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RESUMEN
Introduccién

La patologia nodular tiroidea es extremadamente prevalente y su importancia
clinica radica en el diagnéstico diferencial con el cancer tiroideo. Este es un tumor
poco frecuente y con buen prondstico, pero cuya incidencia estd aumentando en los
ultimos afios. La ecografia y la citologia, en general, diagnostican correctamente la
mayoria de los casos, sin embargo, cuando el resultado citolégico es de neoplasia
folicular (citologia indeterminada) el paciente tiene que ser sometido a una
intervencidn quirurgica diagnéstica. En esta situacién, el diagndstico final suele ser
una lesidbn benigna (adenoma folicular o de células de Hurthle), pero
aproximadamente el 15-45% sera un cancer (folicular, variante folicular de cancer
papilar o de células de Hurthle). Diversas pruebas de imagen han tratado de dar mas
informacion al respecto, siendo la elastografia o la 'SFDG-PET/TAC bastante
prometedoras. Pero hasta el momento, ni la citologia ni los datos clinicos o
radiolégicos, proporcionan un diagnéstico que evite la cirugia.

La investigacion en la biologia molecular del cancer de tiroides, incluyendo los
estudios de expresidén génica, ha proporcionado multitud de datos pero aun hoy, no
existe un marcador unico con la suficiente capacidad discriminativa entre ndodulos
benignos y malignos cuando la citologia no es concluyente. Las combinaciones de
genes y otras moléculas distribuidas comercialmente se estan utilizando con cierto
éxito pero a un coste que impide su generalizacion.

Objetivo

Discriminar preoperatoriamente la benignidad o malignidad de un nddulo
tiroideo con diagnéstico citolégico indeterminado mediante el estudio del perfil de
expresion génico con microarrays en células del tejido tiroideo patolégico y de
sangre periférica, proporcionando un clasificador con utilidad para la practica clinica.
Ademas se evaluara la validez de la "®FDG-PET/TAC en el diagndstico preoperatorio
de estos nddulos, y se analizara la relacion del perfil génico con factores prondsticos
conocidos del cancer de tiroides.

Pacientes y métodos

Se ha analizado la expresion génica, mediante microarrays de
oligonucledtidos del genoma completo, de muestras de tejido nodular tiroideo y
sangre periférica de pacientes intervenidos por dicha patologia en nuestro centro. La
participacion requeria que en su estudio preoperatorio figurase una citologia
indeterminada o sospechosa de malignidad, y/o la sospecha clinica o radiologica de
patologia maligna. Los resultados de la expresion génica fueron validados mediante
gRT-PCR en un grupo posterior de pacientes.

Para analizar las relaciones entre el perfil génico y las variables
clinicopatoldgicas y con valor prondstico de los pacientes se utilizé el test de la chi
cuadrado con correccion de Yates o test exacto de Fisher para las variables
cualitativas, y tests paramétricos (t de Student) o no paramétricos (U-Mann Whitney)
para las variables cuantitativas, tras comprobar la normalidad de la distribucion
mediante el test de Kolmogorov-Smirnov. Para la construccién del clasificador se ha
utilizado la regresion logistica. La evaluacion de éste y de la "®FDG-PET/TAC como
herramienta diagnodstica se ha realizado mediante el célculo de la sensibilidad,
especificidad, valor predictivo positivo y negativo, asi como el area bajo la curva
ROC construida con la sensibilidad y el inverso de la especificidad. El analisis de la
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supervivencia se ha realizado por el método de Kaplan-Meier, y para la comparacion
entre los grupos se ha utilizado el test de Log-Rank. La significacion se ha
establecido en p<0,05, y en el andlisis multivariante en p>0,10 como criterio de
salida. Para el andlisis estadistico se ha utilizado el paquete IBM® SPSS®
Statistics 22.0 para Windows.

Resultados

Durante el periodo 2008-2011 fueron intervenidos nuestro centro 600
pacientes por patologia nodular tiroidea. De esta poblacién, se analizé el perfil de
expresion génica en 34 de los 56 sujetos elegibles para este trabajo, distribuidos en
dos grupos: 20 con lesiones finalmente malignas y 14 benignas.

En el conjunto de pacientes constituido como grupo de estudio, el perfil de
expresion génico mostrd 11 genes sobreexpresados en muestras de tejido tiroideo y
nueve sobreexpresados y 44 infraexpresados en sangre periférica de los que
presentaban patologia maligna respecto a los afectos por enfermedad tiroidea
benigna. Mediante qRT-PCR en un grupo posterior o grupo de validacion, se
confirmd que la sobreexpresion de HMGN2 en tejido se relacionaba con patologia
maligna (p= 0,001) y la de NLRC3 en sangre periférica, con benignidad (p= 0,011).

El clasificador obtenido indica una probabilidad de CPT del 0,98, cuando
HMGN2 esta expresado y NLRC3 no, mientras que la combinacién contraria reduce
ésta al 0,14. La aplicacion de este predictor al subgrupo de 15 pacientes con
citologia indeterminada en la PAAF preoperatoria permite identificar correctamente
la malignidad o benignidad de la mayoria de las lesiones (area bajo la curva de
0,983). El estudio ha revelado, ademas, que la expresion de ambos genes esta
inversamente relacionada entre si.

Con esta muestra no se ha podido demostrar la utilidad de la '*FDG-PET/TAC
en el diagndstico preoperatorio. Por ultimo, en la evaluacién de ambos genes como
marcadores con impacto prondstico, sélo se ha encontrado que los pacientes que
expresaron NLRC3 en sangre periférica presentaron niveles mas bajos de
tiroglobulina postoperatoria (p= 0,012) y mayor tiempo hasta la recidiva (p= 0,040).

Conclusiones

El estudio de expresion del perfil génico mediante microarrys permite
identificar genes con diferencias de expresién en tejido tiroideo y en sangre
periférica de los pacientes con cancer tiroideo frente a los que tienen una lesion
benigna. El clasificador construido proporciona una alta probabilidad estar ante una
lesion maligna cuando HMGN2 esta expresado en tejido y NLRC3 no lo esta en
sangre periférica mientras que la situacién contraria predice benignidad. Con los
resultados de este estudio no se puede avalar la utilidad de la "®FDG-PET/TAC en el
diagndstico preoperatorio de los pacientes con citologia indeterminada.
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1. INTRODUCCION

1.1. NODULO TIROIDEO

Se considera como tal, toda lesion bien delimitada e hipertréfica en el interior
de la glandula tiroidea distinta radiolégicamente del tejido tiroideo circundante!).
Los ndédulos tiroideos son la manifestacion clinica de un amplio espectro de
enfermedades. La mayoria de ellos son benignos y asintomaticos, sobre todo en
caso de bocio multinodular, y pueden ser solitarios o multiples, sdlidos, quisticos o
mixtos®

La importancia clinica de los nddulos tiroideos reside principalmente, aparte
de los pocos casos en los que producen sintomas compresivos 0 son
hiperfuncionantes, en la necesidad de excluir la presencia de una lesion mallgna 3,

1.1.1. Epidemiologia

En funcién de las areas geograflcas la prevalencia de nodulos tiroideos oscila
en un amplio rango: 8,2-65%®

En areas geogréaficas sin deficiencia de yodo, alrededor del 4-7% de la
poblacion desarrollara un noédulo tiroideo palpable a lo largo de su vida, con una
prevalencia mayor en los paises donde el bocio es endémico™ 7). Si se utiliza la
ecografia como método de exploracion, esta prevalencia llega hasta el 70%®'2) En
autopsias se han encontrado nédulos en el 50-70% de las realizadas a pacientes sin
antecedentes de enfermedad tiroidea"® ', en afios previos a las campafas para
mejorar la ingesta poblacional de yodo. Por el contrario, en una serie de autopsias
en un area de Japon con suficiente aporte de yodo en la ingesta, no se encontro
ningun nédulo™.

Entre los factores de riesgo para la aparicion de nédulos tiroideos estan®
- la edad avanzada

- el sexo femenino

- la deficiencia de yodo

- la exposicion a radiacion.

- Otros: tabaco, alcohol, embarazo.

La evolucion de los nédulos es variable: una media del 30% reducen en un
50% su volumen, otro 30% permanecen estables y el 20-89% crecen durante el
seguimiento® "5 En un reciente estudio multicéntrico!'® se ha comprobado que
durante el seguimiento, los nddulos asintomaticos, con aspecto ecografico o
citologia benignos, mantienen estable su tamafo y tienen un bajo riesgo de cancer
(0,3%) durante al menos 5 afos, disminuyendo espontaneamente el 18,5%.

La prevalencia estimada de cancer de tiroides en nddulos tiroideos es del 5%,
aunque en distintas series las cifras oscilan entre el 8-20%“). En general se asume
que el riesgo de cancer es similar para el nédulo solitario que para el bocio
multinodular’®. Sin embargo en algtn estudio® y en un metaanalisis reciente, el
riesgo de cancer es significativamente inferior en el bocio multinodular [Odds ratio
(OR) 0,8; 95% intervalo de confianza (IC): 0,67-0,96]%"). Los pacientes con bocio
multinodular y cancer suelen ser varones, con menos edad, y con menor numero de
nddulos que los pacientes con ndédulos benlgnos ). La tiroiditis parece estar también
en relacién con mas alta frecuencia de CPT y de Ilnfoma tiroideo®
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1.1.2. Diagnéstico

El objetivo del estudio diagnéstico es distinguir entre lesiones benignas vy
malignas, y definir qué ndédulos necesitaran tratamiento quirurgico. En las lesiones
benignas, el interés se centra en diferenciar adenomas de quistes o nddulos
hiperplasicos®

En la historia clinica debe constar la siguiente informacion®®:

- Edad.

- Uso de medicacién o suplementos que contengan yodo.

- Antecedentes familiares de enfermedad o cancer tiroideo (neoplasia
endocrina multiple (MEN) tipo 2, cancer medular de tiroides (CMT), Enfermedad de
Cowden, poliposis colonica familiar, complejo de Carney, sindrome de McCune-
Albright, carcinoma papilar familiar, acromegalia.

- lIrradiacion de cabeza y cuello en la infancia ya sea yatrégena(” o]
accidental.

- Velocidad de crecimiento de la masa cervical.
- Sintomas locales asociados (disfonia, disfagia, disnea).
- Sintomas de disfuncién tiroidea.

En la exploracién fisica se debe prestar atencion no sélo a la glandula tiroidea
(tamano, nodularidad y su localizacién, consistencia, fijacion a tejidos circundantes o
dolor) sino también a la exploracion de las regiones ganglionares u otros datos que
puedan indicar metastasis a distancia®* 2.

Las Pruebas complementarias que se deben incluir son la determinaciéon
hormonal®, la ecografia, la puncién-aspiracién con aguja fina (PAAF) y, en
ocasiones, la gammagrafia.

1.1.2.1. Examenes de laboratorio

En general, las guias clinicas y consensos estan de acuerdo en que la unica
prueba de laboratorio inicial ante un nddulo tiroideo es la determinacion de TSH
pues tiene una alta sensibilidad para detectar la disfuncién tiroidea, incluso

subclinical® 2 4 27-29),

Si los niveles de TSH (hormona estimulante tiroidea) estan alterados, se
deben medir T3 (triyodotironina), T4 (tiroxina o levotiroxina), TSI (anticuerpos
estimulantes del tiroides) si la TSH esta baja y AcTPO (anticuerpos antiperoxidasa
tiroidea) si esta alta.

La determinacion de calcitonina es controvertida y su uso rutinario en el
estudio del nddulo tiroideo no esta totalmente aceptado. Si se debe realizar en caso
de sospecha clinica o citolégica de CMT, historia familiar o sospecha de MEN tipo
2(1:27.39) | os autores que recomiendan su uso sistematico argumentan que permite
la deteccion de carcinoma medular en 1 de cada 200-300 ndodulos, con mejor
sensibilidad que la PAAF y en estadios mas precoces!® 3V,

En ningun caso se recomienda la determinacion de tiroglobulina (Tg) pero si
la de calcio, para descartar patologia paratiroidea concomitante 32)

1.1.2.2. Ecografia

La ecografia es, hoy en dia, la técnica de imagen mas fiable para detectar
nédulos en la glandula tiroides (Fig. 1) y es obligatoria ante un nédulo palpable®®.
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Actualmente la ecografia de alta resolucion es la modalidad mas utilizada en
la evaluacion tiroidea por su inmediatez, su bajo coste y por no ser invasiva®?,
siendo capaz de detectar nddulos sélidos de 3 milimetros (mm) y quisticos de 1

(10, 34)
mm :

Fig. 1 Ecografia. A la izquierda glandula tiroides normal. A la derecha nédulos tiroideos

FA 28Hz
Res Vel

+ Dist. 0.533cm

Entre las ventajas de la ecografia tenemos:

- La determinacién del tamafio y la naturaleza (sélida o quistica) de las
lesiones®®®.

- La deteccidon de un porcentaje alto de nédulos no palpables, con una buena
correlaciéon histologlca permitiendo evitar la cirugia en un numero considerable de
pacientes® % 12.36. 37

- La modificacién del manejo clinico de los pacientes con nédulos palpables
en 2/3 de los casos, bien por no identificar nddulos o solo subcentimétricos, bien
poniendo de manifiesto otros nddulos que requieren bIOpSIa

- Su utilidad como guia para procedimientos dlagnésticos (PAAF) o
terapéuticos (aspiracién de quistes, i Q/ecmon de etanol o tratamiento con laser) y
para el seguimiento tras el tratamiento'

- El uso del Doppler con color permite identificar el flujo sanguineo en el
interior de los tumores tiroideos: este es minimo en lesiones benignas, mientras que
los tumores malignos tienen un flujo interno muy abundante) (3.33),

- El uso de contraste intravenoso ayuda a realzar el parénquima tiroideo y el
analisis de la perfu3|on del mismo aporta informacion para la distincién de tumores
malignos y benignos®

La exploracién ecogréfica debe incluir la glandula tiroides, la zona dorsal e
inferior a la misma, en busca de patologia parat|r0|dea y los compartimentos central
y lateral en busca de adenopatias (! %4 28 32.39)

La elastografia es una técnica ecogréfica que determina la elasticidad tisular,
mas alta en los tumores mallgnos(4° Aplicada a la patologia tiroidea trata de mejorar
el rendimiento de la ecografia convencional, aumentando su especificidad “1) sobre
todo en casos de ndédulos con citologia indeterminada o no diagndstica 40). Los
resultados obtenidos diferenciando tumores malignos de benignos son prometedores
con una sensibilidad (S) y una especificidad (E) del 0,84 (IC 95%: 0,76-0,90) y 0,90
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(IC 95%: 0,87-0,92) respectivamente, }/ un area bajo la curva ROC (Receiver
Operating Characteristic) o ABC de 0,922,

El documento de consenso de la Society of Radiologyst in Ultrasound® indica
que para el estudio de la patologia tiroidea se debe realizar una ecografia en escala
de grises y con Doppler en color, describiendo tamafio, ecogenicidad, composicion,
presencia o ausencia de macro o microcalcificaciones y halo, irregularidad o no de
los margenes, y caracteristicas del flujo sanguineo intranodular. En la Tabla 1 se
muestra la S y la E de las caracteristicas ecograficas para la deteccién de cancer“?,
mientras que en la Tabla 2 exponen las diferencias ecograficas entre nddulos
benignos y malignos*®.

Tabla 1. Sensibilidad y especificidad de las caracteristicas ecograficas para la detecciéon de cancer

Sensibilidad media Especificidad media
Microcalcificaciones 52% (26% - 73%) 83% (69% - 96%)
Ausencia de halo 66% (46% - 100%) 54% (30% - 72%)
Margenes irregulares 55% (17% - 77%) 79% (63% - 85%)
Hipoecogenicidad 81% (49% - 90%) 53% (36% - 66%)
Flujo intranodular aumentado 67% (57% - 74%) 81% (49% - 89%)

(Traducida de J Endocrinol Metab Clin North Am. 37, Fish et al., Sono%;raphic Imaging of Thyroid Nodules and
Cervical Lymph Nodes, pp: 401-17, ©2008, con permiso de Elsevier*®).

Ninguna de las caracteristicas ecograficas por si sola tiene suficiente valor
predictivo. No obstante, cuando hay mas de una en el mismo nddulo la especificidad
aumenta bastante, aunque a costa de una sensibilidad muy baja“% 4%,

Tabla 2 Diferencias ecograficas entre tumores malignos y benignos

NODULOS BENIGNOS NODULOS MALIGNOS

Ecogenicidad Isoecoicos Hipoecoicos
Margenes Bien definidos Irregulares
Calcificaciones No o groseras Microcalcificaciones
Aspecto Homogéneo Heterogéneo
Vascularizacién Avascular o flujo periférico  Flujo central

Forma Mas ancho que alto Mas alto que ancho
Firmeza Compresible Rigido

Adenopatias No Si

(Traducida de Lew et al.**, Curr Opin Oncol. 22: 11-6. ©2010 Wolters Kluwer Health. Prohibido
el uso promocional o comercial de este contenido en cualquier médio sin permiso del editor).

Otros patrones ecograficos relacionados con el riesgo de malignidad del
nddulo tiroideo son:

* Aspecto esférico: cociente entre el diametro anteroposterior y el transverso
mayor a uno*> 4%,
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* La invasién de estructuras extratiroideas o la metastasis en ganglios
linfaticos cervicales. Las caracteristicas radiolégicas de malignidad de los ganglios
son: forma redondeada, tamafio aumentado, margenes irregulares, estructura
heterogénea, microcalcificaciones, areas quisticas, pérdida del hilio graso y
vascularizacion irregular intraganglionar“®.

1.1.2.3. PAAF

Desde los anos 50 hasta ahora la PAAF ha ganado popularidad hasta
convertirse en el test mas seguro, eficaz y coste efectivo para evaluar las lesiones
tiroideas'".

Desde los estudios iniciales a la actualidad, la capacidad para detectar cancer
ha sido muy alta, con E y valor predictivo positivo (VPP) que rondan el 100%“">%.

El National Cancer Institue (NCI) organizé en 2007 una conferencia (NCI
Thyroid Fine-Needle Aspiration State of Science Conferece, Bethesda, MD, octubre
de 2007) con la finalidad de unificar la terminologia y los criterios morfoldgicos de la
PAAF tiroidea, asi como establecer las indicaciones para la misma y las
recomendaciones de tratamiento en funcién de los resultados®® estableciendo el
conocido coloquialmente como sistema Bethesda (The Bethesda System for
Reporting Thyroid Cytopathology o TBSRTC)®® (Tablas 3 y 4). Asi mismo, el Royal
College of Pathologyst (RCP), ha publicado un sistema de categorias similar®”
(Tabla 3).

Tabla 3 Clasificacion del diagnéstico citolégico en diferentes guias clinicas

, NCI 2008* 0 (57) (58) ETA/AACE/
Categoria TBSRTC®? ATA 2009 RCP 2009 SLAT 2009 AME 20102
No diagndstica . o No diagndstica . . No diagnéstica
1 Insatisfactoria No diagndstica (Thy1) Insatisfactoria (categoria 1)
Beniana Benigna o
2 Benigna Benigna (Th 92) Benigna negativa
y (categoria 2)
AUS/FLUS Indeterminada Posible Indeterminada Lesiones
4 NF/ SNF (NF, NCH, ”?E'a}f'a (patron folicular) f°"°“'a,re‘°é
AUS, atipia (Thys) (categoria 3)
’ ' Sospechosa
5 Sospechosa sospechosa de malignidad Sospechosa de Sospechosa
de malignidad | de malignidad) (Thy4) malignidad (categoria 4)
Sugerente/ . .
. . P Maligna . Maligna
6 Maligna dlagncc:);t_lrca de (Thy5) Maligna (categoria 5)

*Adoptada por: SFE, NCCN.
AACE: American Association of Clical Endocrinologists; AME: Associazione Medici Endocrinology; ATA: American Thyroid
Association; ETA: European Thyroid Association; RCP: The Royall College of Pathologyst; NCI: National Cancer Institute;
NCCN: National Comprehensive Network; TBSRTC: The Bethesda System for Reporting Thyroid Cytopathology; SFE:
Societé Francaise d 'Endocrinologie; SLAT: Sociedad Latinoamericana del Tiroides. AUS: Atipia de significado incierto; FLUS:
lesion folicular de significado incierto; NF: Neoplasia folicular; SNF: sospechosa de neoplasia folicular; NCH: neoplasia de
células de Hirthle CPT: cancer papilar de tiroides.

e Indicaciones®

- Cualquier nédulo tiroideo palpable, que usualmente mide mas de 1 cm. Los
nddulos no palpables y los incidentalomas se puncionaran en funcion de los factores
de riesgo clinicos y radioldgicos.
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El uso del tamafio para determinar que nddulos hay que puncionar es
controvertido. Por un lado, el riesgo de malignidad de estas lesiones es bajo (13%),
y por otro, en caso de cancer, la mayor parte seran de bajo riesgo. En cualquier
caso, el tamafo por si solo no discrimina correctamente la evolucién clinica de los
pacientes®?.

- En el bocio multinodular, dado que el riesgo de cancer es similar al del
nédulo solitario'?, la lesién a puncionar se decidira en funcién de los hallazgos en
las pruebas de imagen 9/ de los factores de riesgo del paciente®®®), incluyendo el
nddulo de mayor tamafio 3,

- Cualquier adenopatia sospechosa®®”.

- Drenaje de quistes en pacientes sintomaticos'".

- Sospecha de tiroiditis de Riedel (diagnostico diferencial con cancer
anaplasico tiroideo o CAT)?.

No requieren puncién, salvo criterios clinicos o radioldgicos:

- Los nddulos hiperfuncionantes®?.

- Los ndédulos puramente quisticos y los espongiformes“)

- Los nddulos hemorragicos, que son casi siempre benignos (90%)?.

- Las tiroiditis agudas, subagudas y crénicas que se suelen diagnosticar bien
clinicamente®.

* Resultados

La tasa de falsos negativos (FN) ronda el 2-3%, incluso realizando PAAF
ecoguiada, siendo aun mayor esta tasa cuanto mas grande es el nddulo. Asi mismo,
el 2-3% de las citologias malignas son finalmente benignas®©.

En el bocio multinodular el valor predictivo de la PAAF es bajo (53% de
canceres no diagnosticados preoperatoriamente, y de ellos, el 45% tiene mas de 1
cm)(zz). Se ha asociado la presencia de cancer en pacientes con bocio multinodular y
citologia benigna tanto al sexo masculino como a que el estudio citolégico se haya
realizado por patdlogos no experimentados(ez).

e TBSRTC: Cateqgorias diagnésticas

En 2009 se implanté en nuestro centro el TBSRTC®®). Hasta entonces los
informes citolégicos eran poco sistematizados, descriptivos, utilizaban la
nomenclatura histolégica, no eran comparables, y rara vez indicaban manejo o
riesgo de malignidad. En la Tabla 4 se resumen las categorias diagnésticas y las
recomendaciones de actuacion en funcién de los hallazgos citoldgicos.

e Estudios auxiliares

Hay técnicas adicionales que se pueden usar para confirmar diagndsticos,
y mejorar la rentabilidad de la PAAF en caso de citologia indeterminada‘" 2 2% 5%

- CMT: inmunohistoquimica (IHQ) para Tg, antigeno carcinoembrionario
(CEA) y cromogranina.

- CAT: determinacion de pan-citoqueratina.

- Tumor metastatico en el tiroides: factor de transcripcién tiroideo-1 (TTF-

1); si éste es negativo realizar IHQ para tumores de rifién, pulmoén,
mama, colon o melanoma, ya que son los mas frecuentes.
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- Linfoma: marcadores de linfocitos B y T (bien por IHQ, bien por
citometria de flujo).

- Diagnéstico diferencial con lesiones paratiroideas: IHQ para TTF-1,
cromogranina y paratohormona (PTH) y, determinacién de PTH en el
aspirado de la PAAF.

- Adenopatias: expresion de TTF-1, Tg, y/o calcitonina; ademas se debe
valorar la determinacién de Tg en el aspirado de la PAAF®? %%,

Los estudios moleculares si bien no estan formalmente indicados, se
consideran que puede ser Utiles en caso de citologia indeterminada: 29 30 55 €3)
Este tema sera tratado con mas detalle en las secciones 1.4y 1.6.

Tabla 4 Sistema Bethesda para informar la citologia tiroidea (TBSRTC)

Categoria Diagnéstico Origen de las muestras R'e.SQC.‘ e Recomendacion
malignidad
No diagnédstica = Liquido de quiste i
1 o] Muestra acelular 1-4% Repetir .PQAF
Insatisfactoria = Otros artefactos: sangre, coagulos.. ecogulada
Nédulo folicular: adenomatoso,
2 Benigna coloide. . 0-3% Seguimiento
Tiroiditis linfocitica o granulomatosa
Otros
e ~5_.1509 i
3 AUS/ FLUS Muestras dificiles dg encuadrar en el 5-15% Repetir PAAF
resto de las categorias
CFT, AF, CPT-VF 15-30% Hemitiroidectomia
& NN Células de Hirthle u oncociticas 15-45%

Hemitiroi mi
Sospechosa  Sospecha de CPT, CMT, céncer emitiroidectomia

5 . - . 60-75% o tiroidectomia
de malignidad metastasico, linfoma u otros. )
(total o casi total)
CPT, CPDT, CMT, CAT
6 Maligna Otros: carcinoma escamoso, d’e' 97-99% TIrOIdectqmla
caracteristicas mixtas, metastasico, total o casi total

linfoma no Hodgking, etc.

Fuente: Cibas y Ali 2009%®

AUS: Atipia de significado incierto; FLUS: lesion folicular de significado incierto; NF: Neoplasia folicular; SNF: sospechosa de
neoplasia folicular; CFT: carcinoma folicular de tiroides; AF: adenoma folicular; CPT-VF: CPT-variante folicular; CPT: cancer
papilar de tiroides; CPDT: carcinoma pobremente diferenciado de tiroides; CAT: cancer anaplasico de tiroides

1.1.2.4. Biopsia con aguja gruesa (BAG)

La ventaja de la BAG es que aporta una muestra histolégica en la que
ademas de las caracteristicas celulares se puede analizar la arquitectura tisular,
proporcionando un diagnéstico mas preciso(e‘”. También permite estudios
moleculares®. Es una técnica segura, con una tasa baja de complicaciones, que se
suele realizar bajo anestesia local y guiados por ecografia, utilizando dispositivos
automaticos con agujas de 16-18-gauge®®.

Su indicacion principal es una PAAF no valorable®” 64 €568 suesto que
hasta un tercio de éstas volveran a ser no diagnésticas, frente al 1,3-3,8% de
resultados no valorables en las muestras obtenidas por BAG®®®® Sy S para
detectar cancer es del 70-96% "%y su E es del 80-100% % 9.

También es util cuando la sospecha, clinica o radiolégica, de cancer es alta
pero la citologia es benigna. En estos casos la BAG puede evitar PAAFs repetitivas
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o la realizacién de una cirugia diagnéstica®, proporcionando el diagnéstico correcto

en el 64% de los casos®®. Algunos autores, sin embargo, la usan como una técnica
complementaria a la PAAF ya que su uso conjunto aumenta la sensibilidad
diagnostica‘®®

1.1.2.5. Gammagrafia

Actualmente sdlo se indica en casos en los que se detecte un nivel de TSH
bajo o suprimido, para confirmar la naturaleza funcionante del la lesion tiroidea, tanto
en caso de nddulos solitarios como en bocio multinodular o difuso! %28,

Otras indicaciones pueden ser el bocio intratoracico o ectdpico, y la recidiva
de la enfermedad benigna(32). En areas de bocio endémico, se podria realizar para
descartar nodulos autdnomos aunque la TSH esté normal®?.

1.1.2.6. Otras técnicas diagndsticas por imagen

La tomografia axial computadorizada (TAC) y la imagen por resonancia
magnética (MRI)"" tienen menos sensibilidad para la deteccion de nédulos tiroideos
y tampoco ofrecen mejor evaluacion en caso de cancer, salvo quiza cuando el cuello
es grueso, ya que con ambas se puede evaluar mejor la extension extracapsular que
con la ecografia. La MRI no es capaz de detectar microcalcificaciones y la TAC sélo
detecta calcificaciones groseras”?. Una nueva técnica en MRI es la imagen de
difusion (DW-MRI) y mediante ésta, se ha podido predecir la extension extratiroidea
en CPT conuna S, una E, y una ABC de 0,85,

La maxima utilidad de la TAC en la evaluacion inicial de un bocio nodular es el
bocio retroesternal ya que es la técnica de imagen q7ue mejor valora la tranquea,
tanto en su diametro como en el grado de compresién (r2)

La tomografia por emision de positrones (PET) asociada a imagenes de TAC
con "®F-fluorodeoxiglucosa (‘®*FDG-PET/TAC) no esta actualmente indicada para la
evaluacion inicial del nédulo tiroideo por su baja especificidad”). Los estudios en
este tema tienen resultados controvertidos, y mientras algunos autores no aprecian
ninguna ventaja a su uso* ") dos metaanalisis avalan su valor predictivo en la
evaluacion de lesiones con citologia indeterminada™® "), Una captacion negativa,
sobre todo en ndédulos de mas de 1,5 cm, sera predictiva de benignidad, ya que los
falsos negativos (FN) se producen en tumores mas pequefios, mientras que una
captacion positiva, incrementa la posibilidad de malignidad del 25,8% al 38,7%",
aportando una S de 89%®. En nuestro propio estudio, la captacién focal se ha
correlacionado con mayor riesgo de cancer (p=0,009) con una S del 92,3%, con una
potencial reduccién de tiroidectomias diagnosticas de entre el 13y el 25%9),

1.1.3. El problema diagndstico: Neoplasia folicular (NF)/ Sospechoso de neoplasia
folicular (SNF)

Dado que el objetivo de esta Tesis Doctoral es el diagnéstico diferencial entre
nédulos benignos y malignos y la neoplasia folicular representa la mayoria de las
dudas diagnésticas preoperatorias, paso a describirla en mas profundidad.

En esta categoria se encuadran los nodulos tiroideos que pueden ser un
cancer folicular (CFT), aproximadamente el 15-30%®®. Por tanto las muestras
proceden de lesiones benignas (AF, adenoma de células de Hurthle (ACH), nddulos
adenomatoides, bocio multinodular), y malignas: CFT, carcinoma de células de
Hurthle (CCH) y la variante folicular del CPT (CPT-VF)®® %®_ Aproximadamente un
20% de los casos incluidos en esta categoria no seran verdaderas neoplasias sino
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nddulos hiperplasicos, por lo que se incluyo el término de sospechoso de neoplasia
folicular (SNF)(®> %),

El ACH y el CCH se consideran variantes oncociticas del AF y CFT,
respectivamente. Alrededor del 16-25% de estas lesiones corresponderan a
proliferaciones hiperplasicas (bocio nodular, tiroiditis linfocitica). El riesgo de
malignidad es del 15-45%, sobre todo en nédulos de 3,5 cm o mas®* %0,

Los frotis (Fig. 2) se caracterizan por una alta celularidad, casi sin coloide y
con la citoarquitectura alterada, agrupandose en microfoliculos (pequefios anillos
con 6-12 células foliculares® o trabéculas; las células son mas grandes de lo
normal. Las atipias nucleares, el pleomorfismo y las mitosis son raras. Puede haber
macrofoliculos pero en escasa cantidad. Si lo que predominan son células
oncociticas, tendremos una neoplasia de células de Hurthle®®,

La recomendacion de tratamiento en esta categoria es la lobectomia/
hemitiroidectomia®® *®),

Las caracteristicas citomorfolégicas van a permitir distinguir el CFT de un
nédulo de origen folicular benigno (hiperplasico) pero no de un AF®® %0 Para
distinguir las lesiones benignas de las malignas es necesaria la evidencia histologica
de invasion vascular o capsular. En este contexto, podriamos considerar a la PAAF
mas como un método de cribaje que como un método diagnéstico®?).

Fig. 2 Citologia. Neoplasia folicular: Formaciones foliculares
ocupadas por coloide. (Papanicolau 20x)
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La biopsia intraoperatoria tampoco es muy util para diagnosticar CFT o CCH y
evita un porcentaje escaso de reintervenciones de totalizacion®. De hecho las
cifras de S y E son similares a la de la PAAF“® 5281 En nuestra propia revision, la
biopsia intraoperatoria modifico el tratamiento del 20% de nuestros pacientes con
proliferacion folicular (todavia no habiamos adoptado el TBSRTC) tanto a costa de
falsos positivos (FP) como negativos, aportando una S del 75% y una E del 50%%.

10
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La busqueda de factores de riesgo clinicos asociados a CFT que aumenten la
S de la PAAF ha dado resultados discordantes. Diversos autores han relacionado
diferentes caracteristicas, como el sexo, la edad o el tamafo, con mayor riesgo de
cancer, o no han conseguido encontrar asociacién ninguna:

- Baloch et al. 2002®?: varones, mayores 40 afios y didmetro nodular de
mas de 3 cm.

- Williams et al. 2009®¥: diametro mayor de 4 cm.

- Iskandar et al.®¥): ninguna caracteristica clinica o radioldgica salvo edad
menor a 30 afos.

- Mihai et al. 2009®®: sexo masculino, edad inferior a 30 o mayor a 60 afios.

- Gheri et al. 2011®°): pacientes de edad mas joven (46 14,1 frente a (vs.)
50+ 13,8; p<0,05).

- Dutta et al. 2011®": Ninguna caracteristica clinica o radioldgica; solo la
ausencia de células foliculares normales en el frotis.

- En el caso de los tumores de células de Hiirthle Sippel et al.®® han
encontrado una clara asociacion con el diametro nodular: el 55% de los canceres de
su serie median mas de 4 cm, ninguno midié menos de 2 cm y todos midieron mas

de 6 cm. En algun caso se ha relacionado el CCH con el sexo femenino®.

- En pacientes con bocio multinodular y citologia indeterminada, los nédulos
pequefos y el tratamiento con T4 (a pesar de que los niveles de TSH son similares
entre los que toman T4 y los que no) se asocian con un riesgo aumentado de
padecer cancer®.

En cuanto a las caracteristicas ecograficas, tampoco son exclusivas del CFT.
Sillery et al. han estudiado las caracteristicas radiolégicas de 50 CF y han asociado
con malignidad el mayor tamafno, la ausencia de halo, la hipoecogenicidad, la
estructura sélida junto con el sexo masculino y la mayor edad®). Para Seo et al,
algunos factores de riesgo coinciden: iso/hipoecogenicidad, estructura sodlida o
predominantemente sélida, pero también relacionan el CF con microcalcificaciones o
con la calcificacion periférica (egg-shell o cascara de huevo)®".

Finalmente la captacién focal en "®FDG-PET/TAC incrementa la posibilidad de
malignidad del 25,8% al 38,7% aunque también hay captaciones focales, en
patologia benigna(76). En nuestro estudio, los FP fueron sobre todo en pacientes con
abundancia de células oncociticas'".

Puesto que ningun dato clinico o radiolégico aporta, de forma concluyente,
una mejor capacidad discriminativa que la PAAF en los pacientes con resultado
citolégico de neoplasia folicular, uno de los retos en la investigacion del cancer
tiroideo es encontrar un marcador con esta utilidad®?. La tasa de citologias
indeterminadas (Bethesda 3, 4, 5), globalmente no deberia ser mayor del 30%, con
un riesgo de malignidad del 5% al 75% (Tabla 4), segun la categoria®. Sin
embargo, estas cifras no son uniformes ni en la categoria diagndstica, ni en el riesgo
de malignidad, oscilando este ultimo entre el 0-48% (Bethesda 3) y el 14-49%
(Bethesda 4) segun las series. Estas diferencias se atribuyen a la variabilidad inter e
intraobservador de la propia técnica®. El descubrimiento de mutaciones y
moléculas con valor diagnostico ha determinado que en las guias clinicas se
aconseje utilizar marcadores moleculares para aumentar el rendimiento de la PAAF,
como ya se ha comentado.

11
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Los marcadores moleculares y genéticos asociados al cancer tiroideo es, sin
duda, un capitulo muy amplio y complejo que excede los objetivos de esta Tesis
Doctoral. EI campo de investigacion es muy vasto y se han realizado, y se siguen
haciendo, multiples estudios encaminados a diferenciar los nédulos malignos de los
benignos, e incluso tratando de dar un prondstico sobre la agresividad tumoral. De
hecho la técnica ha avanzado lo suficiente para realizar estudios genéticos utilizando

el material obtenido en la PAAF®4+102),

12
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1.2. CANCER DE TIROIDES

1.2.1. Epidemiologia

El cancer de tiroides, si bien es un tumor poco comun, es el mas frecuente del
sistema endocrino. Segun los datos de la base GLOBOCAN representa el 2,1% de
todos los tumores malignos diagnosticados en 2012 (298.000 casos nuevos)'%),
siendo mas frecuente en mujeres con una ratio 3:1. En EEUU se estima que en 2015

habra 62.450 casos nuevos (3,8% de los canceres!'®).

Desde los afios 90, es el cancer que mas rapidamente ha amentado su
incidencia en ambos sexos, con un ritmo de crecimiento anual del 4,4%"%%. Este
hecho se ha atribuido a un incremento en el diagnéstico de CPT de pequefio tamario
(menores a 2 cm) mas que a un crecimiento real'®"%). No obstante, el aumento en
la incidencia, aunque en menor grado, se ha observado en tumores de todos los
tamarios!'%¢-1%®),

Este crecimiento no ha ido aparejado a un aumento en la mortalidad, sino
todo lo contrario'®), contabilizando el 0,5% de las muertes por cancer, con unas
tasas menores del 1 por 100.000 en varones y 2 por 100.000 en mujeres‘'®,

La supervivencia global a los 5 afos es del 98% (100% en enfermedad
localizada, 98% con extension locorregional y, 55% si metastasis a distancia)
mientras que la supervivencia relativa a los 10 afos es del 97%. La Tabla 5 muestra
los cambios en incidencia y mortalidad segun los datos del periodo 1992-2012
obtenidos de la base Surveillance Epidemiology and End Results (SEER)"'%. En
analisis del periodo 2008-2012 en esta misma base refleja una supervivencia
excelente (99,8-97,8%) en menores de 45 afos, pero ésta disminuye con la edad,
hasta el 71,8 y el 81,4% en mayores de 75 afios, con una edad media de los
fallecidos de 73 afios!'%?).

Tabla 5 Cambio en la incidencia y mortalidad por cancer de tiroides (SEER)

1992 1997 2003 2009 2012
Mortalidad 0.5 0,5 0.4 0,5 0,5

1992 1997 2003 2009 2012
Incidencia 5,8 6,7 9,2 13,8 14,2

SEER 13: casos nuevos y muertes por 100.000 personas (todas las razas, ambos sexos) ajustados a edad

En Espafia, segin los datos de GLOBOCAN('9) se estiman 2.059 casos
nuevos de cancer tiroideo en 2015 (2 veces mas en mujeres) que corresponde al 1%
del total de canceres, y 286 fallecidos por la enfermedad (0,3%). La prevalencia en 5
anos se calcula en el 1,4%.

La base EUROCARE 5 (European Cancer Registry based study on Survival
and Care of cancer patients) cifra la supervivencia a los 5 afios observada en
Espafa (periodo 2000-2007) en el 98,1%, ligeramente superior en mujeres (98,7%
vs. 95,9%)M7).

