G del gen
ATG2B (rs3759601) y 106662741 C>G del gen ATG5 (rs2245214). Ser portador del
alelo G (menos frecuente o mutado) supone un aumento del riesgo en el primer

polimorfismo mientras que tiene un efecto protector en el segundo (27).

En nuestro estudio hemos encontrado que la presencia de polimorfismos en
genes implicados en la respuesta celular al estrés oxidativo como KEAP1 podria influir
en el riesgo a desarrollar tiroiditis autoinmune. Demostramos por primera vez que la
presencia del alelo T del polimorfismo rs11545829 del gen KEAP1 podria conferir
riesgo frente al desarrollo de tiroiditis autoinmune con bocio y sin bocio. Estos
resultados no habian sido publicados anteriormente.
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CONCLUSIONES

Las conclusiones de este trabajo son:

1. En la serie estudiada los pacientes no se diferencian de los encontrados en
otras series.

2. La presencia de polimorfismos en genes implicados en la respuesta celular al
estrés oxidativo como KEAP1 podria influir en el riesgo a desarrollar tiroiditis
autoinmune. La presencia del alelo T del polimorfismo rs11545829 del gen
KEAP1 podria aumentar el riesgo de desarrollar tiroiditis autoinmune.

3. La presencia del alelo T del polimorfismo rs11545829 del gen KEAP1 podria

aumentar el riesgo a desarrollar tiroiditis autoinmune con bocio y sin bocio.
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