Como en el resto del mundo, en nuestro pais, la incidencia de cancer tiroideo
se ha incrementado. Las cifras publicadas en el afio 2000 ya duplicaban la
comunicada en 1985 respecto a mujeres, y triplicaban la de los varones. ElI cambio
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también se ha notado en la mortalidad, aumentando una media del 1,21% anual

pero disminuyendo en mujeres el 0,39% ),

La provincia con mayor incidencia es Navarra y las zona con mas mortalidad
son el area noroccidental del pais, y las Islas Canarias, coincidiendo con éareas
tradicionales de bocio endémico!""*)(Fig. 3).

Fig. 3 Mapa de mortalidad por cancer de tiroides en Espafia
(Fuente: Lépez Abente et al. 2006: Atlas municipal de mortalidad por cancer en Espafia, 1989-1998.
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En los datos del Registro de Cancer de Granada también se aprecia el
aumento de tumores tiroideos, que pasa de 261 casos entre 1998-2002""% a 369
durante entre 2008-2012". La incidencia es del 11,8 y del 4,2 x 100.000 habitantes,
respectivamente, diagnosticandose 19 casos nuevos al afio en hombres frente a los
55 en mujeres, con un pico de edad entre los 45 y los 64 afos. La variante mas
frecuente fue el cancer papilar, tanto en hombres como en mujeres. La Fig. 4
muestra las tasas especificas por edad y sexo.

" Fuente: Maria José Sanchez Pérez. Directora del Registro de Cancer de Granada. Escuela Andaluza de Salud
Publica. Consejeria de Salud. Junta de Andalucia.
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La tasa cruda de mortalidad™ en la provincia de Granada durante 2013 fue de
0,87 por 100.000 hombres y 0,22 por 100.000 mujeres.

Fig. 4 Incidencia de cancer de tiroides en la provincia de Granada por sexo y edad
(Fuente: Registro de Cancer de Granada)
40 -
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1.2.2. Factores de riesgo

Histéricamente se ha relacionado con mas riesgo de que un nddulo pueda
ser maligno el vivir en zonas de bocio endémico, los antecedentes familiares de
bocio, el crecimiento rapido, los sintomas compresivos, la edad o la consistencia del
nédulo'™®). Otros factores de riesgo se resumen en la Tabla 6.

* Edady Sexo
El cancer de tiroides es mas frecuente en mujeres ). Sin embargo los
varones tienen casi el doble de riesgo de tener un cancer cuando se les diagnostica

de nodulo tiroideo?? 117 118),

Los pacientes mas jovenes tienen mas riesgo de malignidad cuando se les
diagnostica un nédulo tiroideo®®?. Clasicamente se ha asociado a una edad menor a
30 afios y pero también por encima de los 60.

(107, 112, 116

Fuente: Instituto de Salud Carlos ill. Servidor interactivo de informacién epidemiolégica Ariadna:
http://ariadna.cne.isciii.es/MapaP/.
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Tabla 6 Factores de riesgo del nédulo tiroideo para cancer de tiroides

Edad

Sexo

Antecedentes familiares de bocio o cancer tiroideo  MEN tipo 2
CMT
Enfermedad de Cowden,
Poliposis colénica familiar
Complejo de Carney,
Sindrome de McCune-Albright
Carcinoma papilar familiar

Acromegalia

Exposicion a radiacion

Crecimiento rapido

Sintomas locales Disfonia
Disfagia
Disnea

Paralisis de cuerdas vocales
Consistencia firme

Fijacién a tejidos circundantes
Adenopatias/ Metastasis a distancia

* Radiacion
Es el factor de riesgo mejor estudiado como causa de cancer tiroideo
independientemente del origen de la radiacion (terapéutica o accidental)” e influye
sobre todo en la infancia puesto que la glandula tiroidea en la edad pediatrica es uno
de los 6rganos mas radiosensibles del organismo ("9,

El cancer que con mas frecuencia se asocia a la radiacion ionizante es el
CPT"2120) con |a particularidad de que su efecto sobre el riesgo se mantiene a lo
largo de la vida("?'-123).

¢ Yodo y bocio endémico

En areas con déficit crénico de yodo vy, por tanto, con alta incidencia de bocio,
la incidencia de CFT es mas alta, mientras que en areas con exceso de yodo, hay
mas riesgo de CPT(112 116.120)

* Antecedentes personales y familiares de patologia tiroidea

Existe asociacion entre enfermedad nodular tiroidea y el cancer (OR > 5)
aunque se desconoce si esta relacion es causal o contextual"'?. Se ha descrito una
fuerte asociacién entre tiroiditis y linfoma tiroideo, y también parece haber mas
prevalencia de CPT®, La infiltracion linfocitica que se observa con frecuencia en el
cancer ﬁg\gilar sugiere que hay factores inmunoldgicos que influyen en la progresion
tumoral* <.

Las enfermedades hereditarias asociadas a cancer de tiroides se pueden ver
en la Tabla 6@,

* TSH

La TSH es la principal responsable de la regulacién del crecimiento y la
funcionalidad del la glandula tiroidea''®. Niveles altos incrementan la proliferacion
celular y, eventualmente, el riesgo de mutaciones que conduzcan a la
transformacioén cancerl’gena“m). Aunque es poco probable que la TSH por si sola
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sea capaz de causar cancer, es mas que posible que las estimulacidén crénica
provocada por ella tenga un papel importante en la carcinogénesis.

Los datos al respecto son controvertidos. En algunos estudios se demuestra
que un nivel elevado de TSH al diagndstico es un predictor independiente de la
presencia de cancer'''® 126:12") por otro lado, en el estudio EPIC, el riesgo de cancer
es inversamente proporcional a los niveles de TSH!"?®. Los pacientes con cancer
tiroideo y TSH baja portan polimorfismos de ADN (acido desoxirribonucleico)!'?® y
este hecho conferiria al epitelio tiroideo una peor capacidad de diferenciacion y una
predisposicion mayor a la transformacién maligna.

» Otros factores de riesgo

Se han estudiado otros factores como causantes del incremento de la
incidencia del cancer tiroideo!"®” '® como son los genéticos, los medioambientales
(presencia de bifenoles policlorinados, dioxinas, o contaminantes de origen
volcanico"*® V) |a resistencia a la insulina, la obesidad y una dieta alta en calorias
y en grasas poliinsaturadas!'®?.

1.2.3. Tipos histoldgicos

Las lesiones cancerosas se desarrollan, mayoritariamente, a partir de las dos
estirpes celulares que coexisten en la glandula tiroidea: las células del epitelio
folicular y las células C parafoliculares, productoras de calcitonina. Los tumores de
otros origenes (Anexo ) tienen una incidencia muy baja.

Los canceres derivados de las células foliculares incluyen: CPT, CFT, CCH, y
CAT"3_ A caballo entre los diferenciados y el CAT esta el cancer pobremente
diferenciado (CPDT)"** %) mientras que el CMT deriva de las células C. Cada uno
de ellos tiene un comportamiento biolégico y clinico diferente!'®?).

Alrededor del 80% de los casos de cancer de tiroides corresponde al CPT y el
20% restante se distribuye entre los demas tipos histologicos!"*®). El segundo en
frecuencia es el CFT.

En el Anexo |, se puede consultar la clasificacion histoldégica de la OMS,
publicada en 2004'?Y. Se resumen a continuacién los tipos de cancer mas
importantes por su implicacion clinica.

1.2.3.1. Cancer papilar

Se define como un tumor epitelial maligno que muestra diferenciacion folicular
y un patron nuclear caracteristico. Aunque son raros antes de los 15 afios, son los
canceres tiroideos mas frecuentes en la infancia. La mayoria se diagnostica entre los
20 y 50 afos y predomina en mujeres (4:1). Su incidencia, como ya se ha
comentado, estd aumentando progresivamente('®1% 130 | 5 supervivencia es
excelente con una mortalidad global del 5%, y practicamente del 0% en pacientes de

bajo riesgo segun la escala MACIS!"*").

Desde el punto de vista patogénico es la variedad histolégica mas relacionada
con las radiaciones ionizantes. En su evolucién tiende a extenderse por los vasos
linfaticos, dando lugar a una la alta tasa de metastasis ganglionares regionales. Otra
de sus caracteristicas es la multifocalidad.

Desde el punto de vista histoldgico, lo que define al CPT son las alteraciones
nucleares: agrandamiento, aspecto oval, alargamiento y superposicién. Son
frecuentes los surcos y las pseudoinclusiones. La citoarquitectura es papilar (Fig. 5).
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Los cuerpos de Psamoma, patognomodnicos, corresponden a laminas calcificadas
concéntricas, con aspecto redondeado.

Fig. 5 Neoplasia papilar: Papilas con eje conectivo-vascular revestidas por
epitelio neoplasico. (H-E 20x)

La variante mas importante por su implicacion clinica, es la folicular (CPT-VF)
ya que simula un CFT encapsulado. Las variantes con peor prondstico son la
esclerosante difusa (diseminacion ganglionar y metastasis pulmonares al
diagnostico), la de células altas, la variante columnar y la variante sélida. Esta ultima
es la mas frecuente en nifios, sobre todo en los expuestos a radiacién, y alrededor
de 1/3 de los pacientes tienen invasion vascular y extension extratiroidea al
diagndstico.

1.2.3.2. Cancer folicular

Se define como un tumor epitelial maligno cuyas células muestran
diferenciacién folicular pero sin las alteraciones nucleares del CPT. Supone
alrededor del 14,5-17% de los canceres tiroideos con una supervivencia global a 10
afios del 85%"*®). Es mas frecuente en mujeres y durante la quinta década de la
vida, siendo casi inexistente en la infancia. Al contrario que el CPT, este tumor esta
disminuyendo en su incidencia, probablemente en relacién a la suplementacion de la
dieta con yodo.

Raramente son multifocales y en su evolucion tienden a dar metastasis a
distancia (pulmén y hueso), mas que en ganglios regionales.

Histologicamente son tumores con morfologia muy variable (desde foliculos
bien formados con coloide hasta crecimiento soélido o trabecular) y ni las
caracteristicas celulares ni la citoarquitectura son exclusivos de las lesiones
malignas. La unica diferencia entre ambas es la capacidad invasiva (capsular y/o
vascular).
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Como la agresividad del tumor aumenta con la extension de la invasion
vascular, los tumores foliculares pueden clasificarse en:

- minimamente invasivos (CFTmi) en los que sélo hay invasién capsular
- angionvasivos, cuando invaden los vasos capsulares o pericapsulares

- altamente invasivos (CFTai) cuando invaden tejidos y/o vasos
peritiroideos.

El CFT se asocia a enfermedades hereditarias como el sindrome de Cowden,
el sindrome de Weber y el complejo de Carney.

1.2.4. Diagnéstico

El diagndstico es el mismo que se ha descrito para el nédulo tiroideo (capitulo
1.1.2.), aunque pueden ser necesarias otras pruebas para hacer una correcta
evaluacion del paciente con respecto a la extension retroesternal, invasién a tejidos
adyacentes y la presencia de metastasis a distancia. Estas pruebas, sin embargo, no
se recomiendan de forma rutinaria en la evaluacién inicial del paciente con cancer de
tiroides(" 39,

En funcién de las caracteristicas clinicas se puede valorar la realizacion de

TAC, MRI, 'SFDG-PET/TAC, laringoscopia, endoscopia digestiva o
fibrobroncoscopia.

1.2.5. Factores prondsticos de la evolucion del cancer tiroideo

Clasicamente se consideran datos de peor prondstico la edad mas avanzada,
la presencia de tumor poco diferenciado, el mayor tamafo, la presencia de
enfermedad residual o de metastasis!'3® 139

La edad al diagnéstico es un factor de riesgo constantemente analizado y de
hecho, figura en la mayoria de los sistemas de estadificacion (Anexo Il). Aunque
tradicionalmente se ha estimado los 40-45 afios como la edad de corte en la que el
pronéstico empeora, en algun estudio™? se estima que ésta debe ser mas alta (57
anos). En cualquier caso la el riesgo de mortalidad aumenta con la edad, de forma
no lineal, y drasticamente a partir de los 45 afios"*". Actualmente sigue siendo el
factor prondstico mas importante de mortalidad especifica™® ' incluso en tumores
pequefios (£ 2 cm o T1)142),

Tran Cao et al."*®, por otro lado, consideran que se ha dado demasiada
importancia al efecto protector de la edad en los pacientes menores de 45 afos con
metastasis tanto regionales como a distancia. Basan su afirmacion, analizado datos
del registro SEER, en que cuando comparan pacientes con E | y E Il, los primeros
tienen un riesgo de mortalidad 11 veces menor que los segundos, diferencia que no
existe entre los pacientes =45 afos al realizar la misma comparacion.

Recientemente se han revisado los factores de riesgo de mortalidad

tradicionalmente considerados en CPT y CFT*) Las conclusiones se resumen a
continuacion:

- Como ya se ha expuesto, la edad de 45 afios como punto de corte esta
siendo cuestionada. Hay datos indicando que el corte puede ser a una edad mayor o
bien, que la edad es un riesgo continuo, aumentando progresivamente con los afos.

- El valor del sexo es controvertido, habiendo estudios para todos los gustos.
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- En cuanto a la afectacion ganglionar, si bien es un claro factor de riesgo
para la recidiva, su efecto en la mortalidad esta por demostrar, asi como el valor del
vaciamiento central profilactico.

- El papel de otros factores como la TSH o los marcadores moleculares,
(BRAF, RAS, RET/PTC, PAX8-PPARy) como factores prondsticos esta siendo
objeto de investigacién. Tanto niveles elevados de TSH como la presencia de las
mutaciones mencionadas, parecen relacionarse con la evolucion del cancer tiroideo
y podrian determinar la extension de la cirugia y/o la necesidad de tratamiento
ablativo.

1.2.6. Estadificacion y grupos de riesgo

Durante las ultimas décadas, se han propuesto distintos sistemas de
estadificacion para el CDT (Anexo |l; Tabla 7). Estos se basan en los factores de
riesgo identificados con valor prondstico.

El mas antiguo es el realizado por la European Organization for Research on
Treatment of Cancer (EORTC) (145) pero posteriormente se han desarrollado otros:
AMES™®) Clinical Class™", AGES™® MACIS®), SAG*Y Ohio!"*, Memorial
SIoan-Kettering Cancer Center('s), Noguchi*®?, National Thyroid Cancer Treatment
Cooperative Study Group (NTCTCSG)™® vy, finalmente, la clasificacion TNM
(tamano y extension, ganglios y metastasis) de la American Joint Commetee on
Cancer/ Union for International Cancer Control (AJCC/UICC)!"*® cuya ultima edicién
(7®) fue publicada en 2010.

La mayoria de los esquemas, identifican bien al 70-85% de los pacientes con
bajo riesgo de mortalidad pero ninguno de ellos consigue predecir a corto plazo el
riesgo de mortalidad o la posibilidad de mantenerse libre de enfermedad: ¥

Dentro de esas minimas diferencias, parece que los 5 mejores son
AJCC/UICC (TNM), AGES, EORTC, |\/|Ac:|SyA|v|Es138

La actual clasificacién TNM, que divide a los tumores T1 en dos subgrupos
(T1a: =1cm y T1b: >1 y <2cm), se hace eco de criticas a versiones previas que
incluian a todos los carcinomas menores de 2 cm en uno solo. Dado que el tamaino
influye en la presencia de extensidn extracapsular y metastasis ganglionares!'>*1%®),
y, por tanto en la supervivencia libre de enfermedad, parece importante diferenciar
ambos grupos. En cualquier caso, esta diferencia, no queda reflejada en el estadiaje
final.

La American Thyroid Association (ATA), por su parte, ha propuesto un
sistema de estadificacion para determinar el riesgo de recidiva (Anexo Il), que
incluye no solo el tratamiento quirdrgico inicial, sino también el resultado de la
ablacion”.

Se recomienda usar la clasificacion TNM en todos los pacientes con cancer
tiroideo!" 39, por su capacidad para predecir la mortalidad y por su gran
disponibilidad, lo que permite la comparacion entre distintas series!"*®. También se

recomienda utilizar la estadificacion del riesgo de recidiva de la ATA®?,
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Tabla 7 Comparacién de diferentes factores de riesgo usados en sistemas de estadiaje
(Reproducida y modificada con permiso de John Wiley and Sons, Inc: Brierley et al. Cancer, 79: 2414-2423A, ©1997)

uicc/ Clinical
Clasificacién EORTC AJICC  AGES AMES MACIS Class Ohio SAG Noguchi MSK
Histologia Todos Todos  Papilar CcDT Papilar  CDT CcDT Papilar Papilar CcDT
Grado No No Si No No No No Si No No
Edad (afos) Cont <45 Cont <41 hombre Cont <45 No <70 Variable <45
<51 mujer
Género Si No No Si No No No Si Si No
Mejor (Mujer) (Mujer) (Mujer) (Hombre)
prondstico
Tamafio (cm) No <1 Cont <5 Cont <1 <15 No <3 cm <1
1-4 >5 1-4 1.5-4.4 1-4
>4 >4 24.5 >4
Extension Si Si Si Si Si Si Si No No Si
extratiroidea
Enfermedad No No No No Si No No No No No
residual
Ganglios No Si No No No Si Si No Si No
Multifocal No No No No No No Si No No No
Metdstasis Si Si Si Si Si Si Si No No Si
Validacién Si nc Si nc Si nc nc nc nc nc

Cont: continuo; CDT: diferenciado; nc: desconocida.

EORTC: European Organization for Research and Treatment of Cancer; UICC: International Union Against Cancer; AJCC: American
Joint Committee on Cancer, AGES: Age, Grade, Extrathyroid extent and Size; AMES: Age, Metastases, Extrathyroid extension, and
Size; MACIS: Metastases, Age, Completeness of resection, Invasion, and Size; SAG: Sex, Age, and Grade; MSK: Memorial Sloan-

Kettering Cancer Center.

1.2.7. Tratamiento y seguimiento

El tratamiento del cancer tiroideo requiere un equipo multidisciplinar y
coordinado®”). Los objetivos son la extirpacion completa de toda la masa tumoral
con la minima morbilidad, proporcionar las muestras necesarias para un correcto
estadiaje, facilitar el tratamiento ablativo con yodo radioactivo ('), permitir el
seguimiento a largo plazo y minimizar el riesgo de recidiva'".

Segun las guias clinicas, el tratamiento del cancer diferenciado tiroideo se
basa en 3 acciones: cirugia (tiroidectomia total o casi total, con linfadenectomia
dirigida al compartimento afectado, diagnosticado preoperatoriamente), tratamiento
ablativo y supresion de TSH con T4 (1:28-30. 158-167)

El seguimiento se realiza mediante exploracion fisica, ecografia cervical,
determinacién de tiroglobulina y rastreo corporal total con radioyodo (RCT).

La Tg es un marcador tumoral especifico y sensible para el seguimiento de
los canceres diferenciados (CDT) pero para su interpretacion correcta, se debe
medir la TSH y también los niveles de anticuerpos antiTg (AcTg). La desaparicion de
éstos es sugerente de remision.

Durante el seguimiento, el 10-15% de los pacientes presentaran Tg elevada
con RCT negativo. Este hecho se puede explicar bien por un mecanismo de
desdiferenciacion celular, por el cual se pierde la capacidad de transportar yoduros
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pero se mantiene la de secrecién, o bien porque el volumen tumoral es insuficiente
para ser detectado por el RCT. En estos casos, la '®FDG-PET es de utilidad, con
una sensibilidad y especificidad elevadas para detectar recidiva locorregional y
metastasis a distancia'®?. La sensibilidad de esta exploracién mejora cuando la Tg
es muy alta o tras estimulo con TSH.

22



Tesis doctoral INTRODUCCION Nuria Muiioz Pérez

1.3. BIOLOGIA MOLECULAR DEL CANCER TIROIDEO DE ORIGEN FOLICULAR

Las variaciones en el tamafio de la glandula tiroides son el resultado bien de
una mayor demanda por parte del organismo, mediada por la TSH o bien, por una
alteracion del equilibrio entre los factores de crecimiento que actuan a nivel local y la
expresion de sus receptores, la mayoria de los cuales estan relacionados con
protooncogenes''®* 1% Estos son genes que codifican las proteinas estimuladoras
de la proliferaciéon celular normal: factores de crecimiento, receptores de dichos
factores y proteinas nucleares. Los oncogenes, por su parte, pueden ser dominantes
0 recesivos y pueden inducir la oncogénesis o fracasar en su supresion. Los genes
supresores controlan el crecimiento celular de forma receswa y cuando pierden su
capacidad funcional, se produce un crecimiento incontrolado!'®

Los cambios genéticos celulares, provocados por la radlacién 0 por toxinas,
pueden ser alteraciones puntuales en los pares de bases (mutaciones) que inducen
mediante diversos mecanismos [inserciones, deleciones, reordenamientos, o
translocaciones (amplificacion de ciertos genes)] la modificacién estructural en la
proteina codificada. Esto altera el proceso regulador normal y convierte a los
protooncogenes en oncogenes, siendo el resultado final un crecimiento celular
incontrolado y la formacion de tumores malignos o benignos!'%¢-1%®),

Las mutaciones somaticas afectan a una unica célula en cualquier momento
tras la fertilizacion, y una vez transformada, da lugar a un tumor monoclonal mientras
que las mutaciones germinales, se orlglnan en un progenitor y pasan al
descendiente a través de la célula germinal‘'®®).

Desde el punto de vista molecular la funcion de la glandula tiroidea se regula
en varios niveles:

*El primer nivel es la TSH que actua directa e indirectamente sobre la

glandula tiroides y se considera el mayor estimulador de la funcion de la misma ('¢*
64, 169

*El segundo nivel lo constituyen sustancias estimuladoras del crecimiento
gue actuan localmente: factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor transformador
de crecimiento-a (TGF-a), factores de crecimiento insulinicos (IGFs), factores de
crecimiento de fibroblastos (FGFs), factor de crecimiento hepatocitico (HGF), factor
de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) o el factor inhibidor de TGF-a.(1%3 164,
También influyen en la regulacion del crecimiento t|r0|deo los factores que controlan
la adhesidn celular y la integridad del parénquima‘'®®

*El ultimo nivel de control son los mecanismos de apoptosis que regulan la
muerte celular!'®®.

Asi pues, la proliferacion celular depende tanto de los protooncogenes que
estimulan el crecimiento como de los genes inhibidores del mismo (tanto por
inhibicion directa como por estimulacion de la diferenciacién celular y/o
apoptosis)'® ") siendo un factor clave en la transduccién de sefales la
fosforilacion de proteinas('®”.

Las vias de sefializacién implicadas en la carcinogénesis tiroidea (Fig. 6)
(170, 171).
son

*Via de la proteina quinasa activada por mitégenos (MAPK)"": interviene

en la regulacién de la proliferacién, migracion, diferenciacion y supervivencia celular.
Una vez activada, emite senales a través de la membrana celular, activando a su
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vez y de forma secuencial, a factores de transcripcién nuclear. RAS (unida a
guanosina trifosfato o GTP) es el transductor inicial que activa a RAF (MAP-quinasa-
quinasa-quinasa). Esta, mediante fosforilacién, activa a MEK (MAP-quinasa-quinasa)
y ésta, finalmente, a ERK (MAP-quinasa). Mientras que RAF y MEK son
citoplasmaticas, ERK es capaz de translocarse al nucleo, donde puede fosforilar a
un gran numero de factores de transcripcién nucleares (c-jun o c-myc). Numerosos
miembros de esta via de sefalizacion se han identificado como protooncogenes.

*Via fosfatidilinositol (P1) 3-quinasa/ proteina quinasa B (PI3K/AKT)!'"®
su activacién conduce a la proliferacion y a la inhibicién de la apoptosis.
Sefales extracelulares estimulan a receptores tirosina quinasa (RTK), éstos a RAS y
éste a PI3K que cataliza la transformacion del fosfatidilinositol bifosfato en trifosfato.
El resultado es la fosforilacion de AKT que, de esta forma, puede activar oncogenes
en el nucleo celular y otras vias de senalizacién [por ejemplo (p.ej.) mTOR] en el
citoplasma. De las tres isoformas de AKT, s6lo la 1 y la 2 se han encontrado en
cancer tiroideo, relacionandose la presencia de AKT1 en el nucleo celular con la
invasién y las metastasis de CFT.

171).

Fig. 6 Vias de sefalizacion implicadas en el cancer de tiroides
(Reproducidas con permiso de Macmillan Publishers Ltd: Nat Rev Cancer 13 (3): 184-199, ©2013)

Cytokines Mitogenic stimuli Apoptotic signa Extracellular signal
¥
; @y riK Cal @y riK
17 ‘ ‘
(RAS)
‘ (RAS) ‘ Genetic alterations *
( \ *
(IKK) * RASSF1A PI3K-AKT pathway @
l/— @RAF-V600D) l / \ |
‘ \/ PIP2 _<_, pip3 @DRE ‘/)
(IxB Y(NF-xB) ¢ PTEN ——2p ®
= > «S siler ) methylation * [ /\KT) 14-3-3F0X03

/ \ (MEK) l Degradation €N
P \ / /

B NF-B) ¢ Fox03)14-3-3 L P
< <D &Y l GSK3p) f———— (AKD) —> @10oR) @433
‘- Ubiquitylation | ’ L : k25207 Degradation < @@*catenin Translation
* Proteasomal | (ERK) (FOX03) —
degradation | ‘ = & 1
= P
P \ . Nucleus - @0OXx03” (on Ak
Buisiess @D &) @op Eew» @ @—/ ™
LA TN TN TNATATA A TATITNA TN TATNATAT T Fox03)
WIID AP AP AP AP A AD AP ARID A A) A A)ARAT —
AT MPAT AT AT AT ANIT AT AT AT ARLT AT
T Tumour-promoting and T Tumour-promoting 4 Tumour suppression
anti-apoptotic genes genes (e.g. VEGFA, MET, and thyroid genes 4 Pro-apoptotic genes
(e.g. VEGFA, vimentin, HIF1A, UPA, UPAR, (e.g. TIMP3, SLC5A8, in FOXO pathway T Tumour-promoting T Tumour-promoting 1 Pro-apoptotic genes
UPA, UPAR, MMPs) TGFB1, TSP1) DAPK1, NIS, TSHR, TPO) genes genes in FOXO pathway

Thyroid cell growth and proliferation,

tumorigenesis and progression of thyroid cancer jpesiceiigrowtyand prollieration;

tumorigenesis and progression of thyroid cancer

*Via Wingless (Wnt)-B-catenina’® '"": esta via se relaciona con el

desarrollo tumoral y la renovacion epitelial. En los tumores tiroideos las mutaciones
relacionadas con ella estan en las proteinas de andamiaje como son la axina, la -
catenina, y la codificada por el gen APC (poliposis adenomatosa familiar).
Mutaciones en el gen que codifica a la B-catenina (CTNNB1) son frecuentes en CAT
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(66%) y CPDT (25%) pero no se encuentran en CDT. La activacion de esta via
también puede venir a través de PIK3/AKT o RET/PTC.

*Via factor nuclear potenciador de las cadenas kappa de las células B
activadas (NF-kB)'"% '"": interviene en la regulacién de la respuesta inflamatoria
ligada a génesis tumoral. En las células de cancer tiroideo controla las vias
antiapoptoticas y de proliferacion. NF-kB es un factor de transcripcion que induce
niveles de expresion de distintos oncogenes. Por otro lado, mutaciones de varios
miembros de la via MAPK (RET/PTC, RAS y BRAF'"?%%) pueden activarla.

*Via factor inducible por hipoxia 1 alfa (HIF-1a)"% 7"): se sabe que la
hipoxia es un estimulo muy importante para el metabolismo, crecimiento vy
progresion tumoral. Cuanto HIF-1a se une a HIF-1B3 se forma el factor de
transcripcion HIF1 que favorece la expresiéon de factores de crecimiento como VEGF
y MET, y por tanto, la angiogénesis. Por otro lado, tanto MAPK como PI3K/AKT
estimulan esta via. HIF-1a esta presente en tumores tiroideos, sobre todo agresivos
como el CAT pero no en tejido normal.

*Via RASSF1-MST1-FOX03""": su mision principal es como inhibidor
tumoral, estimulando la apoptosis. RASSF1 es miembro de la familia RAS. Este, en
repuesta a las sefales de apoptosis, se une y activa a MST1 (también STK4) lo que
conduce a la translocacién de FOXO3 al nucleo celular donde induce la transcripcion
de genes proapoptoéticos. Esta via esta afectada en cancer tiroideo, e incluso en AF,
mediante la silenciacion epigenética (hipermetilacién del precursor de RASSF1), la
inhibicion directa de BRAF'°"F |y la activacion de PI3K/AKT.

1.3.1. Oncogenes en cancer de tiroides

Los productos de los oncogenes* se dividen en diferentes familias de proteinas con
funciones celulares especificas: factores de crecimiento, receptores de factores de
crecimiento (de membrana o intracelulares) o proteinas de transduccién de sefales
y activadores o inhibidores nucleares de la transcripcion. En la Tabla 8 se muestran
las mutaciones mas frecuentemente detectadas en los distintos tipos histoldgicos de
cancer tiroideo con su prevalencia®® 170 173-175)

1.3.1.1.TSH-R

En la actualidad parece que las mutaciones de TSH-R y de las proteinas G
(GSP o GNAS) no estarian relacionadas con la carcinogénesis, salvo en una minima
proporcion de casos. Dado que estas mutaciones se han encontrado en nédulos
téxicos, se considera que conferirian caracteristicas hiperfuncionantes a las
neoplasias!'® 17®),

1.3.1.2. RAS

La familia ras esta formada por cuatro protooncogenes (H-ras, K-ras A, K-ras
B, y N-ras) que codifican proteinas de membrana GTP-asa. Las mutaciones de ras
son el segundo hallazgo mas frecuente en cancer tiroideo, mas en tumores
foliculares que papilares (20-50% de CFT y 30-45% de CPT-VF, 20-40% de CPDT y

*
Los oncogenes y las proteinas que codifica se expresaran en mayusculas y los protooncogenes en mindsculas.
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20-30% de CAT) y en areas con deficiencia de yodo. Su presencia en AF (20-25%) y
en algunos nodulos hiperplasicos sugiere que son un paso inicial en el proceso de la
carcinogeénesis.

La activacion del oncogen RAS activa las vias MAPK y PI3K/AKT!70 177
influyendo en la regulacién del ciclo celular, el crecimiento, la migracion y la
apoptosis. Estudios in vitro parecen demostrar que la activacién de RAS es por si
sola insuficiente para determinar el crecimiento tumoral, pero predispondria a la
adquisicién de alteraciones %;enéticas 0 epigenéticas que finalmente llevarian a la
transformacion neoplasica'’®.

En general las neoplasias con mutaciones en RAS suelen ser indolentes, de
crecimiento lento y asociados a buen pronostico’’” ) pero se consideran
predictores de mal prondstico en pacientes con CPT(124 165 177. 180 " Con menos
frecuencia, estas mutaciones estan presentes en tumores de alto grado de
malignidad (CMT, CPDT, CAT) en cuyo caso suele haber otras mutaciones
coexistentes: p53, CTNNB1, PIK3CA, PTEN o AKT1(77).

1.3.1.3. RET/PTC

El protooncogen ret (rearrangement during transfection) fue el primer receptor
tirosina quinasa activado identificado en cancer de tiroides. Codifica al receptor de
membrana para el factor de crecimiento neurotréfico de células gliales. La ganancia
de funcién de ret esta involucrada en el CMT (tanto esporadico como familiar,
incluyendo las neoplasias endocrinas multiples)'?%.

Del reordenamiento RET/PTC se han descrito hasta 15 tipos relacionados con
el CPT, de los cuales los mas frecuentes son RET/PTC1 y RET/PTC3. Todos ellos
actian activado las vias de sefalizacion MAPK y PI3K/AKT (%% Aunque se ha
detectado en algun tumor tiroideo benigno, el reordenamiento RET/PTC es bastante
especifico de CPT®® 'Y Se ha identificado en el 10-20% de los CPT!" y se
considera un proceso inicial en la oncogénesis ya que se ha encontrado en CPT
oculto; también se ha asociado con nifios y adultos jovenes, exposicidén a radiacion y
metastasis linfaticas® 18% 174 181) A contrario que los CPT con mutaciones en BRAF
y RAS, los tumores con RET/PTC1 raramente progresan a pobremente diferenciado

2 i~ (99) . . ~ .
0 anaplasico™’ mientras que los RET/PTC3 se asocian a mayor tamafo, variantes
mas agresivas y estadio mas avanzado'®?.

1.3.1.4. c-MET

Otro receptor de tirosina quinasa relacionado con la carcinogénesis tiroidea es
c-MET, que codifica al receptor para el factor de crecimiento hepatocitico (HGF). Su
sobreexpresién es frecuente en CPT (70-90%) y en CPDT y se asocia a la
multicentricidad mientras que su infraexpresion tiene que ver con mayor riesgo de
metastasis a distancia.

La via HGF-MET modula la motilidad celular y la capacidad de invasion, y
estimula la angiogénesis, indicando su papel en la progresién tumoral. Esta via se
activa por diferentes mecanismos, incluyendo la sobreexpresion de c-MET o
mutaciones puntuales en su dominio quinasa lo que estimula a otras vias (MAPK;
PIK3/AKT, NF-kB) favoreciendo la proliferaciéon, la invasién, la migracién, la
supervivencia tumoral y las metastasis. Se considera un evento tardio en la génesis

tumoral tiroidea porque su sobreexpresion se ha visto en los tumores mas agresivos
(124, 165, 182, 183)
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1.3.1.5. NTRK1

Los oncogenes TRK, se forman mediante los reordenamientos del gen
NTRK1 (receptor neurotréfico tirosina quinasa, también TRKA) que codifica al
receptor de alta afinidad del factor de crecimiento nervioso (NGF), localizado en el
cromosoma 1. Se han descrito 4 reordenamientos: TRK, TRK-T1, TRK-T2 y TRK-
T3(6> 18 Es el segundo reordenamiento cromosémico mas comulnmente
identificado en la génesis de tumores tiroideos, considerandose un evento temprano
de este proceso. Es propio del CPT pero no es muy prevalente (5-13%)!%* 184
Activa a diversas proteinas (RAS, PI3K) y a través de ellas a vias de sefnalizacion
como MAPK, afectado, finalmente, a la proliferacion, la diferenciacion y la apoptosis.
Todas las oncoproteinas TRK mantienen el dominio NTRK1 tirosina quinasa,

imprescindible para su actividad!'®¥.

Tabla 8. Mutaciones presentes en distintos tipos de cancer

Tumor Mutacion Prevalencia (%)
CPT
BRAF "% (clasico y células altas) 40-45
RET/PTC (1, 3, 6) 10-20
RAS 10-20
TRK <5
p53
PTEN raro
CPT-VF
BRAFK601E
RAS
RET/PTC
PAX8-PPARY 1-5
EIF1AX
CFT
RAS 40-50
PAX8-PPARY 30-35
PIK3CA <10
PTEN <10
BRAF K601E
TSH-R
CPDT
RAS 25-30
B-Catenina (CTNNB1) 10-20
p53 20-30
BRAF 10-15
AKT1 15
CAT
TP53 70-80
B-Catenina (CTNNB1) 60-70
RAS 40-50
BRAF 20-30
PIK3CA 20
PTEN >10
CMT
Hereditario: RET >95
Esporadico: RET 40-50

EIF1AX: Eukaryotic Translation Initiation Factor 1A, X-Linked
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1.3.1.6. HER2

El papel de c-erb-2 (también ERBB2) es controvertido. Codifica al receptor
del factor de crecimiento epidérmico 2 con actividad tirosina quinasa que, tras
activarse, termina estimulando vias de sefializacién intracelulares como MAPK. Su
sobreexpresién, ademas de en el cancer de mama (donde se asocia a peor
prondéstico y mayor riesgo de reC|d|va) se ha detectado en canceres tiroideos, tanto
diferenciados como no diferenciados!'® pero no se han encontrado mutaciones o
amplificaciones!"?. Su sobreexpresion in vitro se relaciona con un aumento de myc,
por lo que se piensa que HER2 jugaria un papel importante en el crecimiento
agresivo de los tumores indiferenciados tiroideos!'®®

1.3.1.7. PAX8-PPARy1

El reordenamiento PAX8-PPARy1, consecuencia de la translocacion
t(23)(q13;p25) da lugar a la fusidn del factor de transcripcion tiroideo PAX8 con los
dominios A a F del receptor del activador de proliferacién de peroxisomas y1
(PPARy1). La proteina de fusién PAX8/PPARYy1 parece actuar inhibiendo la actividad
transcripcional de PPARy1 y, por tanto, favoreciendo el crecimiento y dificultando la
diferenciacion celular.

Su incidencia en CFT oscila entre el 30-35%"® '®) gqunque en series mas
recientes es menos frecuente'® 88 También se detectado en AF (hasta en el 6%),
pero no en tejido normal, ni en CCH o CAT("® 18) sj pien Boos et al.'®" lo han
encontrado en CPDT. Su hallazgo en CPT-VF es controvertido (5-38%)%. Asi,
Klemke et al. no lo han encontrado en ningtin CPT-VF('®% %) mjentras que Anderson
et al.\"®® encontraron que todos los pacientes de su serie con esta mutacion tuvieron
un cancer, fundamentalmente CPT-VF.

No todos los estudios'®" ®®relacionan la mutacion PAX8-PPARy1 con CFT
claramente invasivos y con mas posibilidad de enfermedad avanzada y de
metastasis a distancia’’®. También se ha asociado a menor tamafio o menor edad
de presentacion®®

Parece haber variabilidad geografica o étnica ya que en pacientes japoneses
0 coreanos practicamente no se suele encontrar yPor tanto, la génesis tumoral del
CFT en dichos sujetos dependera de otros factores!'®'1%%).

1.3.1.8. BRAF

BRAF es una serina treonina quinasa, miembro de las RAF quinasas (ARAF,
BRAF, CRAF). Los genes RAF son descritos como oncogenes, ya que son los
efectores de las oncoproteinas RAS. La mutacion mas frecuente es la que resulta de
la transversion de timina por adenina en el nucleétido 1799 lo que conduce a la
sustitucién de valina por glutamina en la posicion 600 de la proteina (V600E) cuyo
efecto final es una activacién cronica de la via MAPK y la transformacion
cancerosa''® %) |nicialmente se descubrié en melanomas, cancer de colon y otros
tumores solidos pero posteriormente se identific6 en CPTU% ') donde Ila
prevalencia es aproximadamente del 37-58% siendo la mutacion genética mas
frecuente en el cancer tiroideo!('3% 131 195,198, 199)

Se considera especifica de CPT puesto que no se ha encontrado en tumores
benignos ni foliculares. Su presencia en CPDT y en CAT, sobre todo en aquéllos que
conservan areas bien diferenciadas, sugiere que estos ultimos derivarian de un CPT.
Ademas de en la variante clasica, se ha detectado en la de células altas®® 18" 199
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Su prevalencia esta sujeta a variabilidad geogréfica, siendo mas alta en zonas

?O? alta ingesta de yodo o exposicidén a contaminantes de erupciones volcanicas!"3%
31

Varias revisiones han evaluado su valor como predictor de mal pronéstico“94’

, Y aunque los resultados no son totalmente consistentes entre los diversos
estudios, si que parece haber una relacion entre BRAFY®°F y |a presencia de
invasién capsular, extension extratiroidea, estadio mas avanzado en el momento del
diagndstico o la presencia de metastasis (regionales o a distancia). También suelen

ser pacientes de mas edad"®" 2%V,

Otro aspecto que podria justificar el comportamiento mas agresivo de los
tumores con esta mutacion es que en éstos, la expresidon de las proteinas
relacionadas con la diferenciacion tiroidea (TPO, NIS) esta significativamente
disminuida®?2%*) mientras que la de proteinas relacionas con fenotipos poco
diferenciados como el transportador de glucosa 1 (GLUT1), esta aumentada®®® 2%,
Esto podria justificar la disminucién en la captacién de yodo o la avidez por la "®F-
FDG.

195, 200)

Se han descrito muchas mas mutaciones en BRAF(%* 195201 "inclyyendo
inserciones, deleciones o reordenamientos: BRAF<®“'® (CFT, CPT-VF, AF),

BRAF™%dl (AF)  BRAF™%®dP (CPT clasico), reordenamiento  AKAP/BRAF,
BRAFV599IHS, BRAFV600E+K601deI, BRAF600D+FGLAT601-6 5|ns.

1.3.1.9. p53

El gen supresor p53 tiene un papel fundamental en la evolucion de tumores
indolentes a agresivos y su mutacion esta presente mayoritariamente en tumores
pobremente diferenciados o indiferenciados. En condiciones normales, p53 favorece
la detencidn del ciclo celular a través de p21 y la apoptosis, evitando la replicaciéon
de células con el ADN dafado. El gen mutado condiciona una pérdida de funcion lo
que lleva a la inestabilidad gendmica, al fallo en la reparacion del ADN v,
consiguientemente a la progresion tumoral®. En una serie reciente se ha
observado mutacién de p53 en el 27% de CPDT y en el 42% de los CAT®%).
Curiosamente la expresion de la proteina p53, no refleja el estado mutacional del
gen, habiéndose encontrado expresada en tumores relativamente indolentes o en
patologia benigna y en relacién con infiltrados de células inflamatorias‘®®”).

1.3.1.10 Otros: PTEN. PI3KCA

Las mutaciones germinales del gen supresor PTEN (phospatase and tensin
homolog) conducen al sindrome de Cowden. Su mecanismo de accién es activando
la via PI3K/AKT cuando la proteina codificada por él esta infraexpresada o
inactivada. Sin  ser muy comunes, estas mutaciones se relacionan
fundamentalmente con el CFT, aunque también se han descrito en AF, muy
raramente en CPT, y con algo de mas frecuencia en CAT(70: 173-175)

Las mutaciones activadoras o las amplificaciones del gen PI3KCA, que
codifica la subunidad catalitica de PI3K y que activan la via PI3K/AKT, también se
han encontrado en cancer de tiroides, fundamentalmente en CFT, y con menos
frecuencia en CPT o CAT(170. 173.174)

1.3.1.11. Sumario

Las alteraciones genéticas que afectan al CPT (mutaciones en BRAF y RAS,
los reordenamientos RET/PTC y de TRK) son mutuamente excluyentes entre si y en
total, se dan en el 70% de estos tumores®" . En cuanto al CFT parece que
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procederia de 2 eventos oncogénicos diferentes y que no se solapan entre si:
mutaciones de ras y el reordenamiento PAX8-PPARy1('78 186.191),

Es curioso notar que en estudios a largo plazo se ha apreciado un aumento
de la frecuencia de mutaciones en RAS y BRAF, a costa de un descenso en el
reordenamiento RET/PTC, lo que podria implicar un descenso en la exposicion a
radiacion ionizante frente a otros factores ambientales (dietéticos o quimicos)'3% 3",

1.3.2. Modelo de oncogénesis

El desarrollo y progresién del cancer se caracteriza por una acumulacion de
alteraciones genéticas aleatorias como consecuencia de una prevalente
inestabilidad gendmica. En el caso del cancer tiroideo lo que predomina es la
inestabilidad cromosomica®®®® produciéndose un incremento secuencial en el
nuamero de anormalidades en el ADN (tanto en el porcentaje de casos con
anormalidades, como en el numero de anormalidades por caso) en la progresion
desde el tumor bien diferenciado al anaplasico. Dado que HRAS y BRAF mutados
son capaces de provocar inestabilidad cromosdmica en lineas celulares in vitro, se
podria concluir que la activacién oncogénica de la via de las MAP quinasas daria
lugar a la inestabilidad gendmica en las células cancerosas tiroideas y a nuevas
mutaciones somaticas durante la progresién tumoral'?4.

Los cambios genéticos y epigenéticos en la via MAPK estan implicados en la
carcinogénesis de numerosos tumores humanos y, en concreto, por lo que respecta
al cancer tiroideo, tres de sus miembros (RET, RAS y RAF) estan implicados en el
70% de los CPT, considerandose un evento inicial en el proceso. Las mutaciones
que la activan e inician la transformacion neoplasica tienen que ver con BRAF, RAS
y RET/PTC que inician una serie de cambios moleculares secundarios que
sinergizan y amplifican su actividad oncogénica’'"® '

A finales de los 90, Wynford-Thomas(Wynford-Thomas 1997) describe las
bases genéticas de la transformacién de las células foliculares del tiroides en
cancerosas, construyendo un modelo secuencial (Fig. 7). Primero se produciria una
mutacién en los componentes de las vias de senalizacion relacionadas con el
crecimiento: TSH-R y GSP (que darian lugar a tumores benignos), RAS (que afecta
a sefales de transduccidn), y los receptores de factores de crecimiento: RET y TRK.
El efecto de RAS, via activacion de MAPK y PI3K/AKT, seria un incremento el
estimulo al crecimiento celular, mintras que los reordenamientos en RET y TRK
favorecerian la desdiferenciacion y transformacion de las células tiroideas.

Siguiendo este modelo, la progresion tumoral se relacionaria con la
inactivaciéon de los inibidores del ciclo celular (p16, p15, p21, p27) y, la
transformacién en cancer anaplasico tendria que ver con la mutacion de p53, junto
con el cambio del patrén de expresién génica de la célula hacia un fenotipo
mesenquimal. Ambos factores, la mutacion de p53 y las desdiferenciacién son
necesarias en la misma célula para la transformacion anaplasica y explicaria, la
escasa frecuencia de este tipo de tumor.

La acumulacion progresiva y sinérgica de alteraciones genéticas amplificaria
el poder oncogénico de cada una de ellas. Asi, las alteraciones que afectan a
PIK3/AKT (RAS, PIK3KA, PTEN) coexisten con las que afectan a MAPK (BRAF,
RAS y RET/PTC) conforme los tumores son mas indiferenciados, mientras que son
mutuamente excluyentes entre si en carcinomas bien diferenciados. El proceso de
desdiferenciacion se aceleraria con la presencia de mutaciones adicionales en p53,
CTNNB1, o ALK 209
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Fig. 7 Modelo de oncogénesis

Via MAPK
ras
braf

ret/ptc
trk
met
myc

tsh-r |. |
gsp
Via PI3K/AKT
ras fos

PTEN PIK3C

Adenoma

Toxico

Via PI3K/AKT
ras MAPK y PIBK/IAKT Via MAPK
p16 p53 p16
PAX8-PPARy braf braf

ras ret/ptc
CTNNBH1

ras

: braf
Carcinoma [flem

papilar

Via PI3K/AKT Via MAPK

MAPK y| PI3BK/AKT
p53
braf
ras
CTNNB1

Carcinoma

anaplasico

Fuentes: Wynford-Thomas 1997%"”, Kebebew 2005'"%", Eszlinger 2010%%? y Xing 2013""""

Se podria decir, por tanto, que el cancer tiroideo es un modelo de neoplasia
sélida, en la que hay unos defectos genéticos que inician la transformacion tumoral
(como RET/PTC, RAS o BRAF) y otros relacionados con la progresién tumoral.
Estos incluyen alteraciones de los factores de crecimiento y sus receptores, de los
reguladores del ciclo celular y de las moléculas de adhesién, que son capaces de
modificar el comportamiento de la célula transformada, fromowendo la invasion
tumoral y aumentando el potencial metastasico del mismo'
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Los estudios en protedmica, sin embargo, parecen cuestionar la teoria
secuencial, al menos en lo referente a la progresion adenoma-carcinoma folicular,
tras encontrar dos patrones de expresion proteica diferentes en ambas entidades.
Este hecho junto con el hallazgo del punto de activacion del dafo en el ADN vy la
evidencia de la inestabilidad genomlca en CFT y no en el AF sugieren que ambas
lesiones evolucionan de forma diferente®’

Finalmente, la investigacion en celulas madre, ha dado lugar a una nueva
hipétesis para explicar la carcinogénesis®'" 212, Hay alguna evidencia de que una
pequefa proporcidon de células tumorales tienen propledades de células madre (TIC:
tumor-initiating cells), y serian estas células las que iniciarian y mantendrian el
crecimiento tumoral. No hay certeza de si son verdaderas células madre o s6lo han
adquirido sus propiedades. En diversos estudios se han encontrado poblaciones de
este tipo en lineas celulares de cancer tiroideo. Se postula que las TIC derivarian de
las células madre normales cuando se activan los oncogenes pero también podrian
venir de células progenitoras, o de células maduras desdiferenciadas, en cuyo caso
adquiririan sus propiedades de TIC a través del proceso de transicion de epitelial a
mesenquimal. Asi, dentro de un grupo de células tumorales, solo las TICs son
carcinogénicas y, segun el nivel de diferenciacion de las mismas, daran lugar a
diferentes tipos de cancer tiroideo: el CAT podria originarse directamente de las
células madre, puesto que es indiferenciado mientras que el CDT podria formarse a
partir de células madre bipotenciales. El origen del CMT, también diferenciado,
serian las células progenitoras C.

1.3.3. Desregulacion epigenética

En los ultimos afos se ha puesto de manifiesto la importancia de los procesos
epigenéticos en el desarrollo y progresién de los tumores. Estos procesos regulan la
expresion génica en las células sin alterar la secuencia de ADN, generalmente
mediante silenciamiento genético. Hay tres mecanismos epigenéticos: metilacién de
los residuos de citosina del ADN, modificaciones translacionales de las histonas y la
remodelacion de nucleosomas‘213) Otro mecanismo epigenético es la expresiéon de
los microARN (miRNA) o ARN (&acido ribonucleico) no codificantes®'.

Entre los genes supresores en los que se ha demostrado hipermetilaciéon
estan PTEN, RASSF1A, TIMP3, DAPK1, (RARB2)?' 216y RAP1GAP?™, Otros
genes afectados son: CALCA, CDH1, FGFR2, NIS, p16, la metiltransferasa nuclear
RIZ1, los transportadores de yodo SLC5A8 ( apical o AIT) y SLC26A4 (NIS), o TSH-
R(15.218) | 3 mutacion BRAFY®E se ha asociado a esta metilacion aberrante en
algunos genes (DAPK, RARp2, TIMP3, SLC5A8), incluyendo a los que codifican
moléculas tiroideas como NIS, Tg, o TPO. Esta asociacién de alteraciones en genes
reparadores de ADN aumentaria la agresividad del tumor""”. La silenciacién
epigenética de TTF-1 mediante la metilacion se ha encontrado en mas de la mitad
de los tumores tiroideos indiferenciados, pero no en tiroides normal ni en CPT®?'").

Aunque con menos frecuencia la hipometilacion de ADN también se ha
relacionado con la génesis tumoral. Rodriguez-Rodero et al.?'™® han encontrado
genes supresores y oncogenes hipometilados en CPT y CFT, pero en mucho menor
namero que en CMT o CAT, concluyendo que este proceso estaria relacionado con
los tumores indiferenciados.

En cuanto a la acetilacion de histonas, parecen influir en la sobreexpresion de

p53 y p27 vy, en la pérdida de expresion de NIS, TPO, Tg, RARp. Actualmente, la
remodelacion de nucleosomas no se ha relacionado con el cancer tiroideo®'® 219,
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* MicroRNAs

Los micro ARN (miRNA) son una nueva clase de moléculas reguladoras,
de pequeno tamafio que no se transcriben a proteinas. Funcionan como reguladores
negativos de la expresion genética en todos los procesos implicados en la
carcinogénesis: diferenciacion, proliferacion y supervivencia celular. Se calcula que
un solo miRNA puede regular mas de 200 genes y que cada gen tiene dianas para
multiples miRNAs. Si la unién del miRNA a la molécula de ARNm (acido ribonucleico
mensajero) es perfecta, la sintesis proteica continua. En caso contrario, se produce
la represion de la translacion y por tanto se inhibe la sintesis de proteinas gFig. 8).
Es la unién imperfecta lo que permite a un miRNA regular a multiples genes(2 9,

Los perfiles de expresion de miRNA son especificos de cada tejido, por tanto,
los tumores derivados de las células C (CMT) son significativamente diferentes de
los originados de las células foliculares. Incluso entre los tumores derivados de las

mismas células los perfiles varian bastante®'?).

De estas moléculas, de unos 20-24 nucleétidos, ya hay 1.881 secuencias
descritas en humanos (miRBase.org).

Desde el punto de vista oncogénico, la sobreexpresion de miRNAs se traduce
en la inhibicion (regulacién a la baja) de los genes supresores de tumores mientras
que la infraexpresion condicionara a la estimulacion de los oncogenes, con el
consiguiente efecto en el ciclo celular, en la proliferacion, la apoptosis y otros
mecanismos carcinogénicos”o”. Asi pues, podemos decir que hay dos tipos de
mMIRNA®0);

*onco-miRs: que promueven la carcinogénesis
*microRNAs supresores tumorales: que antagonizan la progresién del
cancer.

Fig. 8 Regulacion de la expresion génica mediada por miRNA

Cadena de ADN ’ Transcripcion

Via de ARNi

Translacion Proteina

—»

Cadena de ARNm

En general, se podria decir que los tumores menos agresivos o bien
diferenciados suelen tener regulados al alza los onco-miRs (miR-221, miR-222, miR-
146b), estimulando la proliferacion celular e inhibiendo la apoptosis. Por el contrario,
los tumores indiferenciados (CAT, CPDT) se caracterizan por una supresion

*

Disponible en http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_summary.pl?org=hsa (acceso: septiembre de 2015)
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importante de los mMiRNAs supresores, situacion que favorece la
desdiferenciacion®®, que no es mas que la transformacion del tejido epitelial en
me(se)nquimal, promovida por la infraexpresion de las familias de miRNAs -200 y -
30%27),

El uso de estas moléculas como marcador tumoral viene dado por varias de
sus caracteristicas: son reguladores del ARNm, actuan en multiples genes, no
necesitan convertirse en proteinas para realizar su accién y por tanto su expresiéon
se correlaciona bastante bien con el estado funcional del gen. Ademas son mas
estables ¥ mantienen su perfil de expresion en muestras conservadas en
parafina®?.

Los miRNA mas consistentemente sobreexpresados en cancer tiroideo son
miR-221, miR-222 y miR-146b, junto con miR-155 y miR-181b#??),

Muy recientemente se ha desarrollado una plataforma comercial utilizable en
muestras de PAAF (ThyraMIR Thyroid miRNA Classifier; Interpace Diagnostics. PDI,
Inc). Este panel analiza la expresion de 10 miRNA: miR-29b-1-5p, miR-31-5p, miR-
138-1-3p, MiR-139-5p, MiR-146b-5p, miR-155, miR-204-5p, miR-222—-3p, miR-375,
y miR-551b-3p, pero su validez ha sido estudiada junto con un panel de mutaciones
somaticas por lo que su capacidad discriminatoria por si sola no ha sido
comprobada®®. En esta cohorte, que incluia 35 canceres y 74 patologias benignas,
hubo 15 FN, y 6 FP atribuibles al clasificador de miRNA.
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1.4. MARCADORES TUMORALES EN CANCER DE TIROIDES

Un marcador tumoral es cualquier factor medible, que refleje distintos
aspectos de la biologia tumoral, proporcionando, ademas, informacion diagndstica
y/o del prondstico'®®. Asi pues, la utilidad de los marcadores es tan amplia
como'®?¥:

* |dentificar pacientes en riesgo de desarrollar un tumor especifico.

* Realizar un diagnéstico precoz del tumor primario y sus metastasis.
* Contribuir a tipificar el tumor.

* Contribuir a proporcionar un pronéstico en su evolucion.

* Monitorizar la progresién del tumor, tanto del primario como del
metastasico.

* Monitorizar la respuesta al tratamiento.
* Contribuir al conocimiento de la patogenia tumoral.
* Sugerir acciones diagnésticas o terapéuticas.

Generalmente  son proteinas  anormales, detectables = mediante
inmunohistoquimica o inmunocitoquimica. Otras técnicas son: el aislamiento directo
del gen, la determinacién la determinacion del ARNm mediante Northern Blot, la
conversion de ARNm en ADN complementario (ADNc) mediante la transcriptasa
inversa (RT), para su posterior amplificacion por reaccion en cadena del la
polimerasa (PCR). Tras estas técnicas se pueden realizar diversos procedimientos
para analizar mutaciones: polimorfismo conformacional de hebra unica, y
secuenciacion directa del ADN'®®),

La aplicacion de la biologia molecular en el campo del diagndstico del cancer
de tiroides se ha desarrollado para intentar aumentar la sensibilidad de la PAAF en
lesiones indeterminadas y evitar cirugias diagnosticas innecesarias, o proporcionar
un prondstico de la enfermedad que pueda guiar el tratamiento quirdrgico mas
adecuado. Tanto es asi, que los estudios moleculares comienzan a aparecer en las

guias clinicas como método auxiliar en caso de citologia indeterminada'’ 3% 16",

Hasta ahora no se ha encontrado ningun marcador que por si solo tenga esta
capacidad, si bien, desde la simple determinacion de Tg o calcitonina sérica a los
modernos andlisis genomicos, protedmicos®®® o metabolémicos®® %2 se ha
avanzado mucho.

En la actualidad, las técnicas para los estudios cromosémicos o de genoma,
derivan principalmente de la tecnologia de los microarrays. EI ARN es extraido,
purificado, amplificado, marcado e hibridado para el analisis de la expresion génica,
resultando en un mapa de genes con diferentes grados de activacion, o como
grupos de marcadores moleculares especificos con diferentes grados de expresion
(sobre o infraexpresados)(224). Los estudios con microarrays se describen en la
seccion 1.6. A continuacion se expone un resumen sobre marcadores basados en
otros métodos.

1.4.1. Mutaciones somaticas como marcador tumoral

Las mutaciones somaticas y los reordenamientos que con mas frecuencia se
han utilizado como marcadores de malignidad en cancer de tiroides tienen que ver
con las vias MAPK o PI3K-AKT. Estas pueden ser detectadas tanto en el tejido
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como en muestras citolégicas obtenidas por PAAF. Como ya se ha expuesto
(seccidn 1.3.1.11), estas mutaciones suelen estar asociadas a un tipo histolégico y
son mutuamente excluyentes entre si®®. Hasta el 80% de las citologias malignas, el
21% de las citologias indeterminadas y el 3,5% de citologias benignas, tienen una
mutacion somatica detectable, con una probabilidad de malignidad postest del 100%
cuando la mutacién BRAF o los reordenamientos RET/PTC estan presentes. Este
valor cae al 70% en caso de mutaciones en RAS o PAX8-PPARy#?").

Multiples estudios han evaluado la validez de las mutaciones somaticas para
distinguir noédulos benignos de malignos, usando so6lo una mutacibn o
combinaciones de ellas® % 22 siendo los que han utilizado un panel con varias
de estas mutaciones quienes han obtenido mejores resultados, diagnosticando
correctamente el 61-75% de los nédulos con citologia indeterminada (Tabla 9).

Tabla 9 Utilidad de la determinacion de mutaciones somaticas en la PAAF con citologia indeterminada

Nikiforov Moses Ohori Cantara (233) (234)
Nikiforov 2011 Eszlinger 2014
2009 2010 2010 2010 &
N 86 426 117 235 967* (513) 310"
Muestrasa:’b’c’ PAAF PAAF PAAF PAAF PAAF PAAF (retrospectivo)
Indeterminadas 52 110 117 41 247 AUS +214 NF 164 (141)
Sospechosas 27 54 52
Malignas: 22 57 57 (42)
Benignas: 12 257 87 89 (70)
No diagnosticas 2 53
Mutaciones
Indeterminadas 52° 110° 117 AUS a" Total AUS  NF sM 253" 141°
NRAS: 8 NRAS: 7 NRAS: 13 12
-, H- 1 1
N- H-KRAS > KRAS: 0 HRAS: 1 3 6 9 34 8 HRAS: 3 3
BRAF 7 3 3 2 17 5 2 10 22 0
RET/PTC1-3 2 1 - 2 1 0 0 1 1 0
PAX8/PPARyY 1 - 1 0 4 1 2 1 8 6
Histologia final
Indeterminadas
CPT 17 19 20 7 33 6 9 18 44 2
CPT-VF 0 0 0 0 77 29 40 8 9 4
CFT 4 8 0 0 11 0 9 2 32 19
AF: 4 29 18 26 114 46 61 7 156 139
ACC: 0 27 0 0 0 0 0 0 0 0
CCH: 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0
DB: 27 46 79 8 278 166 95 17 69 0
S (%) 71 38 60 85,7 80,4° 56,9 63 57 68 43,9 18,2
E (%) 100 95 100 97 100° 97,7 99 97 96 90,4 85,7
FP 0 4 0 1 0° 9 3 5 1 18 17
FN 6 21 8 1 0° 47 13 25 9 37 18

a: las muestras indeterminadas incluyen neoplasias foliculares y sospechosos de malignidad. b: las muestras indeterminadas no incluyen a las sospechosas de
malignidad. c: solamente muestras sospechosas. *: de la muestra total, sélo 513 muestras de PAAF fueron confirmadas histolégicamente tras cirugia. +: En el estudio de
Eszlinger et al., se han eliminado para los célculos las 57 muestras no analizables metodoldgicamente. Entre paréntesis la cifra usada para los calculos.

Los resultados de S,E, FP, FN se refieren sélo a la categoria indeterminada, salvo que se especifique otro dato.
CPT: cancer papilar de tiroides; CFT: cancer folicular de tiroides; AF: adenoma folicular; ACC: adenoma de células de Hurthle; CCH: carcinoma de células de Hiirthle; DB:
otros diagndsticos correspondientes a lesiones benignas.
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En nuestro medio, aunque no hemos tenido acceso a paneles de mutaciones,
si se ha determinado la mutacién BRAF''"®* en muestras de PAAF, encontrando
positividad en el 47,2% de los casos de CPT, sin asociarse a un fenotipo mas

agresivo. La sensibilidad de la PAAF, en nuestro caso, mejoro del 45% al 60% 199,

Estos test estan encaminados a diagnosticar cancer (ruling in test) ya que son
muy especificos pero poco sensibles (Tabla 9). Las razones que expliquen esta baja
sensibilidad pueden ser®* 2

* Baja frecuencia de mutaciones en CFT.

e Alta incidencia de CPT en la poblacion de estudio con citologia
indeterminada, con baja o nula incidencia de CFT.

* Variaciones en la prevalencia de la mutacién BRAF en funcién de areas
geograficas.

* Diferencias en la obtencion de muestras: segundas PAAFs, material
conservado congelado, muestras de PAAF ex vivo de la pieza obtenida
quirurgicamente.

* Baja celularidad en las muestras obtenidas.

* Heterogeneidad de los tumores analizados con subpoblaciones celulares
no mutadas.

Para minimizar estos problemas y lograr unos resultados lo mas comparables
posibles, parece necesario homogeneizar las categorias diagnosticas citoldgicas,
paso que parece ir en buena direccion tras la publicacion del sistema Bethesda®®.
Lo siguiente es conseguir que las muestras utilizadas por el citdlogo y las usadas
para el diagnéstico molecular sean las mismas®®?®), lo que parece viable pues se ha
demostrado que el material obtenidogl E)rocesado en una PAAF convencional es
utilizable para el diagndstico molecular®3*.

Si nos centramos la categoria AUS/FLUS (Bethesda 3), la ausencia de
mutaciones hace disminuir el ries?o de malignidad hasta el 5,6%, y al 14% la
categoria NF/SNF (Bethesda 4)®*). En este estudio el VPN permanece bajo en
comparacién con la citologia sola, debido a la baja sensibilidad, pues recordemos
que solo alrededor de la mitad de los tumores presentan mutaciones somaticas
detectables.

En la busqueda de mejorar la capacidad de discriminacion y el coste
efectividad de estos test mutacionales se ha aplicado una metodologia diferente: la
siguiente generacion de secuenciacion (NGS o Next-generation sequencing)*®®. De
esta forma se detectan alteraciones genéticas secuenciando de miles a millones de
fragmentos cortos de acidos nucleicos de forma paralela y coste efectiva,
permitiendo el andlisis completo del genoma, el exoma y el transcriptoma o de zonas
especificas; también permite cuantificar el porcentaje de alelos mutados, y por tanto
del porcentaje de las células afectadas por la mutacion®®?.

El resultado de esta metodologia aplicada la patologia tiroidea, es el panel
ThyroSeq®, que sélo necesita 5 nanogramos (ng) de ADN y permite analizar RAS,
CTNNB1, PIK3CA, BRAF, RET, PTEN, TSH-R, AKT1, p53, y GNAS. Los autores
demuestran que es aplicable tanto a las muestras obtenidas en PAAF convencional,
como muestras conservadas en parafina(zog). Los resultados son buenos, confirmado
la presencia de mutaciones en 30-83% de los canceres analizados (CPT, CPT-VF,
CFT, CCH, CPDT, CAT, CMT). El 68% de estos tumores tenian al menos una
mutacién puntual mientras que el 9% contenian mas de una. Estos ultimos fueron
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tumores mal diferenciados o diferenciados con comportamiento agresivo. Los
tumores poco diferenciados presentaron un perfil distinto, y en algun caso,
mutaciones multiples.

Posteriormente se ha ampliado este panel (ThyroSeq V2), con TERT, genes
de fusion (analizando RNA), y genes para estimar la cantidad de tipos celulares en
las muestras®®®. Con este panel aplicado a pacientes con lesiones con citologia
Bethesda 4, se ha diagnosticad malignidad con una S del 90%, y una E del 93. En la
serie, ademas se ha comprobado que los pacientes con mutaciones en TERT,
HRAS, BRAFY®E pb53 y PIK3CA, y cualquier gen de fusion, tienen un 100% de
riesgo de malignidad.

Otros grupos han usado esta metodologia con buenos resultados®®’: 23®),

1.4.2. Marcadores inmunohistoquimicos

La IHQ estudia la expresion de proteinas y su localizacion dentro de la célula.
Actualmente se han identificado un gran numero de antigenos especificos para el
tejido tiroideo, permitiendo caracterizar algunas de las enfermedades que afectan a
la glandula tiroides®®®). La ventaja de la inmunohistoquimica es, fundamentalmente,
su disponibilidad en casi cualquier laboratorio, permitiendo realizar la evaluacion de
marcadores de forma relativamente facil, barata, y reProducibIe, siendo una ayuda
importante para mejorar los resultados de la citologl'a(2 0

Las proteinas tiroideas especificas con utilidad como marcadores para
diferenciar las distintas patologias son®3:

- Tg: estd presente en todos los CDT y confirma el origen folicular de
cualquier tumor tiroideo, incluyendo los tumores metastasicos. Su expresion se
correlaciona con el grado de diferenciaciéon tumoral, siendo negativa en los CAT.

- TPO: su negatividad en la tincion con el anticuerpo monoclonal MoAB47 se
considera marcador de malignidad en los tumores derivados de células foliculares.
Es mas sensible en el diagnéstico de CPT que en el CFT.

- TTF-1 (también NKX2.1): estd expresado con mucha intensidad en
canceres diferenciados, estando ausente o disminuida en CAT o CPDT. En el CPT
Su presencia se relaciona con tumores mas agresivos.

- TTF-2 (también FOXE1): se encuentra tanto en células foliculares tiroideas
normales como en células C. En los canceres tiroideos esta ampliamente expresado
excepto en CAT. Su valor diagndstico esta por determinar.

- NIS (SLC26A4 o pendrina) y SLC5A8 (AIT) son negativos en la mayoria de
los canceres diferenciados tiroideos. En algunos casos de sobreexpresion de NIS en
CPT, la tincion fue positiva a nivel intracelular.

- PAXS8: esta muy frecuentemente expresado en cancer de tiroides derivado
del epitelio folicular. En CMT se ha encontrado expresién del mismo en algun caso.

Los canceres anaplasicos muestran negatividad para todas las proteinas
especificas del tiroides y positividad para citoqueratinas. La negatividad para CEA y
calcitonina excluyen CMT, y la negatividad para el antigeno leucocitario comun
(CLA) excluye linfoma.

En la tabla 10"% se puede ver una relacion de los marcadores mas
frecuentemente detectados por inmunohistoquimica y con mas capacidad
discriminativa entre tumores tiroideos benignos y malignos.
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Tabla 10 Marcadores inmunohistoquimicos en cancer de tiroides

B CPT CFT CAT CAM
Galectina-3 4,5-11% 72,6-98,9% 21-66% 100% 0
HBME 2,3-31,5% 85-94% 50-88% 0% 0
CK19 0-16,9% 72-96,7% 21-50% 0-25% 20%
HMWCK 59,7% 59,7% 0% - -
Ciclina D1 66,9% 66,9% 40% - -
Pérdida de p27 83,4% 43,4- 83,4% 60% - -
CITED1 87% 87% 50% 5,5% -
FN1 91% 91% 50% 1,9% -
pl6 - 30,4% - - -
p21 - 30,4% - - -

TB: Tumores benignos. HBME1: Anticuerpo mesotelial Hector Battifora 1. CK19: citoqueratina 19; HMWCK: citoqueratina de alto
peso molecular. p27: proteina quinasa inhibidora dependiente de ciclina; CITED1: gen que codifica la proteina MSG1 (gen
especifico del melanocito 1). FN1: fibronectina

Fuentes ?**?*): de Matos 2005, Prasad 2005, Park 2007, Obiols 2008.

La galectina-3 (GAL-3), es el marcador inmunohistoquimico mas
estudiado®. Si bien no se considera un buen test de cribaje preoperatorio para el
diagndstico diferencial del nddulo tiroideo, si parece ser muy util como test auxiliar
en casos complejos ya que su expresion esta reducida o ausente en los tumores
benignos®*®.. En general la expresion focal seria indicativa de tumor benigno
mientras que la difusa hablaria mas de lesién maligna®”). Existe un test comercial
(Galectin-3 ThyroTest Kit, Mabtech, Space Milan, Italia) que combina la evaluacion
morfolégica y fenotipica de las células tiroideas y ha demostrado una exactitud del
88% en deteccidén de malignidad en muestras de PAAF, mejorando estos resultados
cuando el tejido se obtiene mediante BAG!.

Como no se ha encontrado un marcador histoquimico unico que proporcione
un diagnéstico definitivo de malignidad, se han investigado combinaciones de
ellos®”). De éstas, la mas estudiada ha sido HBME-1, GAL-3 y CK19 demostrando
una S del 85%, y E del 97% en un reciente metaanalisis®®*®).

Se han evaluado otras moléculas en este ambito, incluyendo la determinacién
por IHQ de BRAF, que parece ser mas sensible que la determinacion molecular®*?”.

1.4.3. Protedmica

El término protedmica se refiere al analisis global del proteoma, compuesto
por todas las proteinas expresadas en un momento dado y un estado fisioldgico
concreto de una entidad bioldgica especifica®® %%, Dado que conocemos que el
cancer se inicia a nivel del genoma pero que también que alcanza el nivel
protedmico, los datos obtenidos del analisis gendbmico y de expresion génica no nos
proporcionan una vision completa del problema®?.

En la Tabla 111%* 2 se resumen los resultados de estudios protedmicos
realizados en muestras de tejido tiroideo.
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Tabla 11 Estudios protedmicos en tejido tiroideo

INTRODUCCION

Nuria Muhoz Pérez

Autor (ref.) N Comparacion Resultados
Srisomsap 2002%? 34 Tejido normal, tejido 11 proteinas con diferencias de expresidn entre tejido neoplasico
patoldgico benigno, CFT y yno neoplasico.
CPT Catepsina B es la proteina mas distintiva entre tejido neoplésico y
no neoplasico.
Torres-Cabala 2004 94  Tejido normal y patoldgico CPT: citocromo C, S100C, galectina 1, catepsina B, superdxido
dismutasa, precursor de catepsina D.
CFT: poliubiquitina, tiorredoxinperoxidasa 2, glutation S-
transferasa, catepsina B, VDAC1
Brown 2006%*" 8 Tejido normal y CPT Sobreexpresidn de galectina 3, CK-19 y catepsina B.
Torres-Cabala2006'*” 33 Tejido normal patolégico CPT:S100C, galectina 1y 3, catepsina B y precursor de catepsina
benigno, CFT 'y CPT. D.
Muestras de PAAF CFT (100%): VDAC1, catepsina B.
Braunschweig 2007%% 144  Tejido normal, AF, CFT, CPT, 8 proteinas detectadas (ErbB2, anexina IV, IL- 11, caspasa 9, RARq,
CATy CMT FGF-7, STATS5a, c-myc) con expresion diferente en los distintos
tejidos estudiados.
Giusti 2008*” 13 PAAF ex vivo. Tejido normaly  Proteinas exclusivas de cada variedad histoldgica.
CPT (clasico y células altas)
Netea-Maier 2008 11 CFTvs. AF CFT>AF: histona H2B, CK7
CFT<AF: CK8 78 kDA, proteina regulada por glucosa, calrreticulina,
anexina A3, B-actina.
Sofiadis 2010%* 98 Tejido normal, CPT, CPT Sobreexpresiéon de S100A6 en CPT vs. CFT, AF y tejido
con antecedentes de normal (p<0,001).
irradiacion, CFT y AF.
Kashat 2010 48 Lineas celulares (CPT, y 6 proteinas: nucleolina, CYR61 (CCN1), clusterina, enolasa
CAT) 1, biotinidasa y PTMA, detectadas en pacientes con cancer
Pacientes: tejido y sangre €N comparacion con los controles.
(PTC y variantes, CPDT y Nucleolina sélo expresada en CAT
CAT)
Ratones
Krause 2011%"" 27 Tejido normal, AF, CFT Expresién proteica: 6 sobreexpresadas en CFT vs. AF y
tejido normal: proteina SET, tiorredoxina, amiloide-p A4,
S$100-A6, precursor de catepsina B, nucledsido difosfato
quinasa A.
Sofiadis 2012V 109 Tejido normal, CPT, CPT Proteina 14-3-3 (isoformas B/a, &, y {/8), anexina 5,

con antecedentes de

irradiacion, CFT y AF.

tubulina cadena a 1B, peroxirredoxina 6, precursor de al-
antitripsina, proteina ligada al selenio 1 y precursor de
disulfuro isomerasa.

Fuentes: Krause 2009*" y Cafiadas Garre 2014,

AF: adenoma folicular, CFT: cdncer folicular de tiroides, CPT: cancer papilar de tiroides, CAT: cancer anaplasico de tiroides, CPDT: cancer
pobremente diferenciado de tiroides, CMT: cancer medular de tiroides. kDa: dalton

Proteinas: Anexo IV

(251).

Estos estudios son limitados debido a las dificultades técnicas :

* En el proteoma tiroideo hay un rango muy amplio (de mas de 10 6rdenes
de magnitud) en la cantidad de proteinas medibles.

* Amplias variaciones en la cantidad de Tg que hay cada muestra de tejido

tiroideo (baja en
macrofoliculares).

las estructuras microfoliculares y alta en

las

* La heterogenicidad de la propia muestra: foliculos, estroma, vasos,

eritrocitos, etc.

¢ Diversidad en la clasificacidon de las muestras tisulares.
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* Necesidad de un personal altamente adiestrado y unos instrumentos
costosos®%?),

« Dificultad de realizacion y escasa reproductibilidad®?.

La union de los datos protedmicos junto con los de perfil de expresidén génica
proporcionan una herramienta para profundizar en la biologia molecular de los
procesos patoldgicos, enlazando los eventos en la expresion de genes con las vias

funcionales y revelando nuevas dianas para el diagnostico y el tratamiento®".

1.4.4. Metabolémica
Se define como el estudio, cualitativo y cuantitativo, de los metabolitos en un

*

organismo, célula o tejido. De los miles (unos 41.993) de metabolitos conocidos,
so6lo algunos se han reconocido como marcadores moleculares. #2229,

Hay algun estudio metabolémico en cancer de tiroides®*® que ha obtenido un
perfil que define al AF, e incluso, dos marcadores especificos: scyllo- y mio-inositol.
Otros estudios han encontrado diferencias significativas entre tejido normal vy
neoplasico, y entre nédulos benignos y malignos en funcién del perfil lipidico.

En cualquier caso sera necesario conjugar los estudios metabdlicos con los
genéticos, transcriptomicos y protedmicos <para un mejor conocimiento de los
mecanismos de progresion del cancer tiroideo'?%®

1.4.5. Marcadores séricos

La busqueda de un marcador sérico hasta ahora no ha dado muchos
resultados®'®). Algunos de los mas estudiados se exponen a continuacion.

1.4.5.1. TSH circulante

Boelaert et al.(""?, investigaron el valor predictivo de ésta, y encontraron que
el riesgo de malignidad aumentaba con el incremento en su concentracién, de tal
forma que la prevalencia de cancer pasaba del 2,8% cuando la TSH estaba por
debajo de lo normal, al 29,6%, cuando estaba por encima (p < 0,001) con una OR
ajustada de 11,18 (p< 0,001; IC 95%: 3,23-38,63). En esta misma linea han
trabajado Haymart et al.'?® encontrando hasta un 46% de canceres entre los
pacientes que tienen niveles por encima de lo normal, y una relacion significativa
entre los niveles mas altos de TSH y el estadio tumoral. Estos hallazgos han sido
confirmados en un metaanalisis de 28 estudios (42.032 pacientes y 5.786 canceres)
concluyendo que los niveles altos de TSH se asocian con mas riesgo de padecer
cancer tiroideo (hasta 3 veces mas). Este riesgo se mantiene incluso dentro del
rango normal (aumenta en dos veces con niveles entre 0,65 y 4 mU/I).

Por el contrario, en el estudio EPIC"'*® con mas de 500.000 pacientes y 357
casos de canceres diferenciados tiroideos, los niveles de TSH circulantes fueron
mas bajos en los pacientes con lesiones malignas, con una media de 6,4 anos entre
la extraccién de la muestra de sangre y el desarrollo tumoral. Este hallazgo,
coherente con algun estudio genético, en el que los niveles bajos de TSH se asocian

The Human Metabolome Database-HMDB v3.6 (http://www.hmdb.ca); acceso en septiembre de 2015.
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a alteraciones del ADN'"®) abriria una incégnita sobre el valor del tratamiento
supresor de TSH en pacientes con CDT.

1.4.5.2. ARNm del receptor de TSH

Un paso mas alla de la medicién de la TSH ha sido medir el ARNm del TSH-R
mediante reaccion en cadena de la polimerasa tras transcripcion inversa a tiempo
real (QRT-PCR) en muestras de sangre venosa®®. Se detectdé con mas frecuencia
en CPT que en CFT, en tumores poco o nada dlferenC|ados, y en bocio multinodular.
En pacientes con citologia indeterminada mejoré el diagndstico preoperatorio al
aplicar los niveles detectables del marcador (el VPP pasa del 75% al 90%) junto con
los hallazgos ecograficos (97% S, 84% E, 88% VPP, 95% VPN y 91% de exactitud
global de la prueba). Los autores del estudio obtuvieron cifras indetectables del
marcador en el primer dia postoperatorio tras tiroidectomia total en todos los
pacientes con patologia benigna, y en el 85% de los canceres. Los casos restantes
de patologia maligna (15%), en los que no habia descendido el marcador, fueron
finalmente diagnosticados de persistencia o recidiva de la enfermedad durante el
primer afio. Segun estos resultados, el ARNm de TSH-R podria ser de utilidad en el
seguimiento de los pacientes tratados por carcinoma tiroideo, sobre todo en caso de
presencia de Ach“”) El test fue desarrollado y comercializado Por la Cleveland
Clinic pero no ha sido validado por estudios fuera de esta institucion'?

1.4.5.3. Tg

El uso de la Tg como marcador de progresion tumoral es incuestionable, a
pesar de la interferencia de los anticuerpos y la variabilidad en la sensibilidad de los
distintos métodos para su determinacion. Intentando evitar el efecto de los
anticuerpos, se ha medido su ARNm (ARNngg en suero, mediante RT-PCR. Sin
embargo, su utilidad se ha visto limitada por ?>%°7);

- la inestabilidad de la molécula de ARN, que provoca una gran variabilidad
en la sensibilidad y especificidad,

- la presencia de ARNm-Tg de origen extratiroideo, y
- la pérdida de expresion de Tg en algunas recidivas.

En el estudio EPIC ya mencionado!'?®®, detectaron niveles preoperatorios de
Tg mas altos en los pacientes que desarrollaron cancer que en los casos control,
con una correlacion muy positiva entre lesion maligna y niveles de Tg, sobre todo
para CFT. En cualquier modo no consiguen tener cifras de S o E suficientemente
altas para avalar su uso como método diagndstico preoperatorio.

1.4.5.4. Protedmica

Los estudios protedmicos en suero son una forma especial de protedmica. Se
ha demostrado que la actividad de las exoproteasas contribuyen a generar péptidos
séricos especificos de un cancer. Es decir, diferentes tipos de tumor segregan
distintas proteasas que mediante su accién catalitica, pueden generar un unico perfil
peptl'dico(zes). El resultado son proteinas de bajo peso molecular que muestran, de
forma indirecta, la actividad enzimatica de las células tumorales y que podrian servir
como marcadores tanto en el diagndstico como en la clasificacion de la
enfermedad®®®

Siguiendo esta linea de investigacion, Villanueva et al.**®® han desarrollado un
clasificador (72-peptide thyroid cancer signature) con el que diferenciaron a un
paciente con cancer del que no lo tenia con una S del 95% y una E del 95%. Los
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péptidos implicados fueron: fibrinopéptido A, complemento C3f, precursor del
complemento C4, cadena pesada H4 del inhibidor de la inter-alfa-tripsina,
apolipoproteinas A-l, A-IV, C-I, E, precursor de clusterina, bradiquinina, quinindégeno
HMW, factor Xllla y precursor de transtiretrina. También Linkov et al.®’® han
conseguido un panel de marcadores que incluye a IL-8, HGF, MIG, IL-12p40, con

una ABC del 80.3% (IC 95%: 0,62-0,90).

Por su parte, Moretz et al.?®*® lograron diferenciar CPT de enfermedad

benigna tiroidea, basandose sobre todo en que la proteina de 11.101 daltons (Da)
estaba infraexpresada en CPT. Aunque es un estudio piloto con una muestra
pequena, refleja la potencialidad de los estudios protedmicos en suero.

De mucha mayor envergadura es el estudio de Wang et al., con 101 muestras
de suero (CPT y alguna muestra de otros tipos de cancer tiroideo, tejido normal y
enfermedad benigna tiroidea)®’". Sus resultados son también prometedores,
encontrando varios perfiles de expresién proteica (Tabla 12).

Tabla 12 Perfiles de expresion proteica en suero

Perfil de expresiéon m/z (Da)*

CPT vs. tejido sano Sobreexpresados en CPT: 2672
Sobreexpresados en tejido sano: 6651, 3319, 5597, 6837, 6855, 6984

CPT vs. enfermedad benigna Sobreexpresados en CPT: 8762, 4530, 14 115, 4538
Sobreexpresados en enfermedad benigna: 3938, 2799

Estadio I-l vs. lll-IV Sobreexpresados en I-1l: 228, 2210, 2085
Sobreexpresados en llI-1V: -
CPT vs. no CPT 4138, 5842, 11 680, 13 953

*Proteina segun su masa en daltons (Da) en el espectrometro de masas

Otras proteinas estudiadas en sangre de pacientes con cancer tiroideo son
nucleolina, CYR61 (CCN1), PTMA, clusterina, enolasa 1, y biotinidasa®® e incluso
se ha identificado un perfil proteico capaz de distinguir a Ios famentes que captaran
31| de los que no (92,6% S, 85,7 E, y exactitud del 90,2%)®’

1.4.5.5. Epigenética

El ADN metilado circulante en sangre ha sido utilizado por Hu et al.?"® como
marcador diagnéstico de cancer tiroideo por varias razones: la metilaciéon ocurre
comunmente en los canceres, el ADN metilado es liberado por el tumor hacia el
suero, el ADN es una molécula estable y, ademas, se puede cuantificar mediante
PCR especifica. Con un set de 5 genes (CALCA, CDH1, TIMP3, DAPK, RARpP2) se
ha encontrando metilacién positiva en el 70% de los tumores malignos (incluidas las
recidivas), mientras que en el 95-100% de los casos benignos los niveles de
metilacion estaban por debajo del corte (S= 68% y E= 95%). Es de destacar que un
21% de las recidivas detectadas mediante la metilacién, no fueron detectadas por
ningun otro medio.

1.4.5.6. miRNA circulantes

Como se ha descrito en la seccion 1.3.3., los miRNA pueden ser utiles en la
discriminacion entre nddulos tiroideos benignos y malignos, pero también se ha
descrito el potencial de los miRNA circulantes como marcadores no invasivos en
otros tumores. Los miRNA se vierten a la circulacion bien a través de la membrana
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celular, rapidamente degradados por ARNasa, bien unidos a proteinas o en
microvesiculas, en cuyo caso se evita la degradacién. Son estos miRNA vertidos por
células enfermas los que se estudian como marcadores diag7nésticos, pronosticos,
de progresion tumoral o como herramientas de estadificacion .

Yu et al.*™ compararon el perfil de miRNA circulante en pacientes con CPT,
nddulos benignos y controles sanos. Los niveles séricos de let-7e, miR-151-5p y
miR-222 fueron significativamente mas altos en CPT que en patologia benigna o en
controles sanos. También se analizd su relacion con caracteristicas
clinicopatoldgicas de los pacientes, demostrando que los niveles de miR-151-5p y
miR-222 se asociaron a afectacion ganglionar, los de let-7e a tumores multifocales, y
miR-151-5p y miR-222 a un mayor tamafio tumoral y un estadio mas avanzado,
respectivamente.

Se ha comprobado que los niveles séricos de miR-222 y miR-146b%"*) bajan a
menos de la mitad tras la tiroidectomia total, por lo que los autores concluyen que
podrian ser una alternativa a la Tg en el seguimiento de los pacientes.

1.4.5.7. Serological analysis of recombinant cDNA expression cloning
(SEREX)

Se basa en la respuesta inmune frente al cancer®”® 2% Esta técnica permite
identificar en el suero antigenos asociados a un determinado tumor y sus
anticuerfos. Hasta ahora, practicamente no ha sido usada en estudios de cancer de
tiroides®’".

Basandose en esta estrategia, lzawa et al.?’® estudian la presencia de
WDR1 y su respectivo anticuerpo (AWA) en un conjunto de pacientes con patologia
tiroidea, incluyendo CPT, CAT, AF y nodulos adenomatosos. Aunque AWA no es
especifico del tiroides, en la serie estudiada encontraron que sus titulos séricos eran
mas altos en cancer que en patologia benigna (p < 0,001).

1.4.5.8. Otros

Runx2 es un gen con un papel importante en la diferenciacidn mesenquimal
de las células osteogénicas, estudiado en CPT en virtud de su expresién en lineas
celulares de CPT humano y su papel en el desarrollo de otras neoplasias. Los
niveles de ARNm-Runx2, medidos mediante RT-PCR en suero, son mas altos en el
75% de CPT comparado con patologia nodular benigna (p< 0,001), es detectable en
la PAAF y también se relaciona con la presencia de microcalcificaciones®’?.

Saussez et al. %% investigan si, al igual que en la expresion tisular, las
diferencias en los niveles séricos de GAL3, pueden discriminar la patologia benigna
de la maligna. Para ello determinan de forma prospectiva concentraciones de
distintas galectinas mediante ELISA. Pero, aunque las galectinas 1 y 3 estan mas
elevadas en los pacientes con patologia maligna, hay una superposicion
considerable entre las concentraciones en ambos grupos, por lo que su capacidad
discriminativa no es muy buena (73% S, 74% E, 57% VPP y 85% VPN, usando un
valor de corte de 3,2 ng/ml).

Ademas de GAL3, Makki et al®" han investigado otros marcadores
consistentemente sobreexpresados en cancer tiroideo y con kits diagndsticos de
ELISA disponibles (YKL-40, CK19, TIMP-1, Ang-1) sin encontrar diferencias
significativas en sus niveles séricos al comparar patologia benigna o maligna. Los
mas prometedores fueron GAL3 (p= 0,48) y TIMP-1 (p= 0,48)
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En pacientes con cancer de tiroides asociados a sindrome de Cowden se han
medido los niveles séricos proteicos de PTEN para predecir mutaciones germinales
del mismo gen(zgz), demostrando que niveles bajos de la proteina predicen estas
mutaciones con una S del 96,3%, una E del 74,95% y un VPN del 99,7%.

1.4.6. Marcadores relacionados con el pronéstico

Los estudios moleculares no solo han encontrado numerosos marcadores con
valor diagnéstico mas o menos validado, sino que también han identificado a
muchos de ellos que tienen valor pronédstico (real o potencial), al relacionarse con
caracteristicas clinico-patoldgicas que condicionan la progresion tumoral.

1.4.6.1. Estudios de expresion génica

En estos estudios se han encontrado genes relacionados con:
* Mortalidad:

- Por CFT: la pérdida de heterozigosidad del gen VHL (Von Hippel
Lindau)®®, la expresién de proteina p53\%4).

- Por CPT: CPSF2, LARS, AURKC, TRNT1, and BCL11A®®),

* Disminucion de la supervivencia libre de enfermedad: pérdida de expresion
de la biotinidasa®®®, pérdida de la expresion de CPSF2?%®) sobreexpresion de
ALDH1A1#7),

* Estadio mas avanzado y/o extensién extratiroidea de la enfermedad:
ECM1, EGFR, EFNB2¢%-2% MCM7®", expresion de HIF-1a, MT y SLUG®?), GLI1
y GLI2®® niveles séricos altos de ALCAM y AXL®®) sobreexpresion de
ALDH1A1?®) niveles altos de TSH?%) CCR7 y CXCR4?%) metilacion de p16©°"),
infraexpresion de ITIH5@%®), infraexpresion citoplasmatica de GAL3?*®, c-MET(183),
hipometilacion de RASSF1A.

* Invasividad del CFT: algoritmo basado en la expresion de TERT, TFF3,
PPARy, CITED1, EGR2®® o |a combinacién de NID2, TM7SF2, TRIM2, y
GLTSCR2%),

+ Metastasis ganglionares: EFNB2%*% VEGF®®) ERAP2 en miCPT®%)
expresion de HIF-1a, MT y SLUG®%?, expresién de TGFB1, SNAI1 y MMP-9%)
GLI1 y GLI2®%®), niveles séricos altos de ALCAM y AXL®®¥), expresion de GPER1,
EGFR y CXCR1%% niveles altos de TSH®*) CCR7 y CXCR4%?%*, E-CAD®%), c-
MET®?, CLDN10, HMGA2, and LAMB3%%).

» Metastasis a distancia: VEGF®®", pérdida de expresion de p27 vy

sobreexpresion de ciclina D1?” en CPT metastasico, inmunorreactividad a MK y
NF-kB en metastasis sincronicas®"”, expresion de NCAM®%®),

 Recidiva tumoral: expresién de VEGF®%
CPSF2?%) reactividad restringida de AcTg®®.
296)

* Invasion vascular y/o linfatica: CCR7 y CXCR4®?%).

» Desdiferenciacion tumoral: Montero-Conde et al.®'® describen un perfil de
expresion diferente entre tumores diferenciados y no diferenciados, consiguiendo un
clarificador prondstico con 23 genes y 6 secuencias breves de expresion (EST), que
incluyen entre otros a BIRC5, CENPA, UBE2C and ANLN.

294)

* Variantes agresivas: niveles séricos altos de ALCAM y/o AXL®* c-
MET'83),

pérdida de la expresion de
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1.4.6.2. Mutaciénes somaticas con valor prondstico

+ La mutacion BRAF'®F de la que ya se ha hablado ha sido relacionada en
bastantes estudios con datos de mal prondstico. En un reciente metaanalisis®'", los
pacientes mutados tienen un riesgo de invasion extratiroidea, afectacion ganglionar,
estadio TNM avanzado, recidiva y persistencia entre 1,5 y 2 veces mas alto que los
no mutados. Se ha relacionado también con la progresion tumoral hacia un tumor
menos diferenciado y a la pérdida de respuesta a la terapia estandar®'23").

* En un estudio muy interesante en tumores poco o nada diferenciados, y
resistentes a "°'l se han encontrado diferentes estados mutacionales de RAS y
BRAF®™) . Asi, la prevalencia de mutaciones RAS es mas alta en CPDT, salvo
cuando captan '®FDG, en cuyo caso la prevalencia de BRAF®°°F es mayor. En CAT
también es mas frecuente la mutacion BRAFY®%F asi como en las metastasis de
CPT radioinducido. En este mismo estudio se observa que la concordancia entre
mutacion de BRAF o RAS en el tumor primario y en las metastasis es alta, mientras
que no lo es en las mutaciones de PIK3CA y AKT1. Esta ultima se ha identificado
unicamente en las metastasis. Dado que las mutaciones en RAS son también
frecuentes en neoplasias benignas o poco agresivas, su valor como marcador
prondéstico es mas limitado pero se suele asociar con fenotipos agresivos de CPT, y
con CPDT®'®),

* PAX8-PPARy se ha relacionado con multifocalidad y la invasién

vascular!'”® 186).

* La actividad de la telomerasa, se estudio a finales de los 90 en el cancer
tiroideo. Su aumento se detectd sobre todo en el cancer folicular y se asocié a mayor
agresividad bioldgica!’®®. Varios estudios relacionan la actividad de la telomerasa
con mas edad, la variante de células altas, la extensidén extratiroidea, la recidiva, y
las metastasis a distancia, aunque otros grupos no hallaron actividad de telomerasa
en tumores malignos®?.

Recientemente se han descrito mutaciones (C228T, C250T) en el gen
promotor de TERT responsables de la reactivacion/expresiéon de TERT en varios
tipos de cancer, entre ellos en el 10% de los canceres tiroideos®”. Se ha
encontrado tanto en tumores diferenciados (algo mas en CFT), como, con mas
frecuencia, en el CPDT y CAT, no habiéndose identificado en neoplasias
benignas®'3?Y). Se asocian a caracteristicas de peor prondstico: mas edad, mayor
tamafio, sexo masculino, mutacion BRAFY®F y presencia de metastasis
ganglionares o a distancia®'” 3'®. En CPT o CFT se vinculé a la persistencia de la
enfermedad y a mortalidad especifica®®. Las mutaciones en TERT se han
determinado en muestras de BAG, con PAAF indeterminada previa, confirmando
que todos los CPT detectados con mutaciéon positiva fueron localmente invasivos,
con una prevalencia entre éstos del 17,6% .

* Mutaciones consideradas como marcadores de desdiferenciacion son: p53,
PIK3CA, CTNNB1 (B-catenina), AKT1(92 166, 174,284, 321)
1.4.6.3. Otros

Algunos miRNA se han relacionado con datos de mal prondstico:
» miR-199b-5p con extension extratiroidea y metastasis a ganglionares®®??.
= miR-9 y miR-21 con recidiva en CPT®?3),

* miR-146b, miR-221 y miR-222 se han relacionado en varios estudios con
extension extratiroidea, afectacion ganglionar, metastasis a distancia, recidiva y
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mutacion BRAFV600E, asi como la infraexpresion de miR-34b y miR-130b (recidiva

y metastasis a distancia)®??.

La molécula de adhesion epitelial (EpCAM) se ha usado para hacer un
predictor numérico utilizando anticuerpos especificos frente a los dominios intra (Ep-
ICD) y extracelular (Ep-Ex) de la misma®?*). El aumento intranuclear y citoplasmatico
de Ep-ICD predice peor prondstico en cancer de tiroides, y la pérdida en membrana
de Ep-Ex se asocia a menor supervivencia global 2. El clasificador (ESLI o Ep-ICD
subcelullar localization index) mejora la identificacion de CPT agresivo ya que los
pacientes con ESLI>10 tienen reducida su supervivencia libre de enfermedad
(p<0,05). También se ha relacionado especificamente con la afectacion ganglionar y
la presencia y/o desarrollo de metastasis a distancia en miCPT®?,
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1.5. ESTUDIOS DE PERFIL DE EXPRESION GENICA MEDIANTE
MICROARRAYS

1.5.1. Base bioldgica de los microarrays

Un gen es un fragmento de ADN, de longitud variable, que contiene la
informacion necesaria para sintetizar una proteina. Los genes, a su vez, estan
agrupados en cromosomas, localizados en el nucleo celular. La composicion basica
del ADN son los nucleétidos: un grupo fosfato, un azucar (desoxirribosa) y una de
las 4 bases nitrogenadas (adenina, guanina, citosina y timina), que se
complementan entre si®®%),

La sintesis de proteinas se inicia con la transcripcion del ADN a ARN, proceso
en que la doble cadena de ADN se despliega y una de ellas es usada de molde para
generar otra cadena simple y complementaria (donde en vez de timina se usa
uracilo). A partir de este ARNm se sintetizan las proteinas (transduccién) teniendo
en cuenta que son necesarias tres bases de ADN (coddn) para codificar un
aminoacido concreto. Asi, un gen estara activado o expresado durante el proceso de
sintetizando de su proteina correspondiente’®”). Se podria definir transcriptoma
como el conjunto completo de ARN transcrito desde el genoma®®*).

La técnica de andlisis de expresion génica mediante microarrays se basa en
la complementariedad de las bases de los acidos nucleicos lo que permite la
hibridacion. Mediante este proceso, dos cadenas complementarias de acido nucleico
se u??gg para formar una molécula de doble cadena: ADN-ADN, ARN-ARN o ADN-
ARN™=?,

1.5.2. Concepto de microarray

Un array es una coleccién de ADN, en la que un gran numero de moléculas
de ADN se dispone ordenada sobre un sustrato solido, formando una matriz
bidimensional de secuencias. Estos fragmentos de material genético inmovilizados
en un soporte, son denominados sondas, mientras que el acido nucleico que
procede de la muestra a estudio se denomina diana®?.

Con esta tecnologia, se puede analizar simultdneamente el nivel de expresiéon
de miles de genes, en una célula concreta, en un momento determinado y bajo unas
condiciones especificas. Su aplicacion en distintos ambitos (identificacion de perfiles
genéticos, deteccion de mutaciones y polimorfismos, secuenciacion, diagnéstico
molecular) ha permitido identificar genes clave de las vias de transmisién de senales
y de la carcinogénesis, reconocer nuevas dianas para medicamentos, encontrar
marcadores moleculares diagnosticos de enfermedades o con valor prondstico, e
investigar las bases genéticas de una respuesta individual a factores externos
(seguimiento de terapias, toxicologia de farmacos)®?7: 329330,

1.5.3. Tipos de microarrays

Los microarrays se pueden clasificar de diferentes formas. Segun los soportes
usados pueden ser porosos (membranas de nylon, nitrocelulosa o microparticulas) y
lisos (cristal, cuarzo o plastico) mientras que segun el material genético de la sonda
distinguimos tres tipos: de ADN (oligonucleétidos y ADNc), de proteinas y de tejidos.
También los podemos clasificar en funcion de su aplicacion, en cuyo caso
tendremos chips de secuenciacion, de hibridacidn comparativa o de expresién(329).
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Estos ultimos son los que hemos usado en nuestro estudio y son descritos con mas
detalle mas adelante.

e Microarrays de ADNc

El método de produccion de las sondas es la amplificacion selectiva de ADNc
mediante PCR, usando fragmentos de doble cadena de ADN de entre 200 y 500
pares de bases en soportes de vidrio de 96 ¢ 384 pocillos26 330,

e Microarrays de oligonucleotidos

Las sondas son cadenas simples de ADN sintético, cortas (15-25 nucledétidos)

o largas (50-120 nucleétidos)®%).

e Microarrays de proteinas

Las sondas son anticuerpos en soportes de cristal y las dianas son muestras
de suero o tejido. El uso de éstos esta limitado por las dificultades técnicas que
conlleva sintetizar e inmovilizar estructuras tridimensionales como son las proteinas,
detectar interacciones de proteinas plegadas, o disponer de colorantes fluorescentes
que permitan una cuantificacion adecuada®®®.

* Microarrays de tejidos (TMA, Tissue MicroArray)

En este caso, en lugar de ADN, se utilizan secciones minimas de tejido
representativas del tumor. Se analiza asi la expresion de un determinado marcador
en un gran numero de muestras. Son una herramienta muy util para el analisis de
nuevos genes y para establecer diferencias moleculares entre los distintos grupos
investigados®?.

1.5.4. Microarrays de expresion

Se caracterizan porque las sondas son moléculas de ADN (oligonucleétidos o
ADNCc) ordenadas de tal forma que cada punto del microarray corresponde a un gen
en concreto. Puesto que cada secuencia de ADN se corresponde con una secuencia
complementaria de ARNm, y ésta, a su vez, con una proteina, la cantidad de ARNm
proporciona una estimacion, bastante real, tanto del nivel de expresion del gen como
de la cantidad de proteina codificada®?®.

Cada microarray puede contener, en una superficie de 2 x 2 cm, mas de
10.000 sondas, por lo que podemos conseguir informacion sobre la expresion de
miles de genes(327). Para poder distinguir un gen de otro, las sondas estan
construidas con la informacién de las secuencias de ADN o ARN disponibles en las
bases de datos publicas, que ademas estan interconectadas entre si. Las mas
importantes son* :

* GenBank: National Center for Biotechnology Information (NCBI)

* http://bvs.isciii.es/bib-gen/Actividades/curso_virtual/Ftes_informacion/fteinformacion1_1.htm;

http://www.ncbi.nim.nih.gov/guide/dna-rna/
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- Unigene: en esta base de datos, cada entrada es un grupo o una
coleccion de secuencias de ARNm o de EST que representan un unico
gen. También analiza la expresion por tejido, edad y estado de salud, e
indica las proteinas relacionadas con dicho gen, asi como informacién
para mapear su posicion en el genoma.

- La coleccion Reference Sequence (RefSeq): proporciona un conjunto
ordenado, integrado, no redundante y bien definido de secuencias de
ADN genomico, ARN vy proteinas.

- dbEST: contiene datos de secuencias de ADNc o ESTs de diferentes
organismos.

* EMBL Nucleotide Sequence Database: European Bioinformatics
Institute®*")

* DNA Database of Japan (DDBJ): National Institute of Genetics
1.5.4.1. Procedimiento para el analisis de expresion génica

El proceso®? 32" comienza con la obtencion del ARN de las células de las
muestras a estudiar y su transformacion en ADNc mediante RT. Este paso es
necesario dada la inestabilidad del ARN. La muestra diana se marcara con una
molécula fluorescente (fluorocromo o biotina) y se hibridara con las sondas del
microarray (analisis de expresion de un color). Habra tantas sondas como genes se
quieran estudiar, hasta el genoma completo. En otros casos, para evitar la
variabilidad en el procedimiento, se disefian los experimentos en competicion, es
decir, comparando sobre un mismo microarray dos muestras de tejidos diferentes,
que hibridaran simultaneamente y de forma competitiva, p.ej. tejido tumoral y tejido
sano del mismo sujeto, marcando cada uno con un fluorocromo distinto (analisis de
expresion de dos colores, generalmente uno verde y uno rojo), tal y como se puede
ver en la Fig. 9.

Las muestras a estudiar se cargan en el soporte del microarray, y por difusién
se mueven hasta encontrar la sonda que contiene su molécula complementaria,
donde se hibridan y quedan fijadas.

Transcurrido el tiempo adecuado para que la mayoria de las cadenas
hibriden, el microarray se lava y se procede a su lectura para medir la cantidad de
ARN que ha quedado fijada cada sonda. Sélo en los puntos del microarray donde
haya ocurrido hibridacién habra fluorescencia y la intensidad de la fluorescencia
detectada sera proporcional al nivel de expresién del gen en estudio. Para poder
realizar esta medicion, se activan los colorantes mediante laser y después se mide la
intensidad y el color de la luz emitida por cada punto.

La lectura o escaneado se debe hacer con dispositivos capaces de detectar
los dos espectros de emision en canales diferentes y de generar imagenes por
separado de cada uno de ellos. El andlisis de éstas se realiza mediante programas
informaticos que cuantifican la sefial de cada punto del soporte generando un
archivo de imagenes, que en caso de experimentos con dos colores, resulta de la
superposicion de las imagenes obtenidas de cada colorante. De esta forma, los
puntos rojos o verdes indican que esos genes estan expresados en una condicion o
en otra (p.ej. tejido sano vs. tumoral o benigno vs. maligno), mientras que los puntos
amarillos significan que estan expresados en ambas situaciones (Fig. 9). En caso de
experimentos con un color, se obtienen las imagenes por separado y el software del
escaner combina los resultados.
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Fig. 9 Tipos de andlisis de expresidon con microarrays

a) Analisis de un color: se usa solo un marcador fluorescente (lineas verdes) y dos chips, uno por
muestra. Los genes expresados (verdes) y no expresados (rojos), se obtienen al superponer ambas
imagenes.

b) Analisis de dos colores: se usan dos marcadores (lineas verdes y rojas) y un unico chip para
obtener la expresion de dos muestras diferentes. Los genes expresados (verdes) y no expresados
(rojos), se obtienen al superponer ambas imagenes, generadas en dos canales diferentes de un
mismo microarray.

c) Los genes igualmente expresados en las dos muestras aparecen de color amarillo.
(Reproducida con permiso: Macmillan Publishers Ltd: Nature Medicine 9, 140- 145, ©2003).
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La gran cantidad de ARN necesario (20-75 pg) es uno de los inconvenientes
de este disefio de estudio pero puede ser subsanado obteniendo ARN copia (ARNCc)
mediante transcripcién in vitro del ARN original de la muestra. La cantidad disminuye
mucho (0.2-2 pg) pero tiene la desventaja de que sélo se puede procesar una
muestra por microarray'~"’.

1.5.4.2. Analisis estadistico de los datos

Trata de transformar las intensidades de las sefales obtenidas en datos
numeéricos (datos brutos) cuyo resultado final es una matriz de expresion (Fig. 10)
que contiene el nivel de expresion de los genes, estando localizados éstos en las
filas (un ?en para cada fila) y los experimentos en las columnas (una muestra por
columna)?®),

51



Tesis doctoral INTRODUCCION Nuria Muiioz Pérez

Fig.10 Matriz de expresién genética
332)

Fuente: Cano Gutiérrez 2010
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* Preprocesado y normalizacion de los datos

Existen numerosas plataformas o programas informaticos para el
preprocesamiento, normalizacion y analisis estadistico de los datos brutos de una

matriz de expresion®*?),

El primer paso es el control de calidad de los datos para detectar los valores
incorrectos que deban ser excluidos del analisis. Un método para encontrar estos
errores es disefiar los microarrays para que haya réplicas de una misma sonda. Al
comparar las réplicas, se identifican los casos discordantes. También se pueden
poner limites de tolerancia en los indicadores de calidad para los puntos de luz®2"),
Otra forma de obtener réplicas radica en realizar la hibridacién de un mismo ARN en
mas de un microarray®?®. Se admite una variacion del 5-10% en las intensidades de
sefal entre los elementos replicados de un mismo array, y entre el 10-30% cuando

son diferentes®®?.

El siguiente paso consiste en la normalizacion de los datos para eliminar la
variabilidad que no esta relacionada con el nivel de expresion sino con el proceso
técnico de hibridacion de los arrays®?”). De esta forma se reducen las diferencias
entre los dos canales de una hibridacidon competitiva o entre distintas hibridaciones.

El nivel de expresion de un gen en un microarray de ADNc se expresa como
el cociente del valor de expresion de la muestra a estudio respecto al valor de la
muestra de referencia (p.ej. tejido maligno/tejido benigno). Todos los valores entre 1
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e infinito (o0), indican sobreexpresion del gen en la muestra objetivo, mientras que
valores entre 0 y 1, indican infraexpresion. Para igualar las amplitudes de ambos
rangos, se realiza una transformacion logaritmica o escalado de los datos de

expresion, quedando trasladados a un rango de —-00 a +00, de tal forma que los
valores positivos son los genes sobreexpresados y los negativos, los
infraexpresados®*?.

También es necesario utilizar algun método para recuperar los datos perdidos
por fallo en el proceso de hibridacién y la medicion de la intensidad de la luz
resultante. Se pueden usar técnicas basadas en medias condicionales del gen
respecto al conjunto de los microarrays o respecto a los valores de los puntos
vecinos®?" 332 Por ultimo se eliminan los datos planos, es decir, aquellos patrones
que no presenten un numero determinado de valores que superen, en valor

absoluto, un valor umbral®3?),

e Analisis de los datos

El objetivo del analisis estadistico es darnos a conocer qué genes cambian su
nivel de expresion en funcion de la muestra analizada (siguiendo nuestro ejemplo,
muestra normal vs. maligna o muestra benigna vs. maligna). En general, en los
experimentos con microarrays se emplean pocos casos pero se investigan las
diferencias en miles de variables (genes), por tanto las técnicas estadisticas clasicas
han de ser modificadas teniendo en cuenta que no puede asegurarse la normalidad
de la distribucion y que puede haber una tasa muy alta de falsos positivos dada la
multiplicidad de hi(pc';t)esis aprobadas. Una de las soluciones propuestas son los test

de permutaciones®?",

Analisis de Significacion de Microarrays (SAM)

SAM (Significance Analysis of Microarrays)®**) es una técnica basada en el t-

test (comparacion de la media entre 2 grupos diferentes) que permite identificar los
genes que cambian su comportamiento de forma significativa en un conjunto de
experimentos con microarrays. En ella se utilizan permutaciones de los datos y se
corrigen éstos mediante el calculo de FDR (False Discovery Rate) para evitar
diferencias no significativas.

Agrupamiento (clustering)

Una vez definidos los genes con diferencias de expresion, se pueden buscar
patrones para intentar clasificar las muestras. Un modo es el analisis de
agrupamiento jerarquico o clustering de la matriz de expresion, que reune los
distintos genes basandose en la similitud de su perfil de expresion®?® 32" E|
resultado final es un grafico en forma de arbol (dendograma), que establece una
relacion ordenada y secuencial de los genes.

1.5.5. Validacion de los resultados de los experimentos con microarrays

Los resultados de los estudios de perfil génico con microarrays deben ser
validados con técnicas que permitan una cuantificacion precisa del ARN de los
genes identificados®*®. Se han usado diferentes métodos para este fin (Northern
Blot, hibridacion in situ, etc.)®*® pero el nivel de sensibilidad, precisién y facilidad
técnica de la qRT-PCR la hacen el método idoneo para este fin®* 23 Mediante
esta técnica se logra una buena correlacion entre los datos generados y los niveles
de ARNm en las muestras a estudio, ademas de necesitar minimas cantidades de
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material en comparacién con las otras técnicas (20-40 ng vs. >5 pg)®*" 38 De

hecho, es la unlca prueba que se puede realizar cuando los tejidos investigados son
raros o Unicos®®

* PCR

La técnica de PCR es una amplificacion enzimatica de ADN, utilizando una
ADN polimerasa termoestable que genera copias de una secuencia especifica de
ADN, siendo éste un proceso de naturaleza exponenmal

* Transcripcion inversa (RT).

Puesto que el ARN no es util para la amplificacion por PCR (por su
sensibilidad al calor y por ser un &acido nucleico monocatenario) es necesario
convertirlo en ADN mediante la transcripcion inversa generandose una copia en
forma de ADNc. Este es mas estable al calor y puede almacenarse
indefinidamente®3®),

* gqRT-PCR

La aplicacion de técnicas de fluorescencia junto con la aparicién de
dispositivos que permiten la automatizacién de todos los procesos (amplificacion,
deteccion y cuantificacion) ha permitido el desarrollo de la metodologia RT-PCR
cinética (también llamada cuantitativa a tiempo real) que detecta los productos
amplificados en cada ciclo de la reaccion e indica la cantidad de acido nucleico
presente en la muestra. Cuanto mas molde (ADN) haya al inicio de la reaccion,
menor numero de ciclos son necesarios para alcanzar el momento en que la
fluorescencia sea detectada de forma significativa. Este punto, que se denomina
ciclo umbral (C;), es proporcional a la cantidad de ADN de partida y siempre ocurre
durante la fase exponencial de la ampllflcaC|on . Este valor se obtiene para cada
muestra y es convertido en un dato cuantitativo en forma de curva estandar.

Dado que puede haber errores de cuantificacion dependiendo de cualquier
minima variacion en la cantidad de las muestras iniciales, es necesario incluir un
control interno. Para ello se amplifica, junto con la muestra a estudio, un ARN que
sirve de referencia para normalizar los resultados. Estos genes de referencia
(housekeeping gene) no deben cambiar su expresion aunque cambie el tipo de tejido
de un organismo, su grado de desarrollo o las condiciones externas. Los tres mas
usados son los ARNm de la gliceralheido-3-fosfato-deshidrogenasa (GAPDH) y la B-
actina, y los ARN ribosémicos (ARNr). Los datos son expresados como el numero de
veces en el que aumentaron o disminuyeron los niveles de ARNm con respecto al
control interno®%.

1.5.6. Reproducibilidad e intercambio de los resultados de los microarrays

Como se ha expuesto, existen diferentes tecnologias para la medicion de la
expresion genética por lo que se abre la cuestion de si los resultados son fiables y
comparables entre si. Para responderla, la US Food and Drug Administration (FDA)
auspicio el consorcio para el Control de Calidad de los Microarrays (MicroArray
Quality Control consortium: MAQC)®*® con la finalidad de evaluar las diferentes
plataformas de expresién génica desarrolladas hasta entonces. Los autores
concluyeron que los resultados eran consistentes tanto dentro de cada plataforma
como al comparar unas con otras, y que las listas de genes generadas eran mas
reproducibles cuando se seguia el criterio del doble cambio de expresion que si las
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diferencias habian sido obtenidas mediante el valor p en un t-test. De este estudio se
derivd también la produccion de una base de referencia frente a la que comparar y
validar cualquier modificacion en las plataformas de microarrays existentes.
Actualmente las muestras de ARN humano estan disponibles comercialmente y se
pueden usar como instrumento de calibracién y de control de calidad, asi como para
validar los estudios de expresion realizados (Stratagene Universal Human Reference
ARN, compuesta por ARN de 10 lineas celulares diferentes, o Ambion Human Brain
Reference RNA).

Por otro lado, para poder reproducir un experimento con microarrays, parece
evidente que es necesario dar a conocer de forma detallada la metodologia utilizada.
Es mas, seria conveniente que los datos brutos y procesados permitieran a otros
realizar analisis y metaandlisis. Es por ésto que los miembros de la Function
Genomics Data Society, disponible en www.FGED.org crearon los criterios MIAME
(Minimum Information About a Microarray Experiment) que definen los modelos para
la descripcion de los experimentos con microarrays y para el intercambio de

datos®??),

1.5.7. Aplicaciones de los microarrays de expresion

Existen multitud de campos a los cuales se puede aplicar el estudio mediante
microarrays de expresion®?® 32 En el ambito de la investigacion biomédica se
encuentran:

- Analisis de expresidn genética. El patrén de expresion de un gen
proporciona informacion sobre su funcion cuando se analiza en tejidos o células
normales. También podemos obtener datos sobre su comportamiento en diferentes
condiciones experimentales, comprobando si la sobre o la infraexpresion son
causantes de patologia. Finalmente se usan en patdégenos como los virus para
determinar qué genes estan implicados en el proceso de infeccion o en el periodo de
latencia.

- Generacidn de nuevos farmacos. Identificacion de dianas terapéuticas,
conocimiento del mecanismo de accidon y su implicacion en rutas metabdlicas,
deteccion de efectos secundarios, y seguimiento de un tratamiento, pudiendo indicar
su efecto a distintas dosis.

- Farmacogendmica. Estudia la correlacion entre el perfil génico de un
individuo con su repuesta a un farmaco concreto. La informacién obtenida se puede
usar para seleccionar farmacos mas eficaces y con menos efectos secundarios
(farmacos a medida).

- Diagnéstico molecular. Los arrays desarrollados en este campo pueden
detectar mutaciones y polimorfismos que participen en enfermedades complejas,
para identificar marcadores especificos o respuestas a farmacos. Otra utilidad en
este campo es definir la predisposicion de una persona a padecer una enfermedad
basandose en el analisis de mutaciones (arrays de caracterizacion genética). Otros
permiten definir el genotipo de cepas infecciosas, como del virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), o el de la hepatitis, a partir de muestras de un
paciente (arrays de deteccién de enfermedades infecciosas).
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1.5.8. Limitaciones de los estudios con microarrays de expresion genética

¢ | imitaciones conceptuales

Aunque la base bioldgica de la tecnologia de los microarrays se basa en que
la secuencia gen/ADN-ARNm-proteina es wuna relacion uno a uno por la
complementariedad de bases, la realidad es mucho mas compleja. En la cadena de
ADN hay unas regiones denominadas intrones que, al contrario que los exones, no
codifican informacién. El proceso de particion de la cadena de ADN no se inicia
siempre en el mismo exén, por lo que un gen puede codificar mas de una secuencia
de ARNm y por tanto, mas de una proteina. Asi pues, es complicado disefiar arrays
cuando las muestras tienen secuencias con cierto grado de homologia o cuando los
genes tienen multiples variantes en su particion®?®).

Aunque se supone que la sefal medida en una posicion del microarray es
proporcional a la concentracién de la muestra en la solucion que hibrida con la
sonda, esta proporcion no es lineal, salvo en un rango muy limitado de
concentraciones, de tal modo que cuando éstas son altas el array se saturara y
cuando son bajas, no habra reaccion®?®.

Por ultimo, si la muestra incluye ADN o ARN diana para los que no hay sonda,
éstos no seran detectados y por lo tanto se perdera informacion®?®.

¢ | imitaciones técnicas

Otras fuentes de variacidon en los resultados tienen que ver con las
limitaciones del instrumental utilizado: cantidad de material biolégico en cada pocillo,
cantidad de reactivo fluorescente, medicion de la luz por el escaner, etc. Como ya se
ha mencionado, el preprocesamiento y la normalizacion de los microarrays trata de
subsanar este tipo de errores.

Independientemente de sus limitaciones, esta tecnologia permite la medicion
de los niveles de expresion de miles de genes en decenas de muestras y, como
consecuencia se obtiene mucha informacién acerca de los procesos celulares. Sin
embargo, los resultados deben ser validados con informacion procedente de otras
fuentes de datos.

1.5.9. Perfil de expresidon génica mediante microarrays y cancer de tiroides.

La primera investigacién de expresion génica en cancer de tiroides mediante
microarrays fue la de Huang et al.**”) en 2001. Desde entonces mdltiples estudios
se han realizado, intentando buscar un marcador o combinacion de marcadores, que
ayuden a distinguir los tumores malignos de los benignos, tanto tejido como en
muestras de PAAF. En la Tabla 13 se exponen los resultados de los estudios de
perfil de expresion génica en cancer tiroideo revisados para esta Tesis Doctoral,
indicando la referencia bibliografica, metodologia, los datos de S, E, VPP,VPN y
exactitud (Ext), en el caso de que estén disponibles, o bien, las conclusiones
principales del estudio. EI nombre completo de cada gen esta disponible en el
Anexo V.

" La notacién genética se ha obtenido de GeneCards® (www.genecards.org); acceso entre junio y octubre de
2015.
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En general, la investigacibn con microarrays se ha centrado en la
diferenciacion entre tumores benignos y malignos, pero también en analizar los
distintos tipos histolégicos tanto de canceres diferenciados como de indiferenciados.
De hecho se han encontrado diferencias de expresion entre:

- CPT clésicos y la variante de células altas!'®* " 342)
- CPTy miCPT®43.34)
- Tumores foliculares: AF, CFT, y CPT-VF3433%3),

- CFT minimamente invasivo (CFTmi) y altamente invasivo (CFTai)®% 342

354)

Algunos autores se han centrado en un diagndéstico CItOlO%JICO poco frecuente
como es el tumor tiroideo de potencial maligno incierto (TPMI)®>®

En otros casos se ha comparado CPT con CAT lo que ha contribuido a apoyar
la teoria secuencial de la carcinogénesis. Asi Hebrant et al. %) han encontrado
nueve genes capaces de discriminar ambos tumores (infraexpresados en CAT y
sobreexpresados en CPT: NELL2, SPINT2, MARVELD2, DUOXA1, RPH3AL, TBX3,
PCYOX1, cborf41, PKP4). Pero ademas se han encontrado puntos de coincidencia
ya que a mayoria de los genes expresados en todos los anaplasicos también lo
estan en algunos papilares, y el 43% de los expresados en todos los CPT también lo
estan de forma similar en todos los CAT. Pita et al.®® han hallado diferencias de
expresion entre CPDT y canceres diferenciados (CPT y CFT), sobre todo genes
infraexpresados (92/107). El que el perfil del CPDT tenga bastante en comun con el
del CPT-VF les lleva a concluir que éste podria ser un precursor del primero.

1.5.9.1. Variabilidad en los estudios de expresion

En todos estos trabajos se han identificado multiples genes con diferencias en
cuanto a su perfil de expresidon en tejido sano vs. enfermedad benigna vs.
enfermedad maligna, de los que sélo una pequefa fraccién tiene g)robabllldades de
ser finalmente util en el diagndstico o como marcador prondstico®®. Se ha cifrado
hasta en un 30% eI porcentaje de genes incorrectamente identificados por el analisis
de mlcroarrays %) Las fuentes de variabilidad en la expresion génica en los
distintos estudios podria estar en:

- La presencia de mas de un tipo celular en los tumores (heterogeneidad
tumoral)(833%0: 330) En este sentido podrian influir los genes relativos a la inmunidad
debido a la |nf|ItraC|on del tumor por linfocitos, fendmeno bien documentado en el
CPT, y los genes de las inmunoglobulinas®®?.

- Diferencias técnicas por artefactos debidos a la preparacion de las

muestras®®" o durante el procesado de las mismas®®’

- Factores clinicos o bioldgicos®", como p.ej. los niveles de TSH del

paciente®3?),

- La seleccién de las muestras a analizar y la forma de comparar los datos
de expresion (intraindividuales, |nter|nd|V|duaIes) junto con la nomenclatura usada
para definir los tejidos usados®* 339

- Diferencias pobIaC|onaIes

- Diferencias en el abordaje estadistico y bioinformatico para analizar los
datos®*®

- Diferencias entre plataformas de arrays

(100, 183)

(300, 349, 354)
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1.5.9.2. Clasificadores

Debido a esta variabilidad, se considera que los perfiles de expresion génica
son mas utiles para el diagnéstico molecular cuando se utilizan combinaciones de
genes (62 En esta linea se han descrito distintos clasificadores que, si bien no
suelen tener en comun muchos genes, si coinciden en su capacidad para hacer un
diagnéstico correcto. Estos, a diferencia de los basados en mutaciones somaticas,
suelen tener cifras mas altas de sensibilidad que de especificidad (ruling out test) (289,
290, 346, 355, 360, 363, 364)  Algunos autores han validado sus resultados aplicando los
clasificadores a otras bases de datos disponibles publicamentg(®46: 349 362, 365)

aunque el grado de correlacion es bueno, no se suelen obtener los resultados de la

muestra base®*

Dos meta-anélisis(359' realizados han dado validez externa a los
resultados. En el publicado por Griffith et al.®%) los autores determinaron un
conjunto de 12 genes sobre o infraexpresados en el tejido tumoral tiroideo, con
respecto a controles sanos o benignos, con capacidad discriminativa. Seleccionaron
los genes a partir de 21 publicaciones, en funcion del tamafio muestral, la magnitud
de la diferencias de expresion y el numero de publicaciones en las que se habia

documentado ésta.

objetivo del segundo metaanalisis®®® fue comprobar la validez de la
metodologia: por un lado evaluar si los estudios realizados en diferentes centros con
distintas generaciones de microarrays de oligonucleétidos de alta densidad
(GeneChip®, Affymetrix Inc. EEUU) eran comparables entre si, y por otro, qué
influencia tenian las muestras escogidas. Para ello primero combinaron tres bases
de datos disponibles publicamente que incluian resultados de muestras de tejido
(nédulos frios y CPT), tanto pareadas (comparacion intraindividual entre el tejido
patolégico y sano) como no pareadas (el tejido patologico y el sano vienen de
diferentes individuos). Posteriormente las compararon y las reanalizaron.

Comprobaron como los datos de GeneChip® de diferentes generaciones no
son directamente comparables. Igualmente encontraron que para estudios donde se
trata de estudiar patogenia o etiologia, es importante definir el tipo de tejido a
analizar y usar muestras pareadas. El motivo es que los perfiles obtenidos en este
tipo de muestras tienen mas similitudes que cuando no son pareadas, a pesar de ser
analizadas con la misma plataforma de arrays y bajo las mismas condiciones de
laboratorio. Finalmente concluyen que los estudios con microarrays son altamente
reproducibles, pero solo cuando se seleccionan genes obtenidos en un mismo
estudio.

366)

1.5.9.3. Expresion génica y biologia molecular.

Intentando ahondar en el conocimiento sobre la patogenia del cancer tiroideo,
se ha tratado de relacionar el estado mutacional del paciente con el perfil de
expresion génica®®* 2% 3%2) encontrando una correspondencia muy fuerte no solo
entre la expresion génica y la morfologia tumoral, sino también con la presencia del
reordenamiento RET/PTC y la presencia de mutaciones en RAS o BRAF.
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Desde el punto de vista ontolégicof los genes con diferencias de expresién en
el cancer diferenciado de tiroides tienen que ver con:

- La infraexpresién de genes:
= Sintesis hormonal (TPO, deiodinasas | y Il o el transportador de

yodo), reflejando la hipofuncionalidad de la mayoria de los tumores tiroideos4% 362
67)
(- )Supresic’m del crecimiento celular o la regulacion de la
368

transcripcion

- La sobreexpresiéon de genes:

Regulacion del ciclo y el crecimiento celular'
Sefales de transduccid

Regulacion de la transcripcion'
S(361, 368, 369)

Apoptosi
Protedlisi

Moléculas de adhesid
Respuesta inmune, inmunoglobulinas(
Citoesqueleto y matriz celular'

S(298, 366-368, 370)

347, 361)

Tabla 13 Perfil de expresion génica en cancer de tiroides

n(298, 347, 361, 366, 368)
298, 366, 368, 369)

r](298, 340, 347, 361, 365-370)
347, 361, 366-368)

298, 340, 361, 365, 367-369)

Autor (Ref.) Muestra Arrays Validacion Genes Resultados
Takano 2000"7" Muestras SAGE gRT-PCR 600 sondas en CTSB: presente con
quirdrgicas cada muestra mas frecuencia en CPT
1TN y CFT que en TN y AF.
4 tumores Diferencias de
expresion entre CDT y
CAT: SPARC, TBCA,
GPX, GAPDHS, Tg.
Cerutti 2004%"® Bibliotecas SAGE:  SAGE gRT-PCR (17 73 genes Marcadores de CFT
TN genes): gRT-PCR: (Ext 0,83): DDIT3,
AF 10 AF DDIT3, ARG2, ARG2, ITM1, Clorf24
CFT 13 CFT ITM1, Clorf24, IHQ: 82,5% de CFT + a
8 TN? ACO1, TARSH DDIT3, ARG2
IHQ: muestras
independientes
(27 CFT, 32 AF)
Huang 20015 8 CPT Affymetrix gqRT-PCR: 24 genes S-Ey Cambios moleculares
7 TN? HG-U95A 2 CPT previos y 27 I-E consistentes y
(Datos 6 muestras gRT-PCR: CPT especificos en CPT.
disponibles independientes  S-E: FN1, IHQ:
en 9 genes CITED1, CHI3L1, CITED1:39/42 CPT,
http:""thinker  1HQ: ODZ1, ADORA1 0/6 CFT, 0/1 CAT, 0/9
.med.ohio- 42 CPT, 6 CFT, y SCEL TN.
state.edu) 1CAT,9TN I-E: GAS1, TFF3, SFTPB: 33/42 CPT, 0/6
FOSB, y ITPR1 CFT, 01 CAT,0/9 TN
IHQ: CITED1,
SFTPB

" Gene Ontology Consortium (GO) accesible en http://www.geneontology.org
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Wasenius 2003

Barden 2003"*"

Aldred 2004%%

Finley 20047

Finley 20047

Chevillard 2004%*"

Muestras
quirdrgicas:
18 CPT
3TN

Muestras
quirdrgicas

12 AF

7 CFT

Grupo de
validacion: 5
muestras
independientes +
2 CFTmi

28 Muestras
quirdrgicas

6 CPT

9 CFT

13 TN? (con CPT y
algunos CFT)

Muestras
quirdrgicas
45:

21 PTB

7 CPT

8 CPT-VF

9 CFT

Grupo de
validacion: 17

Muestras
quirdrgicas
21 PTB

14 carcinomas
(CPT, CPT-VF).
Grupo de
validacion: 7
Banco tisular
6 TN (4° con
muestras
tumorales)

4 AF

3 CFT

3 CPT-VF

2 CPT

Atlas Human
Cancer 1.2
cDNA array

Affymetrics
GeneChip
Hu95 array

Affymetrix
U95A_v2
GeneChips

Affymetrix
U95 GeneChip

Affymetrix
GeneChip
Hu95 array

Soares human
infant brain
1INIB library
(Genethon)

qRT-PCR:
misma muestra
(MET, FN, TIMP-
1, y GADD153)
IHQ (MAT): (FN,
TIMP-1, MMP-
11) Misma
muestra (16
CPT) + 107 CPT
independientes
de banco tisular

gRT-PCR: 19 de
las 24 muestras
Western Blot:
EMMPRIN en 8
muestras

gRT-PCR

Las mismas
muestras -1 CPT
+ 10 CFT
adicionales

gRT-PCR
Inmunoblot

gRT-PCR
Las mismas
muestras

19 genes:

S-E: c-MET,
MMP-11,
MIC-1, CGD, FN,
HIF1, FCER1G,
LDH-A, HLA-DPB1,
AHR, TIMP-1, y
GARS

I-E: GADD153,
PKD1, CYR61,
DPC4, HBA1,
AKAP250, DLG3,
PTPRS, y HP1-a

105 genes:

59 S-E en CFT
49 S-E en AF
gRT-PCR: 19
muestras

ADM, ENPP2,
BSG=EMMPRIN,
MET, TGFBR2

qRT-PCR:
CAV1
CAV2
CLDN10
IG- FBP

627 genes con
diferencias de
expresion.
Malignos:
S-E61

I-E 72

qRT-PCR: ADM
TROP-2, MET,
NRP-2, TFF.
Inmunoblot:
NRP2

Maligno vs.
Benigno: 186
genes

AF vs. CFT: 43
genes

AF vs. CPT: 23
genes

CPT vs. CFT: 52
genes

CPT vs. CPT-VF:
14 genes

MET y MMP-11 sélo
en tejido tumoral.
CPT muestra S-E de:
FN: 100%; gRT-PCR
100%; IHQ 81%
TIMP-1: 89%; 94%
gRT-PCR; IHQ 68%
MET 56%; qRT-PCR:
94%

MMP-11: 56%; IHQ
87%

CPT: muestra I-E de:
GADD153: 78%; qRT-
PCR: 89%
Diferencias de
expresion entre CFT y
AF confirmadas por
gRT-PCR.

Expresion IHQ de
EMMPRIN en CFT >
AF

5 genes distinguen
CPT vs. CFT

CPT: S-E CITED(1,
CLDN10, IG-FBP6. No
cambios de expresion
en CAV1, CAV2

CFT: no expresion de
CLDN10; I-E de 1G-
FBP6, y/ 0 CAV1y
CAV2.

Benigno vs. Maligno
$90,9% ; E 96,2%
Benigno vs. Maligno
(incluyendo 3 CMT):
S$91,7%; E 96,2%
Alto riesgo vs. Bajo

riesgo:
S 85,7% E 80,9%
Agresivo vs. no
agresivo:

$91,6%; E 82,6%
Benigno vs. Maligno:
S 93%; E 100%
CPT-VF vs. PTB:
S91% E 100%

CPT vs. PTB

S 100%, E 100%

El analisis de expresién
génica se correlaciona
con la clasificacion de
los tumores tiroideos

60



Tesis doctoral

INTRODUCCION

Nuria Muhoz Pérez

Mazzanti 20047

Lubitz 2005

Jarzab 2005°%"

Giordano®*?

Kebebew 2005
(290)

Kebebew 20052

Muestras
quirdrgicas

63 (PTB, AF,
CPT, CPT-VF)
Grupo de
validacion: 10

27 muestras
quirdrgicas:
13 AF

7 CFTmi

7 CFTai

Muestras
quirdrgicas: 50
Grupo A: CPT 16
TN/ TBD 16°

Grupo validacion:

CPT 7
TN/PTB 11°

Banco tisular
51 CPT
4 TN

95 muestras
quirdrgicas:

28 PTB, 28 AF, 25
CFT, 26 CPT, 19
CPT-VF, 5 CAT

12 PAAF® ex vivo
Grupo de
validacion: 36

5 Muestras
quirdrgicas de
cada grupo
histoldgico:

4 TN

28 AF

23 CFT

25 CPT

19 CPT-VF
PAAF ex vivo de
las mismas
muestras

Hs-UniGem2

Affymetrix
U9s Av 2
GeneChip

Affymetrix
GeneChip
HG-U133A
array

(datos
disponible en
www.genomi
ka.pl/thyroidc
ancer)

Affymetrix
GeneChip
U133A array.
Estudio de
mutaciones:
RET/PTCly -
3, HRAS,
NRAS, KRAS,
BRAF

HS-010
GEarray
Superarray kit
(genes de
matriz
extracelulary
moléculas de
adhesion)

HS-009
GEArray Q
series Human
Angiogenesis
Array

gRT-PCR (en 37
muestras)

IHC (MAT):

98 CPT (92
muestras
independientes)
: 72 casos
primarios y 34
metastasicos)

gRT-PCR

gRT-PCR
En 123
muestras.

47 genes.
C21orf4,

KIT, LSM7,
SYNGR2,
Hs.24183,
Hs.296031,
KIAA1128,
IMPACT,
FAM13A1
Cl1orf8, CDH1
AF vs. CFTai:
401 genes
CFTmi vs. CFTai:
365 genes

AF vs. CFTmi:
223 genes

102 genes. De
ellos 20 son
mas
significativos:
DPP4, GJB3, ST14,
SERPINA1, LRP4,
MET, EVA1L,
SPUVE, LGALS3,
HBB, MKRN2,
MRC2, IGSF1,
KIAA0830, RXRG,
P4HA2, CDH3,
IL13RA1, y
MTMR4.

IHQ: TPO I-E en
CPT

BRAF +53% de
CPT

Los tumores
con menos
expresion de
TPO fueron los
BRAF+

ADAMTSS,ECM
1, PLAU, SELP,
TMPRSS4

22 genes.
gRT-PCR: S-E en
malignos:
ERBB2, EGFR,
ENG, EDG1,
EFNB2,
ANGPT2,
ADAMTS1,
FGFR1, AMOT,
ITGAS, TGFB1,
TGFBR1, TIMP1

Dos modelos
predictivos con 6 y 10
genes de los 11
anteriores. El modelo
de 6 genes (en
negrita) fue el mejor.

La mayoria de CFTmi
son genéticamente
similares a los AF
pero clinicamente
tienen potencial
maligno

RFR-20 set (Grupo
de validacion)

Ext 94.4% (95% ClI:
72,7-99,9

S 85,7%,

E 100%.

El estado mutacional
se correlaciona con el
perfil de expresién y
con la morfologia
tumoral.

Las mutaciones por
tanto, se consideran
responsables del perfil
génico.

Modelo predictivo
(ECM1, TMPRSS4):
ABC: 0,985; S91,7%, E
89,8, VPP 85,7%, VPN
82,8% .

Mejora resultados de
citologia

Grupo validacion: S
90%, E 92,6%, VPP
81,8%, VPN 96,1%.

EGFR, EFNB2: tumores
mas agresivos
ANGPT2, TIMP1:
marcadores
independientes de
malignidad: ABC:
0,873;S90%, E

85%, VPP 75%, VPN
94%.
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Weber 2005 **! Muestras Affymetrix gRT-PCR: grupo  qRT-PCR: Clasificador 3 genes:
quirdrgicas U133A B CCND2 CFT vs. AF: S 100%
A: 12 CFT, 12 PTB GeneChips B-actina PLAB E 94,7%, Ext 96,7%
B: grupo CCND2 PCSK2 CPT-VF: Ext 85,7%
validacion: 12 PLAB IHQ (correctamente
CFT, 17 PTB, 2 TN PCSK2 CCND2 identificados como
C: muestras en ARHI PCSK2 malignos)
parafina 14 CFT, 7 CITED1 Clasificador IHQ:
CCH, 26 PTB IHQ: grupo C S 89,5%; E 80,8%; Ext
CCND2 86,7%
PCSK2
Lubitz 20067 Muestras Affymetrix - 25 genes: Mejora los resultados
quirdrgicas: HG-U133A I-E: TPO, TFF3, de la citologia.
50 (10 PTB, 16 AF,  GeneChip FCGBP, MATN2,
11 CPT, 13 CPT- RAPIGAL
VF) S-E: HVIGA2,
TIPARP, QPCT, PSD3,
22 PAAF ex vivo DUSP4, ABCC3,
DPP4, TIMP1,
KRT19, GALIG,
PROS1, SERPINAL,
FN1, CITED1=MSG1,
LRP4, TACSTD2=
TROP2=GA733-1,
SH2D1A.
Zhao®*? 46 Muestras Filtros de gRT-PCR 123 genes El perfil del CPT difiere
quirdrgicas ADNc de alta (Tg, PAXS, diferencian CPT  poco del CPT- VF. Sin
16 CPT (5 CPT-VF)  densidad FN1y de CFT. embargo entre
13 CFT (-mi 10; - (RZPD library ~ CNN3)en 12 CFTmi y CFTai hay
ai: 3) 956, Human muestras diferencias
17 TN? Unigene Set 2, aleatorizadas de significativas (80
German la anterior. genes).
Human
Genome
Project)
Fujarewicz 2007 Banco tisular Affymetrix - FN1, MET, Clasificador 20-genes:
(362) (Huang 2001, HG-U133A DPP4, CPT: Ext 98,5% (IC
Eszlinger 2004, Affymetrix 90 SERPINA1, 95%: 0,959-1)
Jarzab 2005) HG-U95A KRT19, Benigno vs. maligno:
57 CPT (Huang), HG- LGALS3, CITED1, Ext 98,6%
61 PTB U95Av2 DUSP6, SFTPB, Errores de
62 TN (pareadasy (Eszlinger#) y TIMP1, MUC1, clasificacién: 2,8%
no pareadas) Affymetrix 90 ADM, TROP2,
HG-U133A NRP2, KIT,
(Jarzab) CDH1, LSM7,
SYNGR2,
FAM13A1,
IMPACT
Delys 2007"¢" - Banco tisular: Agilent gRT-PCR 451 genes S-Ey 44% del
12° Human 1 (11 CPTy 20 233 I-E transcriptoma esta
- Muestras cDNA TN). gRT-PCR: afectado en CPT.
quirdrgicas: 14° microarray 11 S-R: ANXA1, Excelente correlacion
Total: 26 CPT Combinado CDH3, CLDN1, entre los tres
26 TN? con datos de: DUSP5, GPX1, conjuntos de datos
Huang HMGA2, NELL2, (disponibles
20014 g NRCAM, SLIT1,  pdblicamente)
CPT +TN%y THBS2, TNC
Jarzab 4 |-R: BCL2,
2005°%: 16 EGR1, EGR2,
CPT +TN® FLRT2.
Durand 2008"7" Banco tisular Transcriptome gRT-PCR en gqRT-PTC: Modelo predictivo:
6 AF Analysis PAAF: 25 cambios en CPT (9/57 genes):
8 CFT Platform of muestras ex- expresion de 6 S 86%, E 100%
14 CPT (5 CPT-V) g:g:z_‘"e vivo genes: CPT+CFT (12/21
28 TN® Alpes, -ALDO A, GOT1, genes): S 91%, E 100%
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Nikolova 2008¢®

Murphy
2008(Murphy,
2008 #13924)

Zhao 2008"°"

Prasad 2008°"®

Muestras
quirdrgicas

18 CPT

18 TN®

Linea celular FTC-
133 de cancer
tiroideo humano

Muestras
quirdrgicas
CPT9

TN 11

Muestras
quirdrgicas
24 (12 AF, 12 CFT)

Muestras
quirdrgicas

70 benignos (20
PTB, 13 TH, 20 AF,
17 ACH)

55 malignos (19
CPT, 16 CPT-VF,
14 CFT, 6 CCH)

(Grenoble,
France).

Macroarray
oligonucledtidos
de baja densidad
en membrana de
nylon

Affymetrix
Human
genome U133
Plus 2.0
GeneChip
arrays

Affimetrix
Human U133
GeneChip Set

Arrays de
ADNCc
obtenidos del
German
Human
Genome
Project

34K human
oligonucleotide
array (NCI)

Las mismas
muestras
gRT-PCR:
CHI3L1,
FAM20A,
KLHDCB8A,
LRP4,

NMU,
TM7SF4,
RGS4 mas otros
13 genes
Northern Blot
RGS4

IHQ de 88
muestras de
banco tisular:
MAT (CDHS3,
KRT19, BAX,
galectin-3)
TN°19

CPT 20
CPT-VF 9

CFT 14

TH 11

AF 15

gqRT-PCR

76 previos + 31
nuevos
Western blot
tumores y TN®:
HMGA2

MAT 87 casos
nuevos (68
tumoresy 19

63

GAPD:
aumentados en
CFT.

- CDKN1A:
aumentado en
CPTy CFT.
Menos en AF
-SLC26A4 y
TFF3: expresidon
reducida en
CFTy CPT

243 genes S-Ey
138 I-E
qRT-PCR (14
casos de CPT):
Northern blot:
RGS4

20 genes
CDH3, LRP4,
CHI3L1, SCEL,
PLAB, SYTLS5,
NFE2L3, CAPN3,
NGEF, NMU,
DUSP4, CLG,
GOLT1A, SOX4,
TNRC6C, RUNX1,
XTP1, PLECH,
KRT19, BAX
LGALS3

131 genes, 23
de ellos
distinguen AF
de CFT (BIKE,
RAPTOR, PRKCD,
PPP6C, PSEN2,
CDX2, SON, LSM4,
ZDHHC2, DNAJA2,
HIST1H4B,
PHLDA1, GBA3,
PSMB6, URKL1,
HARSL, PSMF1,
ARHN, FTHFD,
MLL, SDBCAG84,
DBNL, ACCN1)
75 genes (33 S-
E,421-Een
malignos)
qRT-PCR
malignos:

S-E: 9 (HMGA2,
LRRK2, PLAG1,
DPP4, CDH3,
CEACAMSG,

CFT (9/26 genes):
S 100%, E 100%
Global 19 genes
comunes en los 3
grupos previos:
fortaleza en la
prediccion de la
mediana= 0,92

RGS4: S-E en cancer
tiroideo pero no en
otros tejidos. Su
bloqueo inhibe el
crecimiento en las
células cancerosas
tiroideas.

MAT

CDH3: 0% TN; 55%
CPT; 14% CFT

BAX: 0% TN; 75%
CPT; 36% CFT
CK19: CFT 43%

TN (89%) vs.:

- CPT (100%) p<
0,0001

- AF (27%) p=0,0012
- CPT-VF (22%) p=
0,0007

Galectina-3 (LGALS3)
CFT 21%

CPT (100%) vs.:

- TN (42%) p < 0,0001
- CPT-VF (55%) p=
0,0066)

Todos los CFT tuvieron
un perfil diferente a
los AF

Capacidad de
diferenciar malignos
de benignos.
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Hinsch 2009**"

Arora 2009°*

Kim 20107

Borup 2010°%*!

Chudova 2010%¢”

Muestras
quirdrgicas

4 AF
8CFT:4-miy4
-ai

50 muestras
quirdrgicas
11 CPT

13 CPT-VF
26 PTB

Muestras
quirdrgicas
CPT 5
TN®5

Muestras
quirdrgicas

A:69 (2TN, 22
AF, 12 miAF, 18
CFT[10—ai, 7 —
mil, 4 CAT, 2 CPT,
9 PTB) + Banco de
tejidos (14 CPT, 9
TN)

Grupos de
validacion
externos y
publicos: B (12
AFy 12 CFT)yC’
(4 AF, 8 CFT)
Muestras
quirdrgicas: 178
de banco de
tejidos: PTB, AF,
CF, CPT, CPT-VF,
CCH

Muestras de
PAAF: 137

Aplied
Biosystems
Human
Genome
Survey
Microarrays
V.2.0 (Base
GSE15045
disponible en
Gene
Expresion
Omnibus)
Affymetrix
GeneChip
U95A o
GeneChip
U133A

Illumina
HumanHT-12
v3 Expression
BeadChips
microarray.

Affymetrix
HG-U133
plus2
GeneChip
array

Affymetrix
Human Exon
1.0 ST arrays

TN): HMGA2

qRT-PCR:
mismas
muestras

IHQ: QPRT en
149 muestras
prospectivas (75
AF, 58 PBT, 9
ACH, 7 CFTmi)
Western Blot: 3
AF, 3 CFA
(mismas
muestras)

40 muestras
independientes:
15 TPMI

11 PTB

5CPT

9 CPT-VF

35 pacientes (1
CPT-VF, 34
CPT):

gRT-PCR

IHC

IHQ (Ki67,
TOP2A, NR4A!,
NR4A3

Validacion:
PAAF A (48):
benignas,
malignas e
indeterminadas
PAAF B (24):
indeterminadas

64

PRSS3, SPOCK1,
y PDESA )

I-E: 3 (RAG2,
AGTR1,y TPO5)
Western-Blot e

IHQ: HMGA2
Diferencia entre  gRT-PCR: 20 veces mas
AF, CFTmiy QPRT en CFT que En
CFTai: 25 genes. AF
Los mas IHQ: Ext 72%; S 65%;
significativos: E 73%, VPP 73%, VPN
DPT y QPRT 71%
CFTmi: S 60%
CFTai: S 75%
Western Blot: QPRT
solo aparece en CFT y
no en AF.
malignos vs. Benigno vs. Maligno:
benignos: 31 S:93%; E: 82%
genesS-Ey
30 genes I-E.
Benignos vs.
TPMI: 27 genes
Malignos vs.

TPMI: 14 genes
112 genes: 96 S-
Ey 16 I-E
qRT-PCR:

S-E:

TM7SF4,
SLC34A2,
KCNJ2, COMP,
KLK7

I-E:

TFCP2L1, LYVE-
1, FOXA2,
SLC4A4

IHC: FOXA2,
COMP, LYVE-1
76 genes

Genes no
especificados.
Sélo como
representativos
se mencionan:
FN1, TPO,
LGALS3, CALCA,
TIMP, ANGPT2,

La actividad de FOXA2
esta reducida en CPT
(acumulacion en
citoplasma en IHQ)
Posible relacion con
mutacion de BRAF
(4/5 pacientes con CPT
tenian este gen
mutado)

Grupo A:
AF vs. CFT: Ext 95%;

S 94,4%; E 95,4%
AF vs. miAF vs.
CFT: Ext 85%

AF + miAF vs. CFT:
Ext 90 %; S 88,9%; E
96,9%.

Grupo B: AF vs. CFT:
Ext 92%; S 83%
Grupo C: AF vs. CFT:
Ext 83%; S 88%

Veracyte, Inc.
Clasificador basado en
tejido:

- Validacion A: S 92,3%
E58,1%

- Validacion B: S 85,7%
E 40%

Clasificador basado en
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Kundel 20105

Ory 2011°%"

Williams 201153%

Hébrant 2012

Dom 2012%%

Chung 2012°%"

Alexander 2012"%

muestras de
diagndstico
conocido (96
malignas y 41
benignas)
Muestras
quirdrgicas

13:

6 PTB

7 malignos (CPT,
CPT-VF)

13 PAAF®

Banco tisular
Grupo A: 7 rFA, 7
sAF, 7 rCPT, 7
sCPT.

Grupo de
validacion
(exposicion a
radiacion
desconocida): 16
AF, 13 CPT

Banco tisular

7 CFT-agresivo

8 CFT-no agresivo
Muestras
quirurgicas

4 AF

11 TN (8°)

Banco tisular
11 CAT
48 CPT

Banco tisular
95 muestras.
45 tumores
tiroideos y sus
NT?®: 22 radiados y
23 no radiados
5 tumores no
radiados sin TN
disponible

19 CPT

7 TN®

Estudio de
validacion en
muestras de PAAF
multicéntrico (49

Affymetrix
HG-U133A
GeneChips

25K 50-
52mer Oligo-
microarrays
humanos de
una
plataforma
gendémica
nacional
(Resogen
Program,
RNG/MCR,
Evry)
Affymetrix
HG-U133A

Affymetrix
HU 133 Plus
2.0 arrays

Affymetrix
Human
Genome
U133 Plus
2.0 Arrays.

Illumina
Human-8
Expression
Bead Chip
microarray
Afirma Gene
Expression
Clasifier
(Veracyte,

Grupo de
validacion con
los mismos
microarrays

qRT-PCR: CKS2,
PBP

gRT-PCR
5 CAT

5 CPT

(muestras
independientes)

gRT-PCR
En una base de
datos externay
publica (Jarzab
2005(Jarzab,
2005 #20118))

gRT-PCR (la
misma muestra)

65

TERT

61 genes

322 genes: 137
S-Ey 185 I-E
También se
analizaron
RET/PTC 1y 3
(gRT-PCR);
BRAF, NRAS,
KRAS y HRAS
(secuenciacion
ADNCc) en el
grupo de
validacion

TN vs. AFy
CF: 421 genes:
152 S-E y 269
I-E

TN vs. AF: 203
genes, 89 S-E
y 114 |-E

TNy AF vs.
CFT: 302
genes, 75 S-E
y 227 |-E

AF vs. CFT: 94
genes: 70 I-E,
24 S-E
Agresivo vs.
no: 4 genes
NELL2,
SPINT2,
MARVELD2,
DUOXA1,
RPH3AL,
TBXS,
PCYOX1,
c5orf41, PKP4
403 genes S-E
enrTN
qRT-PCR:
SERPINET,
DUSP1, TRIB1,
S100A10,
ANXA1, GNAL,
RDH12

CDH3, NGEF,
PROS1, TGFA,
MET

167 genes: 142
diferencian
entre benignoy
sospechoso.

PAAF:

- Validacion A: S 92,3%
E 83,9

- Validacion B: S 100%
E 73,3%

Benigno vs. CPT
PAAF: S 100%, E
100% Ext 100%
Tejido: S 85,7%, E
100, Ext 92,3%

Perfil genético
especifico que
permite diferenciar la
etiologia del tumor
(radiado o no),
independientemente
del subtipo histolégico

Los CFT agresivos se
asocian a la I-E de
NID2, TM7SF2,
TRIM2 y la S-E de
GLTSCR2.

RT-PCR: PBP S-E en
AF y CKS2 S-E en
CFT

43% de los genes I-E
en CPT también I-E
en CAT.

Perfil de agresividad:
los 9 genes I-E en
CAT y S-E en CPT

793 probes gene set:
Ext 69%

Diferencia entre TN
radiado vs. no
radiado.

Identifica a los
canceres
radioinducidos

Set de 90 sondas: Ext:
100%

Afirma GE Clasifier:
Sospechosos:

-5$92% (IC 95%, 84-97)
Bethesda 2
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Pfeifer 2013"%®

Abend 2013"%

Zheng 2015°%

Barros- Filho
2015°%)

centros): 4812
PAAFs:
Finalmente utiles
312 muestras
(265
indeterminadas
(Bethesda 3,4,5)

Muestras
quirdrgicas

A: 13 CFT, 13 FA
Grupo de
validacion:

- B: 14 CFT, 12 AF
- C: muestras en
parafina (31 CFT,
40 AF)
-D°E,F":3
bases de datos de
microarrays
publicas (76: 38
AF, 38 CFT)
Banco tisular
126 muestras de
CPTyTN?de 63
pacientes
radiados en la
infancia (3
categorias en
funciéon de la
dosis)

Grupo base: 32
TNy 32 CPT
(muestras
aleatorizadas)
Grupo validacion:
28 TN, 30 CPT

Gene Expression
Omnibus (GEO):
GSE29315 (71
tumores, 40
benignos y 31
benignos)

GSE 33630,
GSE27155,
GSE3678

Muestras
quirdrgicas

61 CPT (57 +4)
13 TN (4%)

Grupo qRT-PCR:
23 TN, 8 PTB, 86
PTC

Grupo validacion
(qRT-PCR): 10 TN,

INTRODUCCION

Inc),
disponible en
Gene
Expression
Omnibus
(GSE34289)

Affymetrics
HG-U133 Plus
2.0
microarray

Agilent oligo
microarray
(formato 4 x
44K)
combinado
con protocolo
de hibridacion
de un color

Gene
Expression
Omnibus
(GEO)

Plataforma de
microarrays
SurePrint G3 8
x 60K (Agiletn
Technologies)
combinada
con el perfil
de 138 CPTy
TN® de 2 bases

qRT-PCR:
muestras grupo
C

gRT-PCR
Muestras del
Grupo de
validacion: 95
genes.

qRT-PCR:
Muestras
quirdrgicas

70:

39 benignos:
20 AF,11TH, 8
PTB

31 malignos:

20 CPT, 1 CFT,
1 CAT

IHQ: 29 de 70
qRT-PCR: grupo
gRT-PCRy
grupo de
validacion.
Aplicacién del
predictor
CLDN10,
HMGA2, y
LAMB3 en las 2

66

Otros 25 genes
se usan para
filtrar
neoplasias raras

gRT-PCR: CA4,
ELMO1, EMCN,
ITIH5, KCNAB1,
LRP1B,
PLEKHG4B,
SLCO2A1

832 genes

95
seleccionados
para qRT-PCR.
TN: 8 genes
ABCC3, Clorf9,
Céorf62,
FGFR10P2,
HEY2, NDOR1,
STAT3, y UCP3
CPT: 6 genes
ANKRDA46,
CD47,
HNRNPH1,
NDOR1, SCEL, y
SERPINA1
DPP4, SCG5 y
CA12

589 genes

28 genes en
grupo RT-PCR
Grupo de
validacion:
CLDN10,
GABRB2,
HMGA2,
LAMB3.

Nuria Muhoz Pérez

- E 52% (IC 95%, 44-59)
Bethesda 3:

-5$90% (IC 95%, 74-98)
- E 53% (IC 95%, 43-63)
- VPN 95%

Bethesda 4

-5$90% (IC 95%, 74-98)
- E 53% (IC 95%, 43-63)
- VPN 94%

Bethesda 5

-594% (IC 95%, 80-99)
-E52% (IC 95%, 30-74)
- VPN 85%

Clasificador 5 genes:
Ext B: 73%

Ext C: 72% (IC 95%, 60-
82); S71%, E 72%

Ext E: 92%

Ext F: 83%

Los genes
especificados estan
relacionados con la
dosis de radiacion
recibida.

Los cambios
provocados por la
radiacion en tejido
normal podrian ser
pasos iniciales en la
carcinogénesis de este
origen.

gRT-PCR®: S 93,5%;
E 94,9%; Ext 94,3%
IHQ Ext:

DPP4: 86,2%

SCG5: 82,8%

CA12: 72,4%

Predictor CLDN10,
HMGA2,y LAMB3
(puntuacion
algoritmica):

Se asocia a peor
prondstico (metastasis
ganglionares,
extension
extratiroidea, invasion
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140 PTB, 120 CPT, de datos bases externas vascular y mayor

12 canceres de publicas: GEO tamafio tumoral)

origen folicular no  y The Cancer PTB vs. tumor

papilar genome Atlas - grupo qRT-PCR:
Ext 100%

- grupo validacion:

Ext 95%; S 94%; E 96%
- bases externas:

Ext 92%; S 91%; E 93%

®: muestras pareadas: tejido normal del Iébulo contralateral; el prefijo r significa radioinducido y el prefijo s se refiere a esporadico.

*:. Datos de Weber 2005%* http://www.ebi.ac.uk/miamexpress/ (nimero de acceso E-MEXP-97); +: Datos de Hinsch 20095
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE15045; S: Datos de Borup 2010%% Array Express
(http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/ (numero de acceso E-MEXP-2442); # Datos de Eszlinger disponibles en http://www.uni-
leipzig.de/innere/_forschung/schwerpunkte/etiology.html.

Abreviaturas de genes en Anexo IV; ACH adenoma de células de Hirthle; AF: adenoma folicular; miAF: micro AF; CAT: cancer anaplasico;
CFT: cancer folicular de tiroides; CFTmi: CFT minimamente invasivo; CFTai: CFT altamente invasivo; CDT: cancer diferenciado de tiroides;
CPT: cancer papilar de tiroides; CPT-FV: cancer papilar de tiroides variante folicular; miCPT: micro CPT; IHQ: inmunohistoquimica; MAT:
microarray de tejido; PTB: patologia tiroidea benigna; TH: tiroiditis de Hashimoto; TN: tejido normal; TPMI: tumores de potencial maligno
incierto;

S-E: sobreexpresado; I-E: infraexpresado; gRT-PCR: PCR cuantitativa o a tiempo real; ABC: area bajo la curva; Ext: exactitud; E:
especificidad; S: sensibilidad; FN: falso negativo; VPP: valor predictivo positivo; VPN: valor predictivo negativo.

1.5.9.4. Validacion

Como ya se ha mencionado previamente y como se puede ver en la Tabla 13,
la técnica de eleccidn para validar los estudios expresion génica con microarrays es
la qRT-PCR. Las técnicas basadas en PCR son rapidas, fiables, y muy sensibles,
proporcionan un dato cuantitativo y son mas baratas que los estudios con
microarrays, por lo que tienen utilidad clinica®* %%, Todo ello ha facilitado la
realizacion de estudios de expresidn génica con un numero mas limitado y mas
especifico de genes:

- Rosen et al.®®¥ validan su clasificador de 6 genes®”® en un conjunto nuevo
de muestras de tejido con una S del 75%, E 100% VPN 85,5% y VPP 100%.

- Taniguchi et al.®%) construyen su clasificador de 60 genes, validados en
una muestra que incluia 12 AF y 6 CFT obteniendo una S del 66,7%, una E del
91,6%, con VPP del 80%, VPN del 84,6% y Ext 83,3%.

- Foukakis et al.®®® parten de 26 genes y construyen dos modelos
predictivos. El primero, con 5 genes (TERT, TFF3, PPARy, CITED1, y EGR2),
consigue diferenciar a los tumores foliculares en alto (CFTai y CFTmi con metastasis
a distancia) y bajo riesgo (AF, TPMI, CFTmi) con una Ext del 96%. El segundo
modelo diferencia entre tumores foliculares benignos y malignos con sélo 2 genes
(TERT y TFF3) con una E del 94%.

- Krause et al. ®® jnvestigan CCND2, PLAB, PCSK2, HGD1, TFF3,
B4GALT, LGALS3, ETS1, ADM3, y TG como posibles marcadores. La mejor

prediccion, se basé en un numero minimo de 6 genes (PLAB, HGD1, TFF3,
LGALS3, ADM3, y TG) con una Ext del 94%.

1.56.9.5. Estudios de expresion génica en PAAF

Entre las ventajas de las técnicas con PCR esta la necesidad de menos
cantidad de ARN, asi que se ha investigado su utilidad en muestras obtenidas por
PAAF, tanto con un gran numero de genes, como los que contienen los
GeneChips®®7% 389 como analizando un nimero mas limitado de ellos(?%%: 377. 387. 388)
tratando de validar datos obtenidos mediante el uso de microarrays, y/o proponiendo
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clasificadores que mejoren los resultados de la PAAF, sobre todo en casos de
citologia dudosa (AUS/FLUS, NF/SNF o sospechoso de malignidad). En algunos
casos las muestras se han obtenido de la lesidon investigada inmediatamente
después de su extirpacion quirtrgica (ex vivo)®@90: 376377, 380)

En la Tabla 14, se describen algunos estudios realizados con muestras de
PAAF, basados en PCR, con datos de S, E, y Ext de la prueba, en caso de estar
disponibles, o bien indicando las conclusiones fundamentales del estudio.

Recientemente, Chudova et al.®*®® han conseguido amplificar el ARN obtenido
de muestras de PAAFs in vivo, lo suficiente como para usar un biochip con mas de
247.187 sondas. El clasificador asi obtenido (Afirma Gene Expression Clasifier
(AGEC); Veracyte, Inc), cuyos resultados se pueden ver en la Tabla 13, esta
formado por 167 genes (142 que discriminan ndédulos benignos de sospechosos, y
otros 25 que estan relacionados con tumores menos frecuentes) y ha sido validado
de forma prospectiva y multicéntrica® utilizando muestras de PAAF con citologia
indeterminada. En este estudio se ha confirmando la alta S global en este tipo de
muestras (92%, IC 84-97) aunque a costa de una baja especificidad (52%, IC 44-59).
El VPN para Bethesda 3, 4 y 5 fue de 95, 94 y 85%, respectivamente. El estudio
tedrico de coste-efectividad realizado, estima que podria evitar tres cuartos de las
cirugias en pacientes con citologia indeterminada, reduciendo costes y mejorando la
calidad de vida®®.

Sin embargo Mclver et al.*®) no obtuvieron los mismos resultados aplicando
el AGEC a su muestra de 72 pacientes (NF o AUS) ya que sélo el 17% de los
nddulos sospechosos fue realmente maligno aportando una S del 83% y VPN del
75%. Dado que la mayoria de los pacientes con nddulos catalogados como benignos
no se han intervenido, los autores no pueden dar el verdadero VPN de la prueba.
Por otro lado, el coste es alto por el nUmero de test a realizar para evitar una cirugia
(4:1) y por los costes del seguimiento de los pacientes con citologia indeterminada
no operados, al no haber podido validar el VPN.

Otros autores ha utilizado el AGEC y el analisis del conjunto de pacientes a
los que se ha realizado este test (864), incluyendo como verdaderos negativos los
pacientes catalogados como benignos y no operados, arroja unos resultados
bastante consistentes, con un VPN global del 97,7% (IC 95,6-98,9) y con una
prevalencia de malignidad del 21,3%®%.

389)

1.5.9.6. Estudios de microarrays en sangre periférica

Otro punto interesante es el andlisis de expresion génica mediante
microarrays (o técnicas de PCR) en células mononucleares de sangre periférica,
antes y después de la tiroidectomia. La sangre periférica es idonea para estudios
que requieran muchas tomas o seguimiento a largo plazo. Podria proporcionar
informacion sobre posibles mediadores protooncogénicos activados en pacientes
con lesiones malignas que puedan servir de marcadores. Las células mononucleares
son las mas activas transcripcionalmente en la sangre, pueden servir como un
monitor sensible del estado fisiologico del organismo y reflejar respuestas
diferenciadas de variantes de una enfermedad que clinicamente parecen
homogéneas.

En la bibliografia revisada hay dos referencias con respecto a este tema'
39 Hamada et al. realiza estudio mediante gRT-PCR en células mononucleares de
sangre periférica de pacientes intervenidos por patologia tiroidea (PTB y CPT),
encontrando patrones que distinguen CPT de otros tejidos, incluyendo la sangre,

387,
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pero no exploran la posibilidad del utilizar los genes estudiados como marcadores

séricos®”). Rostamzadeh et al. sélo investigan en patologia benigna®®".
Tabla 14 Estudios de expresion génica en PAAF
Autor (Ref.) Muestra Genes PAAF Clasificador  Resultados
Hamada 2005”18 CPT gRT-PCRen  qRT-PCRen La 9 PAAF: S 75%, E 100%,
18 NT® tejido: 9 PAAF con combinacién Ext 88,9%
19 AF S-E: CITED1, diagnostico final  de S-E de 29 PAAF: 24,1 % con
2 PTB CHI3L1, FN1, y 29 con sdlo SFTPBe I-Ede  perfil de CPT sin
10 muestras RILy SFTPB diagndstico TFF3 evidencia citoldgica. El
células I-E: ITPR1, citologico discrimina resto fue coincidente
sanguineas TFF3y TPO CPT de con el diagndstico
38 PAAF in vivo PTB/TN citologico.
Kebebew Muestras de gRT-PCR en gRT-PCR en Modelo de 6 ECM1, TMPRSS4,
2006%2®) tejido: 95 tejido PAAFs ex vivo: genes®: ANGPT2, TIMP1: S-E en
PTB: 19 ECM1, 31 muestras ECM1, malignos.
AF 19 TMPRSS4 independientes TMPRSS4 Tejido: ABC: 0,993; S
FT 19 EGFR, como grupo de EGFR, EFNB2, 100%, E 94,6%, VPP
CPT-VF 19 EFNB2, validacion ANGPT2, 96,5%, VPN 100%.
CPT 19. ANGPT2, TIMP1 PAAF: S 91%, E 95%,
TIMP1 VPP 92,9%, VPN 92,3%.
ECM1, EGFR, EFNB2:
- buena correlacion con
MACIS, AGES, EORTC
- En PAAF: Ext 90,9%
Shibru 2008 Banco tisular: gRT-PCR en gRT-PCR en 144 Modelo de 3 Tejido Maligno vs.
138 benignos tejido: PAAFs genes*: Benigno:
123 malignos PCSK2, PLAB, prospectivas PCSK2, PLAB, PCSK2 y CCND2
CCND2 CCND2 ABC de PCSK2: 0,67 y
de CCND2: 0,62
PAAF Maligno vs.
Benigno: PCSK2, CCND2
discriminan
ABC de PCSK2 0,59 y de
CCND2 =,61
Tomei 2012°%%% Banco tisular: gRT-PCR: gRP-PCR: en 6 KIT, CDH1, Los 6 genes: ABC 0,88,
PAAFs KIT, SYNGR2, muestras LSM7, S91%yE 63%
preoperatorias C21orf4, independientes C21orf4, Sélo TC1 se expresa
93: 49 malignos, Hs.296031, de PAAF DDI2, y BRAF mas en benignos que
38 benignos. 6 DDI2, CDH1, en malignos.
controles de LSM7, TC1, BRAF: negativa en
diagndstico NATH todos los benignos
desconocido BRAF
Karger 2012%%% 111 muestras: gRT-PCR: gRT-PCR en las Varios Malignos: I-E de TFF3y
40 AF,53 PTB,7 ADMS3, 156 muestras de  clasificadores HGD1yS-E de ADM3y
CFT, 11 CPT HGD1, PAAF basados en LGALS3.
PAAF in vivo: 66 LGALSS3, parejas de Maligno vs Benigno:
PAAF ex vivo: 45  PLAB, TFF3, genes LGALS3/TG: S 82%
+45TN? TGy ACTB LGALS3/HGD1: E 87%,

Ext 78%.

NF/SNF:
ADM3/TFF3: predice
benignidad (E 89%)
ADM3/ACTB predice
malignidad (S 89%)

®: muestras pareadas: TN del 16bulo contralateral.

*:Clasificador de Weber 2005'345); &: Clasificadores de Kebebew

(289, 290)

S-E: sobreexpresado; I-E: infraexpresado; ABC: drea bajo la curva; Ext: exactitud; E: especificidad; S: sensibilidad.AF: adenoma
folicular; CFT: cancer folicular de tiroides; CPT: cancer papilar de tiroides; CPT-FV: cdncer papilar de tiroides variante folicular; PTB:
patologia tiroidea benigna; TN: tejido normal gRT-PCR: PCR cuantitativa o a tiempo real; Abreviaturas de genes en Anexo IV.
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1.6. APLICACION DE LOS MARCADORES MOLECULARES EN LA PRACTICA
CLINICA

La aplicacion de test moleculares en el diagnéstico del nddulo tiroideo afiade
costes y complejidad al relativamente simple modelo actual. Por tanto, en cualquier
estudio de viabilidad, es necesario considerar un balance entre los costes de los
estudios frente al posible ahorro en cirugias innecesarias y otros tratamientos
evitados restando los efectos adversos por infratratamientos derivados de los falsos
negativos®®). Es mas, también se debe tener en cuenta que los costes seran
diferentes en funcion del numero de pacientes de cada categoria diagndstica y su
probabilidad de malignidad en cada ambito clinico®’: %% Es importante puntualizar
que el VPP y el VPN de cualquier prueba diagnéstica depende no sélodela Sy la E,
sino también de la prevalencia de la enfermedad en la poblacion investigada
(probabilidad pretest). Dada la variabilidad interobservador de la citologia, hay que
ser muy cuidadoso en conocer los datos de prevalencia locales antes de asumir que
se va a obtener el mismo VPP y VPN que en los estudios de validacion
publicados@®*: 3%3)

( En Ctslanto a los test genéticos, podemos afirmar que no estan indicados
235, 385, 389).

en
- pacientes con diagnéstico clinico, radioldgico o citolégico de cancer tiroideo
- Enfermos que tengan una citologia benigna
- Nédulos hiperfuncionantes

- Cuando la intervencion quirdrgica vaya a ser una tiroidectomia total (por
indicacion clinica o por preferencia del paciente)

Para que un test molecular negativo nos descarte un cancer con la suficiente
seguridad, la probabilidad de malignidad pretest debe ser lo suficientemente
baja®". Por oftro lado, realizar un estudio mutacional (ruling in test) en una
poblacién con baja prevalencia de cancer no es coste efectivo, ya que las
mutaciones solo estan presentes en alrededor del 50% de los pacientes.

Seria en estos casos donde tendrian cabida los test que nos identificaran con
fiabilidad a los pacientes con lesiones benignas (ruling out test)® 3% 3% yva que al
tener un alto VPN, cuando su resultado sea sospechoso de malignidad,
seleccionaran una poblaciéon con mas incidencia de cancer®®,

En cualquier caso habria que valorar con cuidado si el uso de ambos tipos de
test (estimado en 5.700 US$) junto con una tiroidectomia total, es menos costoso
que la tiroidectomia total en dos pasos(235). Actualmente se realiza una tiroidectomia
diagndstica basada en la citologia a un 39,2% de los casos de AUS/FLUS vy casi al
70% de NF/SNF teniendo un riesgo de malignidad del 159% y 26%
respectivamente®?. No obstante, ni todas la citologias indeterminadas condicionan
una cirugia estrictamente diagndstica ni ambas categorias (Bethesda 3 y 4) tienen la
misma linea de trabajo®®> 39

Una forma de aumentar el VPN de los paneles de mutaciones somaticas es
afiadiendo otros marcadores, como los miRNA®?®). La union de ambos paneles
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permite detectar la presencia de mutaciones oncogénicas (BRAF, RAS, PAXS8-
PPARy y RET-PTC 1 y 3) junto con los niveles de expresion de 10 miRNA
(Multiplatform Mutation and miRNA test (MPT) actualmente comercializados como
ThyGenX Thyroid Oncogene Panel y ThyraMIR Thyroid miRNA Classifier; Interpace
Diagnostic; PDI, Inc). Su utilidad se ha analizado en un estudio multicéntrico,
incluyendo 109 nédulos con AUS/FLUS o NF/SNF, con un VPP del 74% y un VPV
del 94%. Con una prevalencia del 32% de cancer, la tasa de verdaderos negativos
fue del 58%, las cirugias diagndsticas pasaron de 74 a 11. Los autores realizaron
ademas un estudio tedrico, en funcion de diferentes prevalencias o probabilidades
pretest de patologia maligna, consiguiendo un VPP>50% para prevalencias >15% y
un VPN del 93-98% para cualquier prevalencia >15% y <35%. Ademas,
independientemente de ésta, el uso del MPT reduce en 85% el numero de cirugias
diagndsticas.

Paskas et al. proponen un algoritmo secuencial basado en la determinacion
de BRAF, 2 miRNA (miR-221 y miR-222) y la expresion IHQ de galectina-3, en
muestras de PAAF®%). Este algoritmo de decisién ha demostrado una S del 73,5%,
una E del 89,9% y una Ext del 75,7%, con VPP del 80,6% y VPN del 85,5%.

También se ha combinado el estudio con microarrays, PCR y miRNA
encontrando 13 genes y 62 miRNA (todos los genes y 10 miRNA confirmados por
gRT-PCR) capaces de discriminar entre AF, variantes oncociticas de tumores
foliculares, y CPT, ademas de comprobar como el perfil de los TPMI se solapa con el
de los anteriores, catalogandolos como benignos en el 70% de los casos tras el
estudio molecular. Si bien aun no se ha validado, se abre una via para reclasificar a
los TPMI.

La cantidad de marcadores ha crecido muchisimo y es dificil saber qué es util
y qué no. Rodrigues et al.®®) tratan de poner un poco de orden en esta cantidad de
informacion revisando publicaciones que incluyen marcadores moleculares en PAAF
hasta junio de 2011. Casi el 70% de los estudios usaron sélo un marcador y poco
mas del 30% incluyeron paneles de marcadores. Los genes mas frecuentemente
estudiados han sido GAL3, BRAF, RET y HBME-1. En esta revisién se pone de
manifiesto que las diferencias metodologicas provocan discrepancias importantes
haciendo dificil la comparacion entre investigaciones. Entre estas diferencias estan
las que afectan a la dilucién de las muestras, la presencia de mas de 4 criterios
diferentes para evaluar la tincidn inmunohistoquimica, o la ausencia de mas de un
observador independiente para evaluar las muestras citoldgicas. Los autores
encuentran que 26 marcadores se han investigado menos de dos veces y que otros
17, no han sido objeto de ninguna publicacién en cinco afios 0 mas. Concluyen que,
a pesar de que parece evidente que es imposible encontrar un Unico marcador que
reduzca el numero de PAAFs indeterminadas, los dos mas utiles son BRAF por su
especificidad (siete FP en 26 estudios que valoraron 2.800 lesiones) y GAL3 por su
regularidad en los resultados de las investigaciones que la incluyen (80% o mas de
media en S, E, VPP, VPN y Ext).

357)

" Previamente comercializado con miRInform® Thyroid, Asuragen, Inc. Existe otra plataforma comercial (Quest
Diagnostics Thyroid Cancer Mutation Panel (Reflex Testing), que incluye BRAR, RAS, RET/PTC y PAX8-PPARy
presentada durante 2012 Annual Meeting of the American Society of Clinical Oncology (ASCO), pero sobre la
que no he encontrado mas publicaciones.
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1.6.1. Marcadores emergentes
Entre los nuevos genes que podria tener utilidad como marcador diagndstico
o pronodstico®" se encuentran:
- Nuevos genes de fusion:
* BRAF/AKAP9: se encuentra en cancer esporadico, sobre todo en
pacientes con antecedentes de exposicion a radiacion (11%).
* ETV6-NTRKS3: se ha encontrado tanto en CPT esporadico (2%) como
radio inducido (14.5%)
* STRN/ALK: presente en el 9% de CPDT y el 4% de CAT pero también
en algun CDT (1.2%)

- Recientemente se ha investigado la deteccion en BAG de mutaciones el
promotor de la telomerasa de la transcriptasa inversa (TERT)(65). La mutacion C228T
del promotor de TERT no se encuentra en tumores benignos, afectando al 10% de
los CPT y asociandose a mayor agresividad.
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1.7. SUMARIO

A lo largo de esta introduccion hemos visto que el cancer tiroideo es un tumor
poco frecuente y con buen prondstico, que esta aumentando su incidencia en los
ultimos afos. Las técnicas diagndsticas preoperatorias se basan en la ecografia y en
la citologia y ambas clasifican correctamente a la mayoria de los pacientes. Sin
embargo, cuando el resultado citolégico es de neoplasia folicular (citologia
indeterminada), podemos encontrarnos finalmente bien patologia benigna, en la
mayor parte de los casos (AF, ACH) bien patologia maligna (CFT, CPT-VF, CCH).
Dado que ni la citologia ni los datos clinicos o radiolégicos, proporcionan datos mas
precisos, muchos de estos pacientes acaban siendo sometidos a cirugias con
intencion diagnostica.

Para mejorar el rendimiento de las pruebas preoperatorias se ha investigado
mucho en biologia molecular, y se puede afirmar que estos estudios han identificado
una serie de moléculas con potencial para diferenciar ambos tipos de lesiones,
proporcionar un pronostico o servir como dianas para el tratamiento, y que ademas,
han contribuido al conocimiento de las vias implicadas en la carcinogénesis.

Los estudios de expresion génica presentan una gran variabilidad en sus
resultados, que depende no sélo de la técnica, sino del tipo de muestras incluidas en
los estudios, e incluso de variaciones geograficas o raciales. Puesto que hasta el
momento actual no hay un marcador unico con la suficiente capacidad discriminativa
entre nodulos benignos y malignos en caso de citologia no concluyente, se ha
recurrido a utilizar combinaciones de genes, con cierto éxito, pero a un coste
demasiado elevado para su generalizacién.

Asi pues, la investigacidn continua, buscando marcadores o combinaciones
de ellos, que puedan mejorar el diagndstico citolégico evitando cirugias diagnosticas
innecesarias a un coste asequible. Es en este contexto, tratando de encontrar
marcadores de utilidad en nuestro medio, donde se plantearon los objetivos de este
trabajo.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. HIPOTESIS

Es posible discriminar preoperatoriamente la benignidad o malignidad de un
nddulo tiroideo (con citologia previa indeterminada o sospechosa de malignidad)
mediante el estudio del perfil de expresion génico que muestran las células del tejido
tiroideo patoldgico y/o de sangre periférica. Ademas, este estudio de expresion
génica proporciona datos sobre el prondstico y la evolucion de los canceres
diferenciados de tiroides.

2.2. OBJETIVOS

2.2.1. Objetivo principal

Catalogar preoperatoriamente como benigno o maligno el nédulo tiroideo de
malignidad dudosa mediante el estudio del perfil de expresidon génico de los
pacientes en muestras de tejido tiroideo y/o células de sangre periférica.

2.2.2. Objetivos intermedios

1) Deteccion mediante técnica con microarrays de un perfil de expresion
geénica diferencial en muestras de tejido tiroideo patoldgico y de sangre periférica de
un grupo de pacientes con lesiones tiroideas benignas y malignas.

2) Valoracion de la capacidad discriminativa de benignidad y malignidad de
este set de genes diferencialmente expresados mediante qRT-PCR, en un segundo
grupo de enfermos intervenidos por enfermedad nodular tiroidea con citologia
indeterminada y/o sospechosa clinica y/o radiolégica de malignidad.

3) Deteccion de relaciones de los genes diferencialmente expresados con
factores prondsticos clinicopatoldgicos conocidos del carcinoma de tiroides.

4) Comprobar la validez de la '®FDG-PET/TAC en el diagnéstico
preoperatorio del nédulo tiroideo y analisis de la posible relacion de las diferencias
de expresién génica con la captacion de '®F-FDG.

5) Valoracion de la relacion del conjunto de genes con la agresividad
biolégica del cancer de tiroides.

6) Construccion de un clasificador a partir de los genes cuyo perfil de
expresion muestre mayor capacidad discriminante de benignidad o malignidad.

7) Validacién de sensibilidad, especificidad y valor predictivo de este
clasificador aplicado al grupo de pacientes con citologia indeterminada.
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3. PACIENTES Y METODOS

3.1. DISENO DEL ESTUDIO

Estudio prospectivo y controlado de base hospitalaria, de validez de métodos
diagndsticos y de factores prondsticos, aprobado por el Comité de Investigacion
Clinica de Hospital Universitario Virgen de las Nieves, perteneciente al Complejo
Hospitalario Universitario de Granada. Estudio financiado por la Consejeria de Salud
de la Junta de Andalucia (referencia PI1-0057/2007).

3.2. AMBITO

Todas las intervenciones quirurgicas y, por tanto, la toma de muestras se han
realizado en el Servicio de Cirugia General del Hospital Universitario Virgen de las
Nieves, por dos miembros de la seccion de Cirugia Endocrina del mismo. Para la
extraccion de las muestras sanguineas se contd con la colaboracién de un
enfermero del area de quirdfanos de nuestro centro.

Todos los experimentos con microarrays, y las determinaciones de qRT-PCR
se realizaron en el laboratorio de la Unidad de Investigacion y Cirugia Experimental
perteneciente al hospital, contando con dos investigadores con experiencia en este
analisis y el equipo necesario detallado a continuacion:

- Cabina de seguridad biolégica Nuaire para la obtencién 6ptima de RNA de
las muestras.

- Incubadora-agitadora Thermomixer® (Eppendorf, Alemania).

- Centrifuga Sigma® 4-15C especifica para arrays. Microcentrifugas
MiniSpin® plus, centrifugas con refrigeracion, agitador para hibridacién de arrays
INNOVA™-4080 (New Brunswick Scientific Co., Inc, USA), autovortex Mixer SA2
(Stuart® Scientific) y bloque térmico.

- Bioanalizador Experion® (Bio-Rad, Richmond (VI), EEUU) para determinar
la calidad del ARN.

- GenePix 4000B Array Scanner™ (Axon Instruments) para la lectura de los
microarrays.

- El software del sistema CodeLink® (Applied Microarrays).

- Stratagene™ Mx3005P gPCR Instrument (Agilent Technologies, La Jolla,
CA, USA) para la determinacion de qRT-PCR.

- Equipo TiIssueLyser (Qiagen) disruptor de tejidos.

- Termociclador Eppendorf con gradiente de temperatura.

- Lector de ELISA Sunrise™,

- Bafio termostatico Selecta.

- Sistema de imagen Kodak Digital Science™ Image Station 440CF.
- Nanodrop™ ND-1000 Spectrophotometer.

- Cubetas de electroforesis y blotting, y micropipetas autoclavables.

El Departamento de Ciencias de la Computacion e Inteligencia Artificial de la
Escuela Técnica Superior de Ingenieria Informatica de la Universidad de Granada ha
colaborado realizando el analisis de los datos proporcionados por los microarrays.
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Las imagenes de '"®FDG-PET/TAC se han obtenido en el servicio de Medicina
Nuclear de nuestro centro. La determinacion de la mutacién BRAF se realizé en el
laboratorio de Biologia Molecular, adscrita a dicho servicio.

3.3. TAMANO MUESTRAL

El célculo del tamafio muestral se realizé utilizando la calculadora de tamafio
muestral GRANMO (disponible en: http://www.imim.es/ofertadeserveis/software-
public/granmo/). Aceptando un riesgo alfa de 0.05 y una potencia del 80% en un
contraste bilateral, se precisan 16 sujetos en el grupo maligno y 16 en el grupo
benigno para detectar como estadisticamente significativa la diferencia entre dos
proporciones, que para el grupo 1 se espera sea de 0.25 y el grupo 2 de 0.75. Se ha
estimado una tasa de pérdidas de seguimiento del 10%.

3.4. SUJETOS DE ESTUDIO

3.4.1. Criterios de elegibilidad

Pacientes con enfermedad nodular tiroidea programados para tiroidectomia,
mayores de 18 afios de edad, que tras ser informados de forma oral y escrita (Anexo
[ll.I) acepten participar en el estudio y firmen el correspondiente Documento de
Consentimiento (Anexo |lIl.II). Los pacientes debian tener sospecha clinica o
radiolégica de patologia maligna, y/o citologia indeterminada (incluyendo
sospechosa de malignidad) o maligna.

3.4.2. Criterios de Exclusién
Negativa a participar en el estudio.

Neoplasia maligna previa o concomitante, incluyendo metastasis tiroidea de
otros tumores.

Diagndstico de bocio toxico (nodular o difuso).
TSH preoperatoria por encima del rango normal (hipertiroidismo subclinico).

3.4.3. Muestra

Entre el uno de enero de 2008 y el 30 de enero de 2011 se consideraron
elegibles para el estudio un total 56 pacientes que acudieron a consulta externa de
Cirugia General de nuestro centro hospitalario por la patologia tiroidea referida en
los criterios de elegibilidad. Los enfermos fueron programados para tiroidectomia y
dieron su conformidad para participar en el estudio. La fecha de la intervencién
quirurgica dependié del orden de inclusién en el Registro de Demanda Quirurgica,
teniendo en consideracion para la programacion, que los pacientes con cancer
diagnosticado tuvieron preferencia sobre los pacientes con lesiones sospechosas o
indeterminadas. Esta fecha fue, por tanto, la que determind el orden en que se
obtuvieron y analizaron las muestras.

Para obtener el maximo de expresion diferencial entre patologia benigna y
maligna en el experimento con microarrays se decidié dividir a los pacientes en dos
subgrupos: un grupo de estudio para analisis del perfil génico con microarrays, y un
grupo de validacion para determinacion de qRT-PCR con el objetivo de validar los
resultados en un conjunto independiente de pacientes.
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El total de pacientes elegibles se compuso por 28 afectos por lesiones
benignas y 28 con diagnéstico final de cancer tiroideo. El grupo de estudio quedd
compuesto por 7 pacientes con diagnéstico final de cancer de tiroides que se
compararon con 10 pacientes con patologia benigna, incluidos durante los primeros
12 meses del periodo de reclutamiento. Sobre ellos se realizd el analisis mediante
microarrays mientras que la determinacion de qRT-PCR se utilizé para validar los
resultados asi obtenidos en un grupo independiente de 13 pacientes con patologia
maligna y en 13 con patologia benigna: nueve de los 10 utilizados para el
experimento con microarrays y cuatro pacientes adicionales (Fig. 11).

La asignacién al grupo de estudio no fue aleatoria, ni cegada, sino que se
decidié realizar el analisis con microarrays con los casos incluidos durante los
primeros 12 meses del estudio.

Como ya se ha mencionado, las muestras se procesaron por orden de llegada
a la Unidad de Investigacion y Cirugia Experimental, es decir por el orden en que
fueron intervenidos. Los 22 ultimos pacientes en ser intervenidos (14 del grupo
benigno y 8 del grupo maligno) no fueron analizados por falta de financiacion.

Fig. 11 Diagrama de flujo de los pacientes incluidos en el estudio

Pacientes elegibles
56

Pacientes no analizados
genéticamente

22

Pacientes analizados
genéticamente

34

Grupo de estudio Grupo de validacién
7 26

GM vs GB Malignos Benignos
7 vs 10 13 13

El seguimiento de los pacientes se ha realizado segun el protocolo habitual
del servicio de Cirugia General y del Servicio de Endocrinologia de nuestro centro.
Los pacientes con patologia benigna fueron revisados a las 4-6 semanas de la
intervencion vy, tras obtener un correcto control hormonal pasaron a seguimiento por
Atencion Primaria. En cuanto a los pacientes con patologia maligna se revisaron a
los 1, 3, 6 y 12 meses tras la intervencion, realizandose tratamiento ablativo al tercer
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mes de la cirugia, si estaba indicado. El resto del seguimiento dependi6 del si el
paciente tenia o no criterios de curacion clinica (ausencia de alteraciones en la
exploracion fisica), bioquimica (negatividad de tiroglobulina), y radiolégica (ausencia
de lesiones estructurales). Estos pacientes, en cualquier caso, han sido evaluados al
menos anualmente. La informacion de la evolucion esta disponible electronicamente
en la Historia Unica de Salud de Andalucia y se ha revisado por ultima vez el 15 de
septiembre de este ano.

3.5. MATERIAL BIOLOGICO

El estudio se realizé en muestras de sangre periférica, y de tejido tiroideo
patolégico obtenido en el momento de la extirpacion quirurgica del tiroides de los
pacientes que cumplian con los criterios de elegibilidad.

3.5.1. Toma de muestras y conservacion de sangre periférica.

Antes de la induccion anestésica, se realizd una extraccion de 15 ml de sangre
mediante venopuncién con sistema de acceso venoso Vacutainer™ (Becton,
Dickinson and Company, NJ, EEUU) en vena periférica del miembro superior. La
muestra se distribuyé en 3 tubos Pax Gene Blood RNA® (Becton-Dickinson/Qiagen,
San Diego, California, USA) con agentes lisadores celulares y agentes
estabilizadores del ARN.

De cada muestra de sangre obtenida se conservd una alicuota para un
posterior analisis mediante qRT-PCR.

3.5.2. Toma de muestras y conservacion del tejido tiroideo.

Las muestras de tejido tiroideo se obtuvieron inmediatamente después de la
extirpacion de la pieza, siempre por el mismo equipo de dos cirujanos pertenecientes
a la seccién de Cirugia Endocrina del servicio de Cirugia General del Hospital
Universitario Virgen de las Nieves de Granada. Se tomé un fragmento del tejido
nodular dominante o sospechoso de malignidad de al menos 0,4 gramos, y fue
conservado para su envio posterior al laboratorio de la Unidad de Investigacion en la
solucion TRI Reagent® (Ambion, Applied Biosystems, USA), 1 ml por cada 50-100
mg. Esta solucién monofasica combina fenol e isotiocianato de guanidina para inhibir
rapidamente la accion de ARNasas que puedan degradar el ARN.

3.5.3. Anadlisis del perfil de expresion génica mediante microarrays en tejido y
sangre periférica.

Los microarrays empleados en este estudio son los bioarrays de la plataforma
tecnolégica CodelLink™ Expression Bioarray (Applied Microarrays, Tempe, AZ,
USA), mas concretamente el CodeLink™UniSet Human Whole Genome Bioarray’
que contiene unas 57.000 réplicas que representan unos 45.000 genes humanos
bien caracterizados en las bases de datos publicas (UniGene, RefSeq, dbEST), y
que permite analizar todo el genoma en un unico array. Ademas, contiene 384 oligos

* Informacion disponible en: https://www.gelifesciences.com/gehcls_images/GELS/Related
Content/Files/1314735988470/litdoc11001167p07 09 20110830233403.pdf
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correspondientes a controles negativos y 360 oligos de controles positivos obtenidos
de secuencias bacterianas para la monitorizacion de su funcionamiento. La
reproducibilidad aportada por el fabricante es buena, con un coeficiente de variacion
menor del 15% cuando se analiza una muestra en diferentes bioarrays.

Los bioarrays de CodeLink" (Fig. 12) estan compuestos por una superficie
cristalina recubierta por una matriz tridimensional de un gel acuoso. El cristal es
sometido a un fotoacoplamiento de un prepolimero hidrofilico de acrilamida que
proporciona una superficie de unién, gracias a la presencia en su interior de un éster
activado. Este polimero esta covalentemente unido a si mismo y a la superficie de
cristal, y proporciona el sitio de unién para los C6-aminooligonucleétidos que son
depositados sobre el polimero por robots dispensadores piezoeléctricos®®® 3°7). Esta
matriz proporciona un ambiente acuoso que permite a las sondas de
oligonucledtidos estar separadas del soporte cristalino y asi maximizar la interaccion
con la diana marcada procedente de la muestra®® ") E| tipo de acido nucleico
inmovilizado sobre el soporte es un oligdémero de 30 bases presintetizado y fabricado
mediante el método de deposicion. El sistema incluye una camara flexible de
hibridacién para procesar hasta 12 bioarrays.

En el trabajo que constituye la presente Tesis Doctoral se realizaron dos
bioarrays por cada muestra (tanto de sangre como de tejido) de cada participante en
el estudio.

Fig. 12 CodeLink™ Human Whole
Genome bioarrav

mat

3.6.3.1. Aislamiento, precipitacion, cuantificacion y control de la calidad del
ARN

» Aislamiento y purificacion de ARN

El material de laboratorio empleado para el manejo de ARN se traté con dietil-
pirocarbonato (DEPC) al 1% y, posteriormente, se autoclavé para evitar cualquier
posible contaminacion con ribonucleasas (RNasas).
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Tejido
El procedimiento seguido es el proporcionado por el fabricante de TRI
Reagent® (Ambion, Applied Biosystems, USA) y se resume a continuacion.

El primer paso es la preparacion de etanol al 75% que sera usado
posteriormente como reactivo. Para ello se mezclan 250 uyl de agua libre de
ribonucleasas, y 750 pl de etanol al 100% por cada ml de solucion Tri Reagent® que
vaya a ser usada.

Seguidamente se realiza el homogeneizando o disrupcion mecanica del tejido
contenido en TRI Reagent® mediante un agitador de vértice (o vortex). La mezcla
obtenida se incuba a temperatura ambiente durante 5 minutos, lo que permite
disociar completamente los complejos nucleoproteicos. Tras este tiempo se afnaden
100 pl de 1-bromo-3-cloropropano por cada ml de la solucioén Tri Reagent® usada en
la homogeneizacién, mezclandose vigorosamente durante 15 segundos. El
resultante se incuba a temperatura ambiente durante 5-15 minutos, y se centrifuga a
12.000 xg (fuerza centrifuga) durante15 minutos a 4°C.

La fase acuosa, que contiene el ARN, se transfiere a un tubo nuevo al que se
le afaden 0,5 ml de isopropanol por ml de solucién Tri Reagent® usada durante la
homogeneizacion. Esta mezcla se agita moderadamente durante 5-10 segundos, se
incuba a temperatura ambiente durante 5-10 minutos y se centrifuga a 12.000 xg
durante 8 minutos a 4-25°C. El sobrenadante se desecha quedando el RNA
precipitado en el fondo y a los lados del tubo en forma de gel. A continuacién se
adiciona 1 ml del etanol al 75% preparado previamente por cada ml de la solucién
Tri Reagent® para lavar los precipitados de ARN y se centrifuga a 7.500 xg durante 5
minutos a 4-25°C. En caso de que el precipitado de ARN no forme una bola
compacta, se puede repetir la centrifugacion.

El etanol residual se desecha y se procede al secado al aire del precipitado de
ARN durante 3-5 minutos. Finalmente se disuelve el ARN en un agua libre de
nucleasas (o en cualquier buffer), tras lo cual esta preparado para su analisis o para
su conservacion a mas largo plazo (a -70°C o menos).

Antes del analisis se comprobara la cantidad, la pureza y la calidad del ARN
obtenido. Estos pasos son descritos mas adelante.

Sangre periférica

El proceso de purificacion del ARN de sangre periférica (Fig. 13) se efectud
siguiendo las instrucciones indicadas por el fabricante del equipo PAXgene Blood
RNA® Kit (PreAnalytix, Qiagen/Becton-Dickinson, Holanda). Dicho kit contiene los
tampones BR1 (de resuspension), BR2 (de enlace), BR3 (de lavado), BR4 (de
lavado), y BRS5 (de elucién) necesarios para realizar la purificacién. Otros
componentes proporcionados son los tubos de procesado (2 ml), de microcentrifuga
(1,5 ml), y las columnas de centrifuga de ARN PAXgene®.

El primer paso es el centrifugando los tubos PAXgene Blood® a 5.000 xg
durante 15 minutos para conseguir el precipitado de los acidos nucleicos. Estos se
resuspenden en 4 ml de agua destilada libre de RNasas, volviéndose a centrifugar
otros 10 minutos igual velocidad. Se descarta el sobrenadante y al sedimento se le
afiaden 350 pl de tampdn BR1, mezclandolo vigorosamente hasta que la solucion
quede homogénea.

El volumen obtenido es transferido a un tubo de microcentrifuga, anadiéndose
300 ul del tampon BR2 y 40 pl de Proteinasa K, para su incubacién a 55°C durante
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10 minutos en una incubadora-agitadora (Thermomixer, Eppendorf, Alemania) a
1.200 xg. De esta forma se produce la digestion de las proteinas.

El material lisado se pipetea en la columna PAXgene® de disrupcion por
centrifugacion, suministrada en el kit y ésta en un tubo de procesado para su
centrifuga durante 10 minutos a maxima velocidad (sin superar 20.000 xg). Todo el
sobrenadante obtenido se transfiere cuidadosamente a un nuevo tubo de
microcentrifuga, se le afiaden 350 pl de etanol (96-100% de pureza) y se mezcla en
el agitador vortex.

El siguiente paso es pipetear 700 pl en la columna PAXgene® de
centrifugacion de ARN (también suministrada en el Kit), colocada en un tubo de
procesado, y centrifugar durante 1 minuto a 8.000-20.000 xg. Tras este paso, se
introduce la columna de centrifugacién en un nuevo tubo de procesado. El resto de
la muestra se pipetea también en la columna PAXgene® de centrifugacion de ARN y
se repite el procedimiento anterior.

A continuacion se pipetean 350 pl del tampdn de lavado BR3 en la columna
de centrifugacion de ARN. Se centrifuga durante 1 minuto a 8.000 - 20.000 xg y se
introduce dicha columna en un tubo de procesado nuevo.

Después se pipetean 80 pl de la mezcla de incubacion de DNAsa, (70 ul del
tampdn de digestion de ADN del PAXgene® Blood RNA Kit + 10 ul de la solucion
madre de DNAsa) directamente en la membrana de la columna PAXgene® de
centrifugacion de ARN y se deja actuar a temperatura ambiente durante 15-20
minutos. Transcurrido el tiempo indicado, se pipetean 350 pl de tampdn de lavado
BR3 en la columna de centrifugaciéon de ARN y se centrifuga durante 1 minuto a
8.000-20.000 xg. Se introduce la columna de centrifugacion en un tubo de procesado
nuevo, desechandose el previo.

Finalmente se pipetean 500 ul de tampoén de lavado BR4 en la columna
PAXgene® de centrifugacion de ARN y se centrifuga durante 1 minuto a 8.000-
20.000 xg. Se Introduce la columna de centrifugacion en un nuevo tubo de
procesado, desechando el previo. Este paso se vuelve a repetir una vez mas, pero
se centrifuga durante 3 minutos a 8.000-20.000 xg y tras desechar el tubo antiguo,
se vuelve a centrifugar 1 minuto a la misma velocidad.

Se prescinde de este tubo de procesado con los restos, y la columna de
centrifugado se dispone en un tubo de microcentrifuga. Se pipetean 40 ul del
tampdn BR5 en la membrana de dicha columna, y se realiza una nueva centrifuga a
8.000-20.000 xg durante un minuto para eluir el RNA. Este paso se repite, utilizando
el mismo tampon y el mismo tubo de microcentrifuga.

El eluido de ARN se incuba a 65°C durante 5 minutos, tras lo cual, el ARN
esta preparado para su uso o se almacena a -80°C para posteriores aplicaciones.

Una vez obtenido el ARN se procede al precipitado del mismo. Para ello hay
que ajustar el volumen de ARN eluido en BR5 (320 pl) hasta un volumen final de 360
Ml en agua destilada libre de RNasas. A estos 360 pl se le anaden 40 pl de acetato
sédico (2 M y pH 4,0) hasta un volumen final de 400 pl. Se afiaden a esta mezcla
400 pl de isopropanol y se incuba durante durante 12h a -20°C. Pasado este tiempo,
la muestra se centrifuga 10 minutos a 4°C y 12.000 rpm y se descarta el
sobrenadante. El sedimento se resuspende en 1 ml de etanol al 70% vy, tras otra
centrifugacion como la anterior, se vuelve a descartar el sobrenadante. El
sedimento final se deja secar durante 15-30 minutos y se resuspende en 12 pl de
agua libre de RNasas.
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Fig. 13 Método utilizado para la extraccion de RNA total segin PAXgene® Blood RNA Kit (PreAnalytix,
Qiagen/Becton-Dickinson)
(Fuente: PAXgene® Blood RNA Kit Handbook).
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e Cuantificacion y comprobacion de la pureza del ARN

La cuantificacion del ARN total se determiné utilizando un equipo NanoDrop™
ND-1000 Spectrophotometer (NanoDrop™ Technologies, Inc, Wilmington (DE),
EEUU), el cual, con tan solo 1ul de muestra de interés, permite conocer la cantidad
de ARN presente en ella. Este equipo, ademas permite intuir la pureza del ARN
respecto a posibles contaminaciones proteicas determinando el cociente entre 260 y
280nm (A260/A280), que debe hallarse entre valores de 1,8-2,1.
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e Determinacion de la calidad del ARN

La calidad del ARN extraido se evalué mediante electroforesis capilar en un
bioanalizador Experion® (Bio-Rad, Richmond (VI), EEUU). Este método emplea el
ARN ribosémico (ARNr) para inferir la calidad del ARNm, ya que el ribosémico
constituye mas del 80% y el mensajero solo entre el 1y el 3% del ARN total, lo que
hace imposible su deteccion directa.

El bioanalizador Experion® es un sistema de electroforesis automatizado
basado en la tecnologia de microfluidos. Evalua la integridad y concentracion del
ARN, generando de forma automatica un informe con:

- el indicador de calidad del ARN,

- una valoracién cuantitativa de la integridad,

- un electroferograma, y

- los cocientes de ARNr y sus concentraciones.

Cada chip de microfluidos (Fig. 14) contiene una serie de pocillos de plastico
unidos sobre una placa de vidrio. Esta placa, a su vez, esta grabada con una red de
microcanales que conectan con la base de cada uno de los pocillos. Cuando estos
canales se ceban con el gel y se le anaden las muestras de ARN, la estacién de
electroforesis conduce cada muestra por un microcanal aplicando un voltaje preciso.

Fig. 14 Chip de microfluidos Experion RNA StdSens y RNA
HighSens. Permiten analizar 1-12 muestras en unos 30 minutos.
Cada uno de ellos analiza el ARN en diferentes concentraciones
(nanogramos o picogramos).

M Experion™ ¥ Experion™
RNA HighSens RNA StdSens

LOT# JJ29UKO1 E’ LOT# KA31UKO1
EXP MAR/31/08 EXP MAY/01/08

AA

El software del Experion® primero genera el electroferograma de los
marcadores de ARN (/adder) en el que se identifican nueve picos a diferentes
tamanos. Después, se genera el electroferograma de la muestra de ARN donde se
observan dos picos de pequefio tamano, que corresponden a un marcador interno y
al ARNr 5S, y dos picos mayores, que corresponden al ARN 18S y 28S
respectivamente (Fig. 15).
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Fig. 15 Resultado obtenido del andlisis de una muestra de ARN total con el bioanalizador
Experion® (Bio-Rad)
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3.5.3.2. Descripcion del proceso de preparacion e hibridacion de los
microarrays

e Reactivos y muestras

En las Tablas 15a, 15b, 15c, y 15d figuran los componentes necesarios
para los distintos procesos, suministrados por el fabricante en el MessageAmpll-
Biotin Enhanced™ Kit (Applied Biosystems, USA):

- Sintesis de la primera hebra de ADNc
- Sintesis de la segunda hebra de ADN
- Sintesis de ARNc
Para la fragmentacion e hibridacion del ARNc se aplicaron las instrucciones
del manual de CodeLink® Gene Expression System (Applied Microarrays) .

* Sintesis del ARNc

En primer lugar, el ARN total obtenido de sangre y tejido (0,2-2 ug) se somete
a RT en presencia de T7-0ligo(dT) para la sintesis del ADN complementario (ADNc)
(Tabla 15a). Para ello se utilizan los reactivos para la sintesis de la primera hebra de

" CodeLink Expression Bioarray System disponible en
http://www.fda.gov/downloads/ScienceResearch/BioinformaticsTools/MicroarrayQualityControlProject/UCM13297

0.pdf
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ADNCc (Tabla 15b) que se incuban durante 2 horas a 42°C. Seguidamente se prepara
la mezcla de reactivos para la sintesis de la segunda hebra de ADNc (Tabla 15c)
que junto con los 20 ul de la reaccién anterior, se incuban durante 2 horas a 16°C.

Tabla 15a Componentes necesarios para la preparacion de la solucion de RNA y controles bacterianos

Reactivos Contenido (l/muestra)
RNA total ~2 ug 2 1ug/ul

T7 Oligonucledtidos dT 1wl

Set Control de ARNm bacteriano 2ul

Agua libre de ribonucleasas 7 ul

Volumen final 12 pl

Tabla 15b Componentes necesarios para la preparacion de la sintesis de la primera hebra de ADNc

Reactivos Contenido (en pl)
Solucién de RNA y controles bacterianos 12 pl
Tampdn de Sintesis de la 12 hebra (10X) 2wl
Mezcla de dNTPs 4wl
Inhibidor de Ribonucleasas 1ul
Enzima transcriptasa inversa 1ul
Volumen final 20 ul

Tabla 15¢ Componentes necesarios para la sintesis de la segunda hebra de ADNc

Reactivos Contenido (en pl)
Solucidn de la sintesis de la primera hebra 20 wl

Agua libre de Ribonucleasas 63 ul
Tampdn de Sintesis de la 22 hebra (10X) 10 wl
Mezcla de dNTPs 4 ul

ADN polimerasa 2ul
ARNasa H lul
Volumen final 100 pl

Una vez sintetizado el ADNc, éste es purificado mediante columnas de silica-
gel incluidas en el MessageAmp Il Biotin Enhanced™ PCR Purification Kit (Ambion,
Applied Biosystems, CA, USA), y concentrado mediante precipitacion. A
continuacion, se realiza la sintesis del ARNc mediante transcripcion in vitro y el
marcaje con '"UTP biotina, dejando incubar la reaccién durante 14 horas a 37°C
(Tabla 15d). EI ARNc asi obtenido es igualmente purificado (MessageAmp Il Biotin
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Enhanced™ PCR Purification Kit; Ambion, Applied Biosystems, CA, USA) y se

comprueba su concentracion, pureza y calidad. La Ao debe ser de 0,15 para
continuar con el proceso.

Tabla 15d Componentes necesarios para la sintesis y marcado del ARNc

Reactivos Contenido (en pl)
ADNCc purificado y concentrado 9,5 ul
Tampodn de reaccién de T7 (10X) 4 ul
Soluciéon de ATP T7 4 ul
Solucién de GTP T7 4 ul
Solucién de CTP T7 4 ul
Solucién de UTP T7 3wl
Solucién de biotina 11-UTP 7,5 ul
Mezcla de Enzima T7* 4 ul
Volumen final 40 pl

*: Contiene una polimerasa de ARN T7

* Fragmentacion e hibridacion del ARNc

Para cada array se mezclan 10 ug ARNc con agua libre de ribonucleasas
(hasta un volumen de 20 ul) y con 5 ul del tampdn de fragmentacion. La solucion se
incuba a 94°C durante 20 minutos obteniéndose ARNc fragmentado (Tabla 15e).

Tabla 15e Componentes necesarios para la hibridacion del ARNc

Reactivos Contenido (en pl)
ARNc fragmentado (10 ug) 25 ul
Componente A del tampdn de hibridacion 78 ul
Componente B del tampdn de hibridacién 130 ul
Agua libre de ribonucleasas 27 ul
Volumen final 260 pl

Para cada camara del bioarray (CodeLink™UniSet Human Whole Genome
Bioarray, Tempe, Az, USA) que se vaya a procesar se pipetean 250 ul de la solucion
de hibridacion (Tabla 15e), tras lo que se procede al sellado de los puertos de las
mismas. La reaccion de hibridacion se realiza a 37°C durante 18-24 h, en el agitador
INNOVA-4080 (New Brunswick Scientific Co., Inc, USA) a 300 revoluciones por
minuto (rpm).

El procesado tras la hibridacion incluye un primer lavado con tampon TNT
0,75X (0,1 M Tris-HCl a pH 7,6; 0,15 M de NaCl y 0,05% de Tween® 20), la tincidn
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con un conjugado de estreptavidina (proteina fijadora de biotina) y un fluorocromo de
cianina (Cy5), y sucesivos lavados para eliminar uniones inespecificas. Tras el
ultimo aclarado los arrays son secados mediante centrifugacion después de lo cual
ya estan preparados para su escaneado y analisis.

Las imagenes de los bioarrays se han procesado con un equipo GenePix
4000B Array Scanner™ (Axon Instruments) instalado en el laboratorio de la Unidad
Investigacion y Cirugia Experimental del Hospital Universitario Virgen de las Nieves
de Granada.

El esquema de todo el procedimiento se puede ver en la Fig. 16.

Fig. 16 Esquema de la metodologia para obtener microarrays
(Modificada de Vermeeren y Michiels 2011 (Doi: 10.5772/19432.)

Microarray de oligonucleétidos

Muestra 1/ Condicién 1

‘ ‘ RHA
TTTTT-T7 Oligenucleétido
Transcripcion Inversa
. ARNM v ARAAA
Obtencién de ARN ADNC  —— TTTTT
v
- Sintesis de |2
segunda hebra
Marcado del ARN con biotina \ 4
Transcripcidn inversa
TITTT-T7
v
T7 ARN polimerasa y dNTPs
m e biotinilad os
Cy5-Streptavidina Trascripcién in vitro (IVT)
ARNC s— TTTTT

Fragmentacién e hibridacién

Escaneado y obtencién de
datos brutos de expresion
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3.5.3.3 Analisis de los datos de expresion de los microarrays

* Normalizacion

Antes de poder utilizar los datos experimentales o brutos es necesario
normalizarlos para minimizar los efectos que son debidos a las variaciones en la
tecnologia y no en la biologia. En particular se pretende ajustar las diferencias
existentes entre los fluorocromos, en el marcaje, intensidad, etc.

La normalizacién de los datos se ha realizado con el software CodeLink™
Expression Analysis. Este programa ha sido implementado en el lenguaje de
programacion R®%) y el método incluye la normalizacién de la mediana y la
correccion del ruido de fondo o background con aplicacion del método LOESS
(regresion polindmica combinada).

* Anélisis estadistico: Analisis de Significacién de Microarrays

Una vez obtenidos los datos normalizados de cada caso del grupo de estudio
se utilizd6 el método SAM®** para identificar los genes que variaron su
comportamiento de forma significativa. Este se basa en el t-test, y en él se utilizan
permutaciones de los datos que se corrigen mediante el célculo del FDR para evitar
diferencias no significativas. Se parte de una matriz numérica de expresion X,, con p
filas y n columnas, en la que se dispone un gen por cada fila y, el resultado de un
experimento de microarrays por cada columna, de tal forma que la posicién (i, j) de
la matriz contendra el nivel de expresion del gen i bajo la muestra experimental j.

SAM toma como entrada la matriz de expresion y el valor de un parametro
delta (A) fijado por el usuario, para discriminar entre genes que cambian su
expresion de forma significativa y no significativa. El parametro A se fija de forma
empirica, en funcion del numero de genes significativos que se deseen extraer y del
grado de significacién estadistica que se exige.

Existen distintos tipos de experimentos para los que se puede aplicar esta
técnica. En esta Tesis doctoral se ha usado el de dos muestras independientes (two
class unpaired). dos conjuntos de experimentos con microarrays (C1 y Cz) que
representan situaciones diferentes, en nuestro caso, C4 es el conjunto de pacientes
con patologia benigna y C; el conjunto de pacientes con patologia maligna.

Esta metodologia (Fig. 17) nos permite detectar un conjunto de genes
significativos positivos (los que han aumentando su expresion significativamente en
las muestras de la clase C; respecto a las de la clase C,)y significativos negativos
(los que han disminuido su expresion significativamente en las muestras de la clase
C, respecto a las de la clase Cy).

Descripcion del método SAM

Se definen los niveles de expresion x;coni=1,2, ..., pgenesyj=1,2, ..., n
experimentos diferenciados en dos clases: C1 y C,. SAM realiza los siguientes
calculos:

a. Para cada gen j calcula el estadistico d;que mide la diferencia de expresion
relativa para el gen i entre los dos grupos de estudio Cqy C:

V.
_ i
d, =
s +8,

b. Ordena los genes en base a su estadistico, generando la lista d(1) < d2) <
dp < ... <dp), donde d;) es el valor minimo y asi sucesivamente.
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c. Realiza B permutaciones de los experimentos.

d. Para cada permutaciéon b, calcula los estadisticos d” y los ordena
obteniendo la lista d;7)° < dip)® < di3° < ... dp)’.

e. A partir de los estadisticos calculados para cada una de las B
permutaciones, se estiman los valores de los estadisticos originales (los calculados
con la clasificaciéon correcta de las columnas). Esta estimaciéon se lleva a cabo
haciendo la media de los valores de la primera posicion de las listas obtenidas en el

punto 4 (d.,. ), de la segunda posicién (d.,,), etc. Es decir, se calcula:

) (2)

— B
d i) =(l)><2d5) ,parai=1,2, ..., p
B)

f. Genera una representacion gréafica los valores de los 4 () frente a los dj
(Fig. 17).

g. Una vez fijado el valor de A, se recorre la grafica partiendo desde el (0,0)
hacia la derecha hasta encontrar un i1 tal que d (1) — dir) > A.

- Atodos los genes que quedan mas alla del i1 se les llama significativos
positivos. Estos seran los genes que han aumentando su expresion
significativamente en las muestras de la clase C, respecto a las de la
clase C.

- A su vez, se recorre también la grafica hacia la izquierda partiendo del
(0,0) hasta encontrar un i2 tal que d (2 — djiz > A. Todos los genes que
quedan mas a la izquierda de i2 son significativos negativos. Estos
seran los genes que han disminuido su expresion significativamente en
las muestras de la clase C, respecto a las de la clase C;.

h. Finalmente, calcula el estadistico q para cada gen, equivalente al p, pero
corregido para test con multiples hipétesis.

Fig. 17 Grafico genérico de SAM

Significant: 61 Tail strength {%): 16,5
SAM Plotsheet se (%) 3,2
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3.56.3.4 Validacion de los resultados de los microarrays: gRT-PCR.

En el designado grupo de validacion se ha realizado la comprobacion de
aquellos genes cuya expresion diferencial (malignos frente a benignos) ha mostrado
resultados significativos mediante qRT-PCR. Se han utilizado sondas comerciales
(primers o cebadores) disefiadas con el software Solaris (Dharmacon, Chicago, IL
USA) (Tabla 16), comprobando que ningun primer presentaba homologia con otros
genes conocidos mediante la herramienta BLAST [Sequence Similarity Search Tool
(NCBI)]. El analisis se realiz6 en un equipo Mx3005P (Stratagene™, Agilent
Technologies, Santa Clara, (CA), USA).

La secuencia de los primers o cebadores utilizados en esta Tesis Doctoral se
exponen en la Tabla 16:

Tabla 16. Primers utilizados para la determinacion de qRT-PCR

Tejido Sangre

Sonda GDF11 Sonda FLJ21986 (C70rf58)

Solaris Human gPCR Gene Expression 2 Assay GDF11 Solaris Human gPCR Gene Expression C70rf58

Ref 77AX-012086-00-010 Ref 777AX-018816-00-020

Forward: CGTATCCGCTCACTGAAGATTG Forward primer: AACCTGTGGGTTACAGCCTA

Reverse: AGCTGTGTAGCACTTGCTTG Reverse primer: TAAGGCAAGGCACAATC

Probe: ATTGGCAGAGCATCGACTTC Probe: GACATGAAAGGCCAGTGG

Sonda SCGB2A1 Sonda NLRC3 (NOD3)

Solaris Human gPCR Gene Expression 1 Assay SCGB2A1 | Solaris Human gPCR Gene Expression NLRC3

Ref 77AX-019606-00-020 Ref 77AX-008796-00-010

Forward: AAGCTGCTGATGGTCCTCAT Forward primer: CATCGTCAGTGGCCTAC

Reverse: TCCAGGAGTTTGCAGCCA Reverse primer: TCGAAGATGGCCCTCCT

Probe: GCTATGCAGATTCTGGC Probe: ATTACTATGGCGCATCCAGG

Sonda FGF12 Sonda PCGEM1

Solaris Human gPCR Gene Expression 1 Assay FGF12 Homo sapiens PCGEM1 gene, non-coding mRNA

Ref 77AX-013145-00-020 Ref 19 x #18BA-DN001-004 + #18PU-GOLD 0-004

Forward: CCATCCAAGGAGTGAAGGCTA Forward Primer: CTGTGTCTGCAACTTCCTC

Reverse: CTGGAGTGAAAACATCTGAACTG Reverse Primer: AGTTCCACTTTGGCTGATATC

Probe: GGTGAAGGCTATCTCTAC Probe: cacCaaGcecTgcTcact

Sonda ATP2C1 Sonda SUCLG2

Solaris Human gPCR Gene Expression 1 Assay ATP2C1 | Solaris Human gPCR Gene Expression SUCLG2

Ref 77AX-006119-00-020 Ref 77AX-008918-00-010

Forward: GTAAACCTCCTCGCAACTG Forward primer: CGTGCCGAGTTTCCTGT

Reverse: GGTGTAATCACATTGTCTC Reverse primer: GCCATCTTCTGGAGGTTAATTGAAC

Probe: CTTCTGGCGTGAGCTACG Probe: CGGGTCCCAGGCAGTTC

Sonda ASRGL1 Sonda CTAGE3

Solaris Human gPCR Gene Expression 1 Assay ASRGL1 | CTAGE 3, im21b07.y1 Human insulinoma Homo sapiens

Ref 77AX-004909-00-020 cDNA clone IMAGE: 6035653 5, mRNA sequence
Ref 21 x #18BA-DN001-004 + #18PU-GOLD0-004

Forward: TCCGCAGTCCAGTGTATAGCAA Forward: AAATACTTCACGGCAAATTAC

Reverse: AGCAATGAGGTGTCTTTTCCA Reverse: AACATGAAATGATTTTTCTTTATTG

Probe: TGCTCGGCTTGTCATGG Probe: tgcGgtActTtcCagc

Sonda HMGN2

Solaris Human gPCR Gene Expression 1 Assay HMGN2

Ref 77AX-012710-00-020

Forward: CCCCTGCAAAGAAGGGA

Reverse: ACTTGGCATCTCCAGCAC

Probe: CAGGCACAGAAAGCTGAAGG

Sonda ZNF568

Solaris Human gPCR Gene Expression 1 Assay ZNF568
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Ref 77AX-027357-00-020

Forward: GAGCGTTTGAGCCACAT

Reverse: GGCAGACTCTTGAGAACAC

Probe: GATGGAAAGGAAAGCTTGG

Sonda ERH

Solaris Human gPCR Gene Expression 1 Assay ERH
Ref 77AX-012670-00-020

Forward: CGGCGTTGTAGTTAAGCTC

Reverse: CTGTACCAGCAAAATGGTGTG

Probe: TTGGCGCGATGTCTCAC

Sonda MGC45438

Solaris Human gPCR Gene Expression 1 Assay C160rf89
Ref 77AX-018764-00-020

Forward: AGGCTGCCATCCAGAGAT

Reverse: AGCTGGAACTCTCTTAGG

Probe: TGAGTGATCCCAAGTACC

Sonda PHF20

Solaris Human qPCR Gene Expression 1 Assay PHF20
Ref 77AX-015234-00-020

Forward: ATGACCGCTATGACTTCGAG

Reverse: GGCACTCTTCACACTGAATC

Probe: AGGAAAATGACTTCATG

El primer paso es la obtencion del ADNc mediante la reaccion de
retrotranscripcion a partir del ARN conservado. Para ello se ha empleado el
protocolo de AffinityScript®QPCR cDNA Synthesis Kit (Agilent Technologies, CA,
EEUU). El proceso, descrito por el fabricante, se resume a continuacion:

1. Se prepara la sintesis de la primera hebra de ADNc en un tubo de
microcentrifugado y se afladen los siguientes componentes en este orden:

- RNAsa libre en 20 pl de H20.

10 pl de la primera hebra master-mix.

3 pl de oligo(dT)primer.

1 ul de AffinityScript RT/RNasa Block enzyme mixture.

1 ug de ARN (0,3 pg-3 pg).

2. Incubacion a 25° C durante 5 minutos.

3. Incubacion a 42° C durante 15 minutos para permitir la sintesis del ADNCc.

4. Incubacién a 95° C durante 5 minutos para terminar la reaccion de sintesis
del ADNCc.

5. Para finalizar la sintesis de la primera cadena de ADNc se enfria en hielo
para usar inmediatamente la qRT-PCR.

6. Se comprueba la calidad del ADNc y se determina su concentracidon
utilizando el NanoDrop™ ND-1000 Spectrophotometer.

Una vez obtenido el ADNc se prepara, para cada muestra, la mezcla indicada
enla Tabla 17.

Las condiciones de la qRT-PCR fueron: 15 minutos y 40 ciclos a 95°C durante
15 segundos, con una elongacion terminal a 60°C durante 1 minuto.
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Tabla 17 Preparacion mezcla de reaccion del protocolo de gRT-PCR.

Master Mix (Solaris qPCR) 12,5 pl

Solaris primer 1,25 pl

ADNCc 1pg

H20 libre de RNAsas Cantidad suficiente (Variable)
Volumen final 25 ul

Las medidas de control usadas en este trabajo han sido:

- Eleccion del gen gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH),
como gen constitutivamente expresado (housekeeping gene) para el
control interno.

- Medicion de cada ADNc por duplicado para comprobar la
reproducibilidad dentro del experimento.

- Medicion de dos diluciones del mismo ADNc, cada una por triplicado.
Esto pondria de manifiesto errores por la composicion del material, ya
que una muestra mas concentrada amplifica mas tarde que una mas
diluida

- Medicion de ADNc procedentes de sintesis diferentes para descartar
artefactos debidos a la reaccidn de retrotranscripcion.

Tras completarse el proceso de gRT-PCR, se obtiene una medida de
fluorescencia, que se traduce en una medida de cantidad.

Para ello se parte de una curva estandar, realizada con cantidades conocidas
de ADNc molde, que se mantiene igual en los distintos experimentos, y por tanto,
también se utiliza para evaluar la reproducibilidad entre los mismos. Esta curva se
compone de 5 puntos obtenidos de 5 diluciones seriadas (1,1/10,1/50,1/100 y 1/500)
de ADNc procedente de un ARN humano universal (Universal Human Reference
RNA (Stratagene™, Agilent Technologies, Santa Clara, (CA), USA) que esta
compuesto de ARN de 10 lineas celulares. La curva estandar elegida debe tener
varios puntos entre los que se deben amplificar todas las muestras ya que este es el
unico rango en el que se puede asegurar que la amplificacion es lineal. Al final del
experimento, el programa suministrado con el equipo Mx3005P (MxPro QPCR
software, Agilent Tech, Ca, USA) genera los resultados en forma de grafico (Fig. 18),
en el que se representa el incremento de fluorescencia en funcion del ciclo de
amplificacion. Sobre este grafico, se fija el Ct de manera que éste corte todas las
lineas de amplificacién de todas las muestras en la parte exponencial de la curva,
por encima de la senal del fondo. Asi se establece el punto en el cual el programa
procesara cada amplificacion para calcular la cantidad de molde.

Por ultimo, con todos los datos, el mismo programa genera un fichero de
informe (experimental report) en el que se registra cada muestra, se indica qué tipo
de muestra es, qué valores de expresion fijados para la curva estandar tiene y cual
es el valor de expresion calculado para cada muestra problema. Este fichero fue
procesado posteriormente en una hoja de calculo Excel (Microsoft Office™) para
realizar las normalizaciones. El valor real de expresion de cada muestra se obtuvo
del cociente de la expresion del gen problema entre la expresion del control
endogeno.
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Para este trabajo se ha considerado que los valores positivos de qRT-PCR
indican la expresién del gen mientras que los negativos indican la ausencia de
expresion del mismo.

Fig. 18 Grafico de los resultados de la RT-PCR cuantitativa.

En la linea horizontal estan representados los ciclos de amplificacion y en la vertical la intensidad de
la senal.
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3.6. VARIABLES ANALIZADAS

3.6.1. Variables dependientes
3.6.1.1. Diagndstico histopatologico de la pieza quirtrgica.

Se consideran dos grupos de patologias:

- Patologia benigna (GB). En este grupo se incluiran pacientes con
diagndstico de bocio multinodular, bocio coloide, adenoma folicular, hiperplasia
adenomatosa o nédulo tiroideo unico benigno.

- Patologia maligna (GM). En este grupo se incluirdn pacientes con
diagnostico de CDT (folicular, papilar clasico o su variante folicular, medular,
oncocitico) o anaplasico de tiroides.

La adscripcién de la lesién a uno u otro grupo de patologias vendra dada por
el informe anatomopatolégico final del espécimen de tiroidectomia sobre nuestras
fijadas en parafina.

3.6.1.2. Pronostico.

Los pacientes se han clasificado en funcién de las escalas con valor
prondstico mas usadas y con mejor capacidad predictiva: TNM, MACIS y AMES
(Anexo II).
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3.6.2. Variables independientes.
3.6.2.1. Variables clinicas, analiticas y de técnicas de imagen.

1. Sexo. (Masculino/Femenino).

Edad del paciente en afios).

Antecedentes familiares de neoplasia maligna tiroidea (Si/No).
Antecedentes de irradiacion cervical (Si/No).

Sintomatologia sospechosa de neoplasia tiroidea (Si/No). Se
consideran smtomas de patologia maligna (seccion 1.1.2): antecedentes familiares
de cancer tiroideo, o antecedentes de irradiacidén cervical, crecimiento rapido de la
masa cervical, disfonia, disfagia, o disnea, todas ellas de aparicion brusca.

6. Exploracion fisica compatible con neoplasia tiroidea (Si/No). Segun la
seccion 1.1.2., se ha considerado la exploracion clinica como sospechosa de
malignidad cuando el paciente presente una masa cervical dura, fijada a tejidos
peritiroideos, o se aprecien adenopatias palpables de las mismas caracteristicas.

7. Resultados analiticos: TSH (pUI/ml).

8. Resultados de la ecografia tiroidea: Sospechosa o no de malignidad
condicionado por la presencia de dos 6 mas criterios de malignidad radioldgica
(Tabla 2)(44): hipoecogenicidad, margenes irregulares, microcalcificaciones, aspecto
heterogéneo, vascularizacion intranodular, diametro del nédulo mas alto que ancho,
presencia de adenopatias sospechosas de malignidad.

9. Resultados de "®FDG-PET preoperatorio Yy, en su caso, durante el
seguimiento. (Captacion focal, difusa o no captacion. SUVmax o valor maximo de la
captacion estandar).

10. Tipo de cirugia (Tiroidectomia total, hemitiroidectomia, asociacién o
no de vaciamiento ganglionar).

11. Tg estimulada postoperatoria:
-Negativa: Valores inferiores a 1 ng/ml.
- Positiva: Valores por encima de 1 ng/ml.

0‘.“9’!\’

131 . .
12. Numero de dosis de radioiodo ( |) administradas al paciente, asi
como la dosis acumulada del radiofarmaco.

13. Presencia o no de recidiva local (resto tiroideo), regional (ganglios
linfaticos cervicales o mediastinicos) y a distancia (metastasis hematoégenas).
Tiempo hasta la recidiva.

14. Seguimiento en meses. Estado al final del seguimiento
- Supervivencia libre de enfermedad.
- Supervivencia con recidiva o metastasis.
-Perdido en el seguimiento.
- Exitus por la enfermedad o por otra causa.

3.6.2.2. Variables histopatologicas

1. Diagnostico de la citologia preoperatoria obtenida por PAAF de la
lesion tiroidea no sistematizado®®*%). E| sistema Bethesda®® (Tabla 4) comenzé a
implantarse en nuestro centro en enero de 2009.

- Benigno: bocio coloide, hiperplasia nodular o adenomatosa, tiroiditis
linfocitica, quiste, adenoma, ausencia de células malignas.
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- Sospechoso malignidad: sospechoso de carcinoma

- Maligno: carcinoma.

- Indeterminado: proliferacion folicular, neoplasia folicular, citologia
oncocitica o de células de Hurthle.

- No valorable: ausencia de celularidad, muestra inadecuada,
artefactos que impiden el diagnéstico.

Para este trabajo se han considerado los pacientes sospechosos de
malignidad en el grupo indeterminado.

2. Tamaho de la lesion (T) en mm. En caso de patologia benigna con
mas de un ndédulo se considera el tamario del nédulo dominante.

3. Presencia de Mutacion BRAF?*" en estudio citolégico (Si/No).

En caso de tumores malignos se registraran las siguientes variables:

4. Tipo histolégico: CPT y sus variantes, CFT, CCH, CPDT, CAT.

5. Presencia de multifocalidad (Si/No): Presencia de mas de un foco
neoplasico.

6. Presencia de invasion vascular. (Si/No). Los vasos afectados deben
estar dentro o inmediatamente por fuera de la capsula, deben ser mayores que un
capilar, con una pared muscular y endotelio bien definidos. Las células tumorales

deben estar adosadas a la pared vascular y proyectarse en el interior de la luz,
quedando cubiertas por una capa simple de células endoteliales®.

7. Presencia de extension extratiroidea. (Si/No). Se considera asi
cuando el tumor va mas alla de la capsula tiroidea!'®?.

8. Presencia de metastasis ganglionares (N) al diagndstico. (Si/No).
9. Presencia de metastasis a distancia (M) al diagndstico. (Si/No).
10. Estadificacion TNM"®® segun criterios de su séptima edicion (1, II, I,
V).
11. Clasificacion MACIS"®" y AMES"®). Catalogacion del paciente en
bajo, medio y alto riesgo de mortalidad.
3.6.2.3. Variables genéticas

1. Nivel de expresion en tejido tiroideo (determinado por gRT-PCR) de
los genes que en el estudio de microarrays se han mostrado sobreexpresados en
tejido tiroideo maligno con respecto al benigno.

2. Nivel de expresion en sangre periférica (determinado por qRT-PCR)
de los genes que en el estudio de microarrays se han mostrado sobreexpresados en
los pacientes con lesiones malignas con respecto a los portadores de lesiones
benignas.

3.6.2. *FDG-PET/TAC

Se realizé "®FDG-PET/TAC a los pacientes que dieron su consentimiento, al
menos entre tres y seis semanas después de la realizacion de la PAAF, siguiendo el
protocolo habitual del servicio de Medicina Nuclear de nuestro centro.

Segun éste, tras un periodo de ayunas de al menos seis horas, y la
confirmacion de una glucemia inferior a 120 mg/dl, se administran dosis de 210-370
megabequerelios (MBq) de ®F-FDG intravenoso, en funciéon del peso del sujeto, y
en condiciones de hidratacion sostenida. Todos los pacientes se premedican con 5—
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10 mg de diazepam via oral y se mantienen en reposo durante 45-60 minutos
después de la inyeccion del contraste. Posteriormente se obtienen las imagenes en
un equipo Biograph 16 PET/CT (Siemens, Knoxville, Tennessee, USA). Las
imagenes originales son topograficamente reconstruidas mediante algoritmos
iterativos: reconstruccion iterativa; OSEM (2 iteraciones, 8 subconjuntos) pero con
las correcciones de dispersidon y atenuacién determinadas a partir de las imagenes
del TAC. La reconstruccion de las imagenes del TAC se realiza simultdneamente (en
paralelo) a la adquisicion del estudio PET. El estudio genera imagenes en los planos
axial, coronal y sagital de las imagenes fusionadas de '"®FDG-PET y TAC.

El analisis se realizé por dos médicos nucleares con experiencia en la técnica
y en patologia tiroidea, que no conocian el tamafio y la localizacion de los nodulos.
Ambos consensuaron la presencia o no de captacion y si ésta era focal o difusa. Las
captaciones difusas han sido consideradas como negativas, ya que suelen asociarse
a tiroiditis crénicas. El valor maximo de captacion estandar (SUVmax) se calculd
para las lesiones focales. En las lesiones sin captacion focal, se calcul6 este en las
areas de mayor interés de la glandula tiroidea.

3.6.3. Determinacion de la mutacién BRAF'%°%

La deteccion de la mutacién BRA se realizé en muestras obtenidas
mediante PAAF o bien del tejido tiroideo patoldgico representativo de la lesién tras la
extirpacion quirurgica. Para ello se realizé una técnica de PCR convencional seguida
del analisis del polimorfismo de los fragmentos de restriccion (RFLP) con la enzima
TspRI. En los casos positivos ademas se realizo una secuenciacion bidireccional. En
las muestras que resultaron positivas para la mutacion mediante RFLP, se confirmé
que el cambio en el patron de fragmentos obtenido se debia a la presencia de la
transversion de la timina correspondiente a la posicion 1799 (exén 15) por una
adenina, mediante la secuenciacion bidireccional del fragmento de amplificacion
obtenido por PCR.

Puesto que esta determinacion formé parte de un proyecto de investigacion
previo“%), s6lo disponemos del estado mutacional de los tumores primarios de los
pacientes incluidos en nuestro estudio durante los afios 2008 y 2009.

FVGOOE

3.7. ANALISIS DE DATOS

El analisis estadistico se ha realizado con el paquete IBM® SPSS®
Statistics 22.0 para Windows.

3.7.1. Anadlisis descriptivo de todas las variables analizadas
Variables cualitativas: frecuencias absolutas y relativas (porcentajes).

Variables cuantitativas: medias y desviacion estandar para variables con
distribucion normal, y medianas y rango intercuartilico en caso contrario.

3.7.2. Analisis comparativo de las variables epidemioldgicas y clinicas en los
distintos subgrupos

Para evaluar si existian diferencias clinicas relevantes entre los componentes
de los subgrupos de estudio y validacion se han analizado y comparado entre los
mismos diferentes variables epidemioldgicas, clinicas, analiticas, de pruebas de
imagen, anatomopatolégicas y vinculadas al prondstico. Se han utilizado tests
paramétricos (t de Student) o no paramétricos (U-Mann Whitney), segun las

98



Tesis doctoral PACIENTES Y METODOS Nuria Mufioz Pérez

variables siguieran o no una distribucion normal. Para confirmar dicha distribucion
normal se ha usado el test Kolmogorov-Smirnov.

3.7.3. Andlisis bivariante para estudiar las posibles relaciones entre las variables
dependientes, diagndstico y prondstico, y las independientes 2 a 2

Para determinar si existian diferencias entre los niveles de expresién de cada
uno de los genes, entre pacientes con patologia benigna y maligna, se han usado
tests paramétricos (t de Student) o no paramétricos (U-Mann Whitney), segun sean o
no de distribucion normal dichos niveles de expresion. Para confirmar dicha
distribucion normal se usado el test Kolmogorov-Smirnov.

Para estudiar el resto de relaciones, se han aplicado los test correspondientes
dependiendo de la variable independiente: t de Student o U-Mann Whitney para
cuantitativas y para variables dicotomicas, el test de la chi cuadrado con correccion
de Yates o test exacto de Fisher.

3.7.4. *FDG-PET/TAC

Se ha analizado la utilidad de esta prueba diagndstica en el estudio
preoperatorio de los nodulos tiroideos en pacientes con citologia indeterminada.
Para ellos se ha calculado su sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y
negativo, asi como el area bajo la curva ROC, construida con la sensibilidad y el
inverso de la especificidad.

3.7.5. Construccion del clasificador

Mediante regresion logistica se ha construido un clasificador que considera la
expresion de los genes con maxima capacidad discriminativa.

Para evaluar el funcionamiento de esta férmula como herramienta diagnéstica
preoperatoria en el grupo de validacién, se ha calculado su sensibilidad,
especificidad, valor predictivo positivo y negativo, asi como el area bajo la curva
ROC construida con la sensibilidad y el inverso de la especificidad.

3.7.6. Anadlisis de la influencia de las diferentes variables sobre el pronédstico

Se han incluido en el modelo de regresién logistica multivariante las variables
independientes que en el analisis bivariante estuvieron estadisticamente
relacionadas con el prondstico, variables de confusion y variables de importancia
bioldgica. EI método de seleccion de variables ha sido por pasos sucesivos hacia
atras (backward stepwise). En cada paso se ha considerado como criterio de salida
p>0,10 y como criterio de entrada p<0,05.

También se ha realizado un analisis de supervivencia por el método de
Kaplan-Meier considerando supervivencia global y libre de enfermedad, calculando
probabilidades, medias y medianas de supervivencia. Para comparar la
supervivencia entre los grupos de expresion/no expresion de los distintos genes
estudiados, se ha utilizado el test de Log-Rank.

99



RESULTADOS




Tesis doctoral RESULTADOS Nuria Muhoz Pérez

4. RESULTADOS

4.1. COMPOSICION DE LA SERIE DE PACIENTES

Durante el periodo 2008-2011, se han intervenido en nuestro centro un total
de 600 pacientes por enfermedad tiroidea, de los cuales 99 lo fueron por cancer
tiroideo (70 CPT). De estos, un total de 56 que no cumplian los criterios de exclusion
fueron considerados elegibles en nuestro estudio.

Como se expuso en la seccién 3.3.3, de la muestra completa s6lo fueron
analizados 34 debido a problemas de financiacion (Fig. 11). De ellos, 14 presentaron
lesiones finalmente benignas y 20 cancer tiroideo. Siete de éstos compusieron el
grupo de estudio, y el resto el grupo de validacién.

4.1.1. Caracteristicas clinicas

Los datos preoperatorios de los pacientes incluidos en el estudio se presentan
en la Tabla 18. De las variables cuantitativas, la edad, el tamafio del nddulo y el
SUVmax, seguian una distribucién normal segun el test de Kolmogorov-Smirnov por
lo que se han expresado como media + desviacion tipica. Ni los valores de TSH
preoperatorios ni el tiempo de seguimiento han seguido esa distribucion por lo que
se han descrito mediante su mediana y rango intercuartilico.

Mas de tres cuartas partes de la serie estuvo formada por mujeres, con una
edad media de 45 anos. En la mayoria de los casos no habia antecedentes
personales de patologia tiroidea o de irradiacion cervical, ni antecedentes familiares
de cancer tiroideo. La mayoria tampoco presentaban sintomas sospechosos de
cancer tiroideo, pero hasta el 38% de los casos han tenido al menos un dato
sospechoso en la exploracién clinica, bien por la firmeza o la adherencia a tejidos
circundantes del nédulo tiroideo, bien por la presencia de adenopatias sugerentes de
malignidad.

De los cinco casos incluidos con citologia benigna, dos fueron considerados
potencialmente malignos, y por tanto elegibles, al tener positiva la mutacién
BRAFT'7%% "Un tercer caso tenia una ecografia con mas de dos datos sugerentes de
malignidad y el resto tenian una exploracion que alertaba sobre la posibilidad de que
hubiera una lesidn cancerosa. Se realizé "®FDG-PET/TAC preoperatorio en 26 casos
(76,5%), de los cuales mas de la mitad mostraron captacion focal en el area tiroidea.

La mutacién BRAFT7%%” se determiné en el 41,2% de la serie (13 pacientes) y
en diez de éstos se detectd la misma. Todos ellos, pertenecientes al grupo de
validacion, fueron diagnosticados de cancer tiroideo. De los tres pacientes no
mutados, dos se encuadraban en el GB y el tercero en el GM. Teniendo en cuenta el
numero de pacientes en los que se determind, la prevalencia de la mutacién fue del
76,9% entre las lesiones malignas y del 0% entre las benignas. El diagndstico final
de todos los pacientes con lesiones malignas fue CPT.
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Tabla 18 Caracteristicas preoperatorias de la serie total.

Nuria Muhoz Pérez

Sexo
Femenino

Masculino

Edad (afos)

Antecedentes
Patologia tiroidea
Irradiacién cervical

Sospecha de cancer
Sintomas
Exploracion fisica

Datos ecograficos

TSH (nUI/ml)
*FDG-PET/TAC
No hecho
No captacién
Captacion focal
Captacion difusa
SUVmax
Citologia
No valorable
Benigna
Indeterminada

Maligna

Presencia de Mutacion BRAF
Tamaiio del nédulo (mm)

Diagnéstico final del nédulo

Benigno

Maligno

T1799A

27 (79,4%)
7 (20,6%)

45+ 18

2(5,9%)
0 (0%)

5(14,7%)
13 (38,2%)
13 (38,2%)

2,11 (1,20-2,74)*

8(23,5%)
4(11,8%)
21 (61,8%)
1(2,9%)
10,83 8,8

2(5,9%)
5 (14,7%)

15 (44,1%) proliferacion folicular + 3 (8,8%) sospechosas

5(14,7%)
10/13 (76,9%)
31,17 £ 15,7

14 (41,2%)
20 (58,8%)

* Mediana y rango intercuartilico. El resto de variables cuantitativas se expresan como media + desviacion

tipica.

En la Tabla 19 se presenta el analisis bivariante comparativo de ambos
grupos (GB vs. GM). Se apreciaron diferencias significativas en el sexo, la
exploracion fisica y ecografia sugerentes de malignidad, el nivel de TSH, la
captacion focal en el "®*FDG-PET/TAC, vy la presencia de la mutacién BRAF.

La intervencion realizada mayoritariamente fue la tiroidectomia total que se
realizé en 10 pacientes del GB (57,1%) y en el 100% de los canceres (p= 0,162). En
el GM se asocié vaciamiento cervical en 14 casos (70%): 7 (35%) sélo vaciamientos
centrales y otros 7 (35%) asociando ademas vaciamiento lateral. La mediana de
seguimiento fue de 74 meses con un rango intercuartilico de 55-82 en los pacientes
con lesiones benignas, y algo inferior (69 meses [57-79]) en los pacientes del GM,

sin diferencia significativa entre ambos grupos (p= 0,514).
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Tabla 19 Caracteristicas preoperatorias de los grupos benigno y maligno

Nuria Muhoz Pérez

GRUPO BENIGNO GRUPO MALIGNO p
N 14 (41,2%) 20 (58,8%)
Sexo

Femenino 14 (100%) 13 (65%)

Masculino 0 (0%) 7 (35%) 0,026
Edad (afios) 44 = 15 45,8 + 19 0,783$
Antecedentes

Patologia tiroidea 2 (14,3%) 0 (0%) 0,162

Irradiacién cervical 0 (0%) 0 (0%) 1,000
Sospecha de cancer

Sintomas 0 (0%) 5(25%) 0,063

Exploracidon 1(7,1%) 12 (60%) 0,001

Ecografia 2 (14,3%) 11 (55%) 0,005
TSH (uUI/ml) 1,68 (0,7 - 2,2) 2,39 (1,8-4,7) 0,027*
FDG-PET/TAC

No hecho 5(35,7%) 3 (15%) Captacion

No captacién 3(21,4%) 1 (5%) vs.

Captacion focal 5(35,7%) 16 (80%) no captacion:

Captacion difusa 1(7,1%) 0 (0%) 0,0034

SUVmax 12,8+11,8 9,5+ 6,4 0,422°
Citologia

No valorable 1(7,1%) 1 (5%)

Benigna 2(17,6%) 3 (20%)

Indeterminada 11 (78,6%) 7 (30%) )

Maligna 0 (0%) 5(25%)

Mutacién BRAF'**

No hecho 12 (85,7%) 9 (45%)

Wild-type 2 (14,3%) 1 (5%) 0,0038

Mutado 0 10 (50%)

Tamaiio del nédulo (mm) 31,4+ 13 31,1+17 0,959°

* U de Mann-Whitney; 5. T de Student para muestras independientes; Resto de variables: Test exacto de
Fisher.

4.1.2. Composicion de la serie de pacientes con patologia maligna

El diagnostico definitivo fue CPT en todos los pacientes, siendo la variante
dominante la clasica (17 casos) pero también hubo dos pacientes con variante
folicular, y un tercero en el que habia algunas areas de indiferenciacion, pero sin
entidad suficiente para catalogarlo como pobremente diferenciado.
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Tabla 20 Caracteristicas de los pacientes con lesiones malignas

Nuria Muhoz Pérez

GRUPO DE VALIDACION

GRUPO DE ESTUDIO p

N 7 (35%) 13 (65%)
Sexo

Femenino 5(71,4%) 8 (61,5%) 1000

Masculino 2 (28,6%) 5 (38,5%) ’
Edad (afios) 37 (29-72) 49 (34-55) 0,699*
TSH (nUI/ml) 4,5(2,1-7,2) 2,37 (1,6-2,4) 0,085*
Diagnéstico definitivo

CPT clasico 7 (100%) 10 (76,9%)

CPT-VF 0 (0%) 2 (15,4%)

CPT indiferenciado 0 (0%) 1(7,7%)
Tipo de cirugia

T 2 (28,6%) 4 (30,8%) 1,000

TT + vaciamiento ganglionar 5(71,5%) 9 (69,2%)
Tamaiio tumoral (mm) 30 (20-65) 25 (16,25-38,75) 0,340
Multifocalidad 2 (28,6%) 2 (15,4%) 0,587
Invasion vascular 3(42,9%) 1(7,7%) 0,101
Extension extratiroidea 3(42,9%) 1(7,7%) 0,101
Metastasis ganglionares 6 (85,8%) 7 (53,9%) 1,000
Metastasis a distancia 0 (0%) 2 (15,4%) 0,521
TNM

El 3 (50%) 6 (46,2%)

El 1(10%) 1(10%) EI-Ell

E N 0 (0%) 2 (15,4%) vs.

ElIVa 3 (30%) 2 (15,4%) ElI-EIV:

E IVb 0 (0%) 0 (0%) 1,000

EIVc 0 (0%) 2 (15,4%)
MACIS

Bajo riesgo 2 (28,6%) 8 (61,5%) Bajo vs.

Riesgo medio 4 (57,1%) 5(38,5%) Medio/alto:

Alto riesgo 1(14,3%) 3(23,1%) 0,160
Tg estimulada postoperatoria (ng/ml) 3,1 (1,8-129,6) 2,06 (0,99-7,65) 0,279*
AcTg posoperatorios (Ul/ml) 7,8 (6,54-205,35) 17,4 (8,56-127,67) 0,506*
Dosis acumulada de **'1 (mCi) 250 (100-325) 120 (100-125) 0,246*
Recidiva 5(71,4%) 2 (15,4%) 0,002
Tiempo hasta la recidiva (meses) 24 (13,5-59) 8,5 (0-) 0,190*
Seguimiento (meses) 79 (73,5-83,5) 65 (47-74,5) 0,014*
Estado actual

Perdido 2 (28,6%) 0 (0%)

Vivo libre de enfermedad 0 (0%) 10 (76,9%)

Vivo con recidiva 5 (71,5%) 0 (0%) )

Exitus 0 (0%) 3(23,1%)

Las variables numéricas se han expresado como mediana y rango intercuartilico
*: test U de Mann-Whitney; las variables cuantitativas se han comparado con el test exacto de Fisher.

En la Tabla 20 se describen las caracteristicas de los tumores malignos,
dividiéndolos segun su pertenencia al grupo de estudio o al grupo de validacion.
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Dado que el tamafo de la muestra por subgrupo es pequefio, las variables
cuantitativas no seguian una distribucion normal y se han aplicado test no
paramétricos.

Como se aprecia en dicha tabla, la unica diferencia significativa entre ambos
grupos fue la recidiva tumoral que fue mayor en el grupo de estudio, que por otra
parte tiene un seguimiento significativamente mas prolongado. Sélo un paciente tuvo
mas de dos focos tumorales y sélo dos pacientes debutaron con metastasis a
distancia. La afectacion ganglionar fue similar en ambos grupos. En cuanto al rastreo
postablacion, unicamente se detectaron restos tiroideos en todos los pacientes
Menos en un caso en que se apreciaron metastasis a distancia.

Cinco pacientes estan diagnosticados de recidiva. De éstas, una es
bioquimica y cuatro estructurales: dos cervicales y otras dos a distancia. De los dos
pacientes con metastasis a distancia al diagnéstico, uno fallecié a los 29 meses,
diagnosticado de un segundo tumor primario (cancer esofagico). El otro era un
enfermo de edad muy avanzada y con multiples comorbilidades. Corresponde al
unico caso de la serie de CPT con areas indiferenciadas y fallecié a los 8 meses de
la intervencion quirdrgica, sin haber recibido tratamiento ablativo. El tercer paciente
fallecido fue diagnosticado posteriormente de un osteosarcoma y fallecié a los 52
meses del tratamiento quirdrgico, sin evidencia de recidiva del tumor tiroideo.

4.2. PERFIL DE EXPRESION GENICA

4.2.1. Genes expresados diferencialmente en el grupo maligno con respecto al
benigno.

El estudio estadistico mediante SAM de los resultados de los experimentos
con microarrays en el grupo de estudio mostré diferencias significativas (p<0,05) en

la expresion de un conjunto de genes en el GM con respecto al GB. En el Anexo V
se pueden consultar los datos brutos y normalizados obtenidos.

Tabla 21 Genes obtenidos de muestras de sangre periférica para su analisis por gqRT-PCR

Nombre Fold Descripcion CodelLink ID

BU618895.1  2,48219439877  Ul-H-FH1-bfl-i-08-0-Uls1 NCI_CGAP_FH1 BU618895.1
cDNA Clon: Ul-H-FH1-bfl-i-08-0-UI 3'

FLJ21986 1,79453143063 CPED1 (cadherin-like and PC-esterase domain containing 1) AY358220.1

AW301414.1 1,66135099953  NCI_CGAP_Lu26 AW301414.1

cDNA clone IMAGE:2775583 3' similar to contains Alu
repetitive element; mRNA sequence

AA890028.1 1,56891051951 aj90h07.s1 Soares_parathyroid_tumor_NbHPA AA890028.1
cDNA clone IMAGE:1403773 3', mRNA sequence

NOD3 1,47531327327 NLR Family, CARD Domain Containing 3 (NLRC3) AA631949.1

PCGEM1 1,37209808681  Prostate-Specific Transcript (Non-Protein Coding) AF223389.1

SUCLG2 1,238230556 GTP-Specific Succinyl-CoA Synthetase Subunit Beta BX103728.1

CTAGE3 1,20161953937  Cutaneous T-Cell Lymphoma-Associated Antigen 3 BU069608.1

BX099693.1  0,956071684326 Soares_testis_NHT BX099693.1

cDNA clone IMAGp998B244459

Fold: numero de veces en que el gen esta mas expresado con respecto a su comparativo (tejido con patologia
benigna). CodeLink ID: identificacién del gen en la plataforma de microarrays usada para esta Tesis Doctoral:
CodeLink™UniSet Human Whole Genome Bioarray
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En sangre periférica (Tabla 21; Fig. 19) se encontraron nueve genes
sobreexpresados y 44 infraexpresados, mientras que en tejido se encontraron 11
genes sobreexpresados, sin cambios en el resto (Tabla 22; Fig. 20).

Fig. 19 Grafico de analisis de significaciéon de microarrays (SAM) de las muestras de sangre periférica
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Tabla 22 Genes obtenidos de muestras de tejido tiroideo maligno para su analisis por qRT-PCR

Nombre Fold Descripciéon CodeLink ID
GDF11 5,3718066153 Growth Differentiation Factor 11 BU185158.1
SCGB2A1 5,3694113031 Secretoglobin, family 2A, member 1 NM_002407.1
FGF12 3,6341212367 Fibroblast growth factor 12 NM_004113.3
ATP2C1 3,3702788064 Calcium-Transporting ATPase Type 2C Member 1 BM674602.1
ASRGL1 2,5001201036 Asparaginase-Like Protein 1 BQ343733.1
HMGN2 2,4801001789 High Mobility Group Nucleosomal Binding Domain 2. AW248979.1
También: Non-histone chromosomal protein HMG-17
BG610669.1  2,0438722316 602611856F1 NIH_MGC_60 Homo sapiens cDNA clone BG610669.1

IMAGE:4737636 5', mRNA sequence
Similar to ribosomal protein L13a; 60S ribosomal protein
L13a; 23 kDa highly basic protein

ZNF568 1,6173091054 Zinc finger protein 568 BU188515.1

ERH 1,4878678391 Enhancer of rudimentary homolog (Drosophila) NM_004450.1

MGC45438 1,2940468450 Homo sapiens chromosome 16 open reading frame 89 NM_152459.2
(C160rf89)

PHF20 1,0216306593  PHD finger protein 20 NM_016436.3
(C200rf 104)

Fold: nUmero de veces en que el gen esta mas expresado con respecto a su comparativo (tejido con patologia
benigna).

CodelLink ID: identificacién del gen en la plataforma de microarrays usada para esta Tesis Doctoral:
CodeLink™UniSet Human Whole Genome Bioarray.
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Fig. 20 Grafico de analisis de significaciéon de microarrays (SAM) de las muestras de tejido (GM vs. GB)
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4.2.2. Validacion con gRT-PCR. Capacidad predictiva de benignidad o malignidad
que ha mostrado el perfil de expresion génica

4.2.2.1. Resultados en tejido

Inicialmente se comprobaron 10 de los 11 genes obtenidos en tejido en el
grupo de validacién formado por los pacientes malignos (Tabla 23). El gen
BG610669.1 no esta descrito mas que como secuencia de genes (Tabla 16) y, al no
disponer de sonda comercial disponible, no se investigd mas.

De todos ellos, los que mas se expresaron en tejido maligno frente al benigno
fueron HMGN2 y ZNF568. HMGN2 estaba expresado en el 76,9% de los pacientes
del GM y en el 7,7% de los del GB, siendo esta diferencia significativa (p= 0,001).
Sin embargo, ZNF568 se expreso por igual en ambos grupos, en una proporcion del
84,6%.

Este nivel de significacibn se mantuvo considerando al gen tanto como una
variable cuantitativa como cualitativa (expresado vs. no expresado), considerando
los datos positivos como indicativo de expresion, tal y como se describié en
Pacientes y Métodos.
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Tabla 23. Valores de gqRT-PCR de muestras de tejido

Tejido GDF11
maligno 1 2.05
maligno 2 -0,678
maligno 3 0.795
maligno 4 -0,988
maligno 5 -0,726
maligno 6 -0,627
maligno 7 -1,35
maligno 8 0.0379
maligno 9 -1,24
maligno 10 -0,447
maligno 11 -0,78
maligno 12 -1,25
maligno 13 -0,498
Porcentaje
Benigno 1
Benigno 2
Benigno 3
Benigno 4
Benigno 4
Benigno 6
Benigno 7
Benigno 8
Benigno 8
Benigno 10
Benigno 11
Benigno 12
Benigno 13

| Porcentaje

| P(Mvs. B)

SCGB2A1 FGF12

0.404
-1,56
-3,56
-2,53
-0,706
0.247
-0,807
-3,68
-2,39
-0,531
0.169
-0,566
-2,03

-0,833
-4,08
-3,14
-1,21
-1,72
-2,55
-5,29
-1,56
-2,82
-2,47
-1,53
-1,89
-2,17
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ATP2C1 ASRGL1
-1,12 0.645
-0,36 -2,44
-0,477  -0,347
-0,713 -0,837
-0,607  -0,932
-0,252 -1,86
-0,685 -0,951
1.16 -1,29
0.178 -0,751
0.0489 -0,62
-0,154  -0,298
-0,238  0.156
0.124 -3,09

HMGN2

-1,94
0.393
0.267
0.358
0,054
0.39
-0,226
0.523
0.0665
0.0618
-1,54
0.844
0.0807

-0.855
-1.24
-0.583
-2.83
0,0627
-4.06
-0.541
-0.569
-0.351
-2.33
-1.28
-0.951
-1.01
7,7
0,001

Porcentaje: proporcion de pacientes con expresién de cada gen en la serie
En tono mas claro se marcan los pacientes usados previamente para el analisis SAM. En negrita se sefialan los genes

expresados.

ZNF568

0.655
0.0511
0.493
=159
-0,377
0.0821
0.138
1.48
0.478
0.514
0.134
0.421
131

1.51
0,0107
3.12
-1.28
1.23
-0.841
0.787
1.01
1.80
131
0.960
1.06
0.207
84,6
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ERH

0.304
-0,354
0.136
-0,107
-0,125
-0,143
-0,258
0.505
0.114
0.301
0.0346
-0,37
-0,158

MGC45438

-0,547
-2,060
-1,130
-1,460
-0,917
-1,280
-1,600
-2,900
-1,670
-1,600
-1,440
-1,540
-1,590

PHF20

1.19
-0,15
0.917
-0,398
0.0153
-1,16
-1,32
0.506
-0,302
1.53
0.745
0.804
0.218

4.2.2.2. Resultados en sangre periférica

De los genes sobreexpresados obtenidos en sangre periférica sélo se
validaron cinco con qRT-PCR, por ausencia de sondas disponibles para el resto
(Tabla 16). De estos cinco, so6lo NLRC3 (NOD3) y C7orf58 (FLJ21986) mostraron
cierta capacidad discriminativa. Los resultados de la validacién se exponen en la

Tabla 24.

Cuando se comparé la expresién de ambos genes entre el GB y el GM,
encontramos que NLRC3 se encontraba significativamente mas expresado en los
pacientes con patologia benigna: 92,3% vs. 38,5% (p= 0,011) mientras que no habia
ninguna diferencia en la expresion de C70orf58 (76,9% en ambos grupos). El nivel de
significacibn se mantuvo independientemente de que se utilizaran los valores
numéricos obtenidos por gRT-PCR, o se categorizaran en expresado o0 no
expresado, tal y como ocurrio con HMGN2.
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Tabla 24. Valores de gqRT-PCR de muestras de sangre periférica

Sangre

maligno 1
maligno 2
maligno 3
maligno 4
maligno 5
maligno 6
maligno 7
maligno 8
maligno 9
maligno 10
maligno 11
maligno 12
maligno 13
Porcentaje
Benigno 1
Benigno 2
Benigno 3
Benigno 4
Benigno 5
Benigno 6
Benigno 7
Benigno 8
Benigno 9
Benigno 10
Benigno 11
Benigno 12
Benigno 13
Porcentaje
P (B vs. M)

NLRC3

0,352
0,117
0,264
0,346
-1,13
-0,388
0,224
-0,413
-0,598
-0,734
-1,92
-1,75
-1,07
38,5
-0.619
3,20
1,41
1,30
0,567
1,91
0,272
1,13
10,6
0,764
5,52
0,990
4,02
92,3
0,011

Ct

29,42
28,89
30,36
28,12
29,57
28,66
30,13
30,62
30,04
29,32
30,26
31,76
30,35

FLI21986 Ct
0,279 31.74
1,00 31.46

0,327 30.73
-0,559 31.41
0,543 32.29
0,654 31.19
-0,674 31.08

1,03 32.41
0,0692  30.71
-0,46 31.67

0,00574 32.20
0,522 31.74
1,23 31.21
76,9

-0,236

2,11

0,986

0,364

0,241

0,939

-0,443

-0,281

1,12

0,347

0,640

0,202

0,0969

76,9

0,724

Ct: ciclo umbral; Ct calibrador NLRC3: 29,44; Ct calibrador FLJ21986: 31,74
Porcentaje: proporcion de pacientes con expresion de cada gen en la serie

En tono mas claro se marcan los pacientes usados previamente para el
analisis SAM. En negrita se sefialan los genes expresados.

La Fig. 21 muestra dos ejemplos de las graficas proporcionadas por la gRT-
PCR en los pacientes del GM, tanto para NLRC3 como para HMGN2. La linea
horizontal marca el 0, por debajo del cual consideramos al gen como no expresado y

por encima, como expresado.
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Fig. 21 Resultados de la expresiéon de NLRC3 y HMGN2 mediante gqRT-PCR en
pacientes con patologia maligna

‘INLRC3

‘HMGN2

4.3. RELACION DE LA EXPRESION GENICA CON LAS VARIABLES DEL
ESTUDIO

4.3.1. Analisis bivariante

En las Tablas 25 y 26 se exponen las caracteristicas relacionadas con el
tumor de los pacientes con lesiones malignas del grupo de validacion en funcién de
la expresion de HMGN2 y NLRC3, respectivamente. Las variables cuantitativas se
consideran no paramétricas debido al tamafio de la muestra, por tanto se expresan
como mediana y rango intercuartilico. Se ha utilizado el test U de Mann-Whitney
para las comparaciones.
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Tabla 25 Expresion de HMGN2 en tejido tiroideo y caracteristicas de los pacientes con patologia
maligna del grupo de validacién

HMGN2
No expresado Expresado p

N 3(23,1%) 10 (76,9%) -
Sexo

Masculino 2 (66,7%) 3 (30%) 0510

Femenino 1(33,3%) 7 (70%) !
Edad (aios) 37 (35-) 49,5 (30-53) 0,932
TSH (pUI/ml) 1,61(1,2-) 2,4 (2-3,6) 0,221
Mutacién BRAF™** 1 (20%) 4 (80%) 0,464
®FDG-PET/TAC (captacién focal) 0 (0%) 10 (100%) 0,167
Diagnéstico definitivo

CPT clasico 3 (100%) 7 (70%)

CPT-VF 0 (0%) 2 (20%) -

CPT indiferenciado 0 (0%) 1(20%)
Tipo de cirugia

TT 1(33,3%) 3 (30%) 1.000

TT + vaciamiento ganglionar 2 (66,7%) 7 (70%) !
Tamaiio tumoral (mm) 27,5 (20-) 25 (14,5 - 40) 0,914
Multifocalidad 0 (0%) 2 (20%) 1,000
Invasion vascular 0 (0%) 1(10%) 1,000
Extension extratiroidea 0 (0%) 1(10%) 1,000
Metastasis ganglionares* 1 (100%) 6 (85,7%) 1,000
Metastasis a distancia 1(33,3%) 1(10%) 0,423
TNM

El 2 (80%) 4 (36,4%)

El 0 (0%) 1(9,1%) EI-Ell

E 0 (0%) 2 (18,2%) vs.

EIVa 0 (0%) 2 (18,2%) EIl-EIV:

EIVb 0 (0%) 0 (0%) 1,000

EIVc 1(6,7%) 1(9,1%)
MACIS

Bajo riesgo 2 (66,7%) 7 (70%) Bajo vs.

Riesgo medio 0 (0%) 1(10%) Medio/ alto:

Alto riesgo 1(33,3%) 2 (20%) 1,000
Tg estimulada postoperatoria (ng/ml) 2,2(0,99-) 1,9(0,9-6,3) 0,578
AcTg posoperatorios (Ul/ml) 67,5(14,1-) 13,3 (6,6 - 204,9) 0,517
Dosis acumulada de **'I (mCi) 120 (100 -) 115 (100 - 122,5) 0,602
Recidiva 0 (0%) 2 (20%) 1,000
Tiempo hasta la recidiva (meses) 67 (29-) 60,5 (35,7 - 73,7) 0.866
Seguimiento (meses) 67 (29-) 63,5 (49,5 -73,7) 1,000
Estado actual

Perdidos 0 (0%) 0 (0%)

Vivo libre de enfermedad 2 (66,7%) 8 (80%)

Vivo con recidiva 0 (0%) 0 (0%) )

Exitus 133,3%) 2 (20%)

* Metastasis ganglionares: se desconoce el estado ganglionar en dos casos de los tres que no expresan el
geny en tres casos de los 10 que si lo hacen.

En la Tabla 25 se puede observar que en el grupo “no expresado” solo hay
tres casos, por lo que no se puede proporcionar el tercer cuartil. Las variables
cualitativas se han comparado con el test exacto de Fisher.
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expresion de HMGN2 en el tejido afecto y las caracteristicas del tumor maligno.

Tabla 26 Expresion de NLRC3 en sangre periférica y caracteristicas de los pacientes con patologia

maligna del grupo de validacién

NLRC3
No expresado Expresado p

N 8 (61,5%) 5 (38,5%) -
Sexo

Masculino 3(37,5%) 2 (40%) 1,000

Femenino 5(62,5%) 3 (60%) !
Edad (afos) 49,5 (34-72) 37 (25,5-51) 0,378
TSH (nUI/ml) 2,38 (1,96 - 2,43) 1,6(1,2-) 0,540
Mutacién BRAF** 1 (20%) 4 (80%) 0,333
®FDG-PET /TAC (captacién focal) 8 (100%) 3 (75%) 0,333
Diagnéstico definitivo

CPT clasico 6 (75%) 4 (80%)

CPT-VF 1(12,5%) 1(20%) -

CPT indiferenciado 1(12,5%) 0 (0%)
Tipo de cirugia

TT 1(12,5%) 3 (60%) 0217

TT + vaciamiento ganglionar 7(87,5%) 2 (40%) !
Tamaiio tumoral (mm) 22,5(13,5-33,7) 32,5(21,2-51,2) 0,200
Multifocalidad 1(12,5%) 1(20%) 1,000
Invasidn vascular 1(12,5%) 0 (0%) 1,000
Extension extratiroidea 1(12,5%) 0 (0%) 1,000
Metastasis ganglionares* 3 (50%) 1(100%) 1,000
Metastasis a distancia 2 (25%) 0 (0%) 0,487
TNM

El 3 837,5%) 3 (60%)

Ell 0 (0%) 1(20%) EI-Ell

E Il 1(12,5%) 1(20%) vs.

EIVa 2 (25%) 0 (0%) ENI-EIV:

E Vb 0 (0%) 0 (0%) 0,266

EIVc 2 (25%) 0 (0%)
MACIS

Bajo riesgo 4 (50%) 5(100%) Bajo vs.

Riesgo medio 1(12,5%) 0 (0%) Medio/ alto:

Alto riesgo 3(37,5%) 0 (0%) 0,105
Tg estimulada postoperatoria (ng/ml) 4,1(1,9-14,4) 0,99 (0,5-1,6) 0,012
AcTg posoperatorios (Ul/ml) 13,3 (6-67,5) 100 (10,6 -205) 0,290
Dosis acumulada de **'I (mCi) 120 (102,5 - 167,5) 100 (100 - 120) 0,259
Recidiva 2 (25%) 0 (0%) 0,487
Tiempo hasta la recidiva (meses) 50,5 (20 - 66,5) 77 (59,5 - 80,5) 0,040
Seguimiento (meses) 60,5 (32,2 -67,2) 77 (59,5 - 80,5) 0,057

Estado actual
Perdidos
Vivo libre de enfermedad
Vivo con recidiva
Exitus

0 (0%)
6 (75%)
0 (0%)
2 (25%)

0 (0%)
4 (80%)
0 (0%)
1(20%)

* Metastasis ganglionares: se desconoce el estado ganglionar en un caso de los ocho que no expresan el gen
y en cuatro casos de los cinco que si lo hacen.
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Sin embargo, la expresion de NLRC3 si se relaciona significativamente con
menor nivel de Tg estimulada postoperatoria y con mayor tiempo hasta el desarrollo
de una recidiva (Tabla 26).

La presencia de la mutacion BRA
expresion ninguno de los 2 genes.

Se realizé un analisis de correlacion para comprobar si la expresion de ambos
genes se asociaba de alguna forma entre si. De los 11 pacientes que expresaban
HMGN2, siete (63.6%) no expresaban NLRC3, relacion estadisticamente
significativa (p=0,014). Considerando las variables como numéricas, se comprobd6
que esta relacion era inversa (Fig. 22) con un coeficiente de correlacion de Pearson
de -0.545 (p=0,004).

FT1799% no se ha podido relacionar con la

Fig. 22 Correlacion entre HMGN2 y NLRC3

12,00

9,00

6,00

sNOD3

3,00

0,00

T
-5,00 -4,00 -3,00 -2,00 -1,00 0,00 1,00
tHMGN2

4.3.2. Analisis multivariante

Las variables predictoras de malignidad en el analisis bivariante fueron el
sexo masculino, la presencia de sintomas clinicos y exploracién fisica sugerentes de
lesion neoplasica, la ecografia sospechosa, los niveles altos de TSH, la captacién
focal en el "®FDG-PET/TAC, la presencia de la mutacion BRAF (Tabla 19), la
expresion de HMGN2 en tejido tiroideo (Tabla 23) y la no expresion de NLRC3 en
sangre periférica (Tabla 24).

Soélamente la expresion de HMGNZ2 y la no expresion de NLRC3 han sido
confirmados en el analisis multivariante. Como se puede ver en la Tabla 27, la
expresion de HMGN2 en tejido tiroideo patolégico aumenta el riesgo de que éste sea
un cancer en 24 veces, mientras que la expresion de NLRC3 practicamente anula
dicho riesgo. Si lo interpretamos desde el punto de vista opuesto, la no expresién en
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sangre periférica de NLRC3, aumentaria hasta en 19 veces el riesgo de malignidad
en el andlisis bivariante (OR 19,2; 95% IC: 1,9-196-5; p= 0,013) y hasta 9 veces en
el multivariante (OR 9; 95% IC: 0,6-142,9; p= 0,114).

Tabla 27 Analisis multivariante mediante regresion logistica

VARIABLES PREDICTORAS Coeficiente B E.T p OR IC 95%
CRUDAS

HMGN2 expresado 3,7 1,2 0,003 40,000 3,6 - 447
NLRC3 expresado -2,9 1,2 0,013 0,052 0,0-0,6
AJUSTADAS

HMGN2 expresado 3,2 1.3 0,014 24,359 1,94 -312,34
NLRC3 expresado -2,2 1.4 0,114 0,110 0,0-1,7

E.T. error tipico de B; OR: Odds ratio

4.3.3. Utilidad de la expresidn génica para diagnosticar malignidad

Los valores expuestos en la Tabla 28 nos muestran la capacidad predictiva de
lesion maligna de la expresion en tejido de HMGNZ2, con una exactitud global de casi
el 85%, destacando una especificidad del 92% y un VPP del 90%.

NLRC3, como ya hemos expuesto, predice benignidad, y lo hace con una S
del 92,31%.

Tabla 28 Capacidad predictiva de HMGN2 y NLRC3

95 % I.C.
Limite inferior Limite superior
Exactitud 84,62% 64,27% 94,95%
Sensibilidad 76,92% 45,98% 93,84%
Especificidad 92,31% 62,09% 99,60%
Valor predictivo positivo 90,91% 57,12% 99,52%
Valor predictivo negativo 80,00% 51,37% 94,69%
95 % I.C.
Limite inferior Limite superior
Exactitud 76,92% 55,92% 90,25%
Sensibilidad 92,31% 62,09% 99,60%
Especificidad 61,54% 32,28% 84,87%
Valor predictivo positivo 70,59% 44,05% 88,62%

Valor predictivo negativo 88,89% 50,67% 99,42%
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El area bajo la curva calculada para la expresiéon de HMGN2 es de 0,870 y
para la de NLRC3 es de 0,941(Fig. 23).

Fig. 23 Curvas ROC para HMGN2 y NLRC3

HMGN2 Curva COR . NLRC3 Curva COR

Susceptibilidad

1 - Especificidad 1 - Especificidad

4.3.4. ®*FDG-PET/TAC

Aunque hemos visto que la captacion focal en esta prueba se relaciond con la
malignidad de la lesién (Tabla 19), en esta serie s6lo se ha diagnosticado
correctamente el 58,3% de los 12 pacientes con citologia indeterminada a los que se
les realizé (Tabla 29). Aunque la S es del 100% pues los cuatro pacientes malignos
tenian captacién focal, es muy poco especifica, ya que el 55,6% de las ocho
lesiones benignas también la tenian (p= 0,491).

La expresién génica no se ha relacionado con la captacién focal de FDG. De
los 11 pacientes que expresaban HMGN2, 10 (90%) tenian captacion focal en la
'8EDG-PET/TAC frente a los 6 de los 10 que (60%) que no lo expresaban (p=0,149).
Por otro lado, aunque el 100% de los que no expresaban NLRC3 tenian captacion
focal (8 de 8 casos), también la tenian 8 de los 13 que si lo expresaban (61,5%; p=
0,111).

Tampoco hay significacion estratificando por tipo de lesion, es decir
relacionando captacion focal y expresion génica para diferenciar malignidad vy
benignidad. De los cinco pacientes con patologia benigna que tenian captacion focal
ninguno expresaba HMGN2, mientras que los 10 tumores malignos que si lo
expresaban en tejido también tenian captacién focal. Estas diferencias, en cualquier
caso, no fueron significativas (p= 0,444 y p= 0,167, respectivamente).
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Tabla 29 Capacidad diagnéstica de la '*FDG-PET/TAC en pacientes con citologia
indeterminada

95 % I.C.
Limite inferior Limite superior
Exactitud global 58,33% 28,60% 83,50%
Sensibilidad 100,00% 39,58% 97,65%
Especificidad 37,50% 10,24% 74,11%
Valor predictivo positivo 44,44% 15,34% 77,35%
Valor predictivo negativo 100,00% 31,00% 96,82%

En el caso de los enfermos que expresaron NLRC3 en sangre periférica, los
afectos de lesiones benignas tuvieron un porcentaje similar entre los que captaron
(56,6%) y los que no (44,4%). Dado que todos los pacientes benignos expresaron
NLRC3 no se pudo hacer comparativa segun las diferencias de expresion en este
grupo. En cuanto a los afectados por cancer tiroideo, sélo tres de los 11 que tenian
captacion focal de FDG expresaban NLRC3 frente al 100% (8 casos) de los que no
lo expresaron (p= 0,333).

Dado que a ningln paciente con '®FDG-PET/TAC negativo se les determiné
la mutacion BRAF'"%* no ha sido posible relacionar ambas variables.

4.3.5. Modelo predictivo.
El modelo predictivo obtenido con la regresion logistica es:

ea‘,ﬂx.x f:.f

1+ eu.,-m.x 1+ e'fan"ﬂnx)

p:

p= 1/1+e-(0,385 + 3,193*HMGN2 - 2,207*NOD3), donde p es la probabilidad
de padecer un tumor maligno. Dado que se han considerado las variables como
categodricas, los cuatro posibles valores que podria tomar p son:

- Ambos genes negativos: la probabilidad pronosticada de tumor maligno es
de 0,595.
- Ambos genes positivos: la probabilidad es del 0,797

- La combinacion HMGN2 negativo y NLRC3 positivo: la probabilidad de
malignidad es de 0,139, asi que podriamos concluir que predice benignidad (Tabla
30).

- Finalmente, la presencia de HMGN2 positivo y NLRC3 negativo: es la
mejor combinacion para predecir malignidad, con una probabilidad de 0,972 (Tabla
30).

La combinacion predictora de malignidad tiene una E del 100% pero a costa
de una S baja (53,85%). Por su parte, la combinacion predictora de benignidad tiene
una exactitud del 84%.
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Tabla 30 Capacidad diagnéstica del modelo predictivo en la totalidad de la serie

95 % I.C.
Limite inferior Limite superior
Exactitud 76,92% 55,92% 90,25%
Sensibilidad 53,85% 26,12% 79,60%
Especificidad 100,00% 71,65% 99,29%
Valor predictivo positivo 100,00% 56,09% 98,68%
Valor predictivo negativo 68,42% 43,50% 86,44%
95 % I.C.
Limite inferior Limite superior
Exactitud 84,62% 64,27% 94,95%
Sensibilidad 84,62% 53,66% 97,29%
Especificidad 84,62% 53,66% 97,29%
Valor predictivo positivo 84,62% 53,66% 97,29%
Valor predictivo negativo 84,62% 53,66% 97,29%

La curva ROC cuando aplicamos el modelo multivariante con ambos genes a
la serie total es la expuesta en la Fig. 24 y muestra un area bajo la curva de 0,893.

Fig. 24 Curva ROC del modelo predictivo de dos genes
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Los segmentos diagonales son producidos por los empates.
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En el subgrupo de los 15 pacientes con citologia indeterminada de la serie
(Tabla 31), comprobamos que la expresion de HMGN2 es significativamente mas
alta en los pacientes con lesiones finalmente malignas que en los del GB. Es mas,
de los tres pacientes con nddulos finalmente malignos, todos lo tenian expresado (S
100%), frente a sélo uno de los benignos (E 90%).

En cuanto a NLRC3, y para este mismo subgrupo, encontramos que de los 11
pacientes que lo expresaron, s6lo uno tenia una lesidbn cancerosa, siendo la
diferencia entre la frecuencia de expresidn en lesiones benignas y malignas
estadisticamente significativa. Dado que esta presente s6lo en los pacientes del GB,
se podria considerar como un gen protector. De esta forma, su expresion tendria
capacidad de predecir la benignidad de la lesién con una S del 100% y una E algo
mas baja pues uno de los malignos también lo expresaba.

Tabla 31. Capacidad discriminativa de HMGN2 y NLRC3 en pacientes con citologia
indeterminada.

‘ HMGN2 ‘ NLRC3
Expresion en el GB 1de 10 (10%) 10 de 10 (100%)
Expresion en el GM | 3de4 (75%) | 1de3(33%)
p 0,014 0,038
95% I.C. ‘ 95% I.C.

Limite Limite Limite Limite

superior  inferior superior inferior
Exactitud global ‘ 92,3% 62,09% 99,60% ‘ 92,3% 62,09% 99,60%
Sensibilidad 100,0% 31,00% 96,82% 100,0% 65,55% 99,08%
Especificidad ‘ 90,0% 54,11% 99,48% ‘ 66,7% 12,53% 98,23%
Valor predictivo positivo 75,0% 21,94% 98,68% 90,9% 57,12% 99,52%
Valor predictivo negativo ‘ 100,0% 62,88% 98,97% ‘ 100,0% 19,79% 95,11%
Area bajo la curva 0,975 0 1 0,975 0 1

La aplicacién del modelo predictivo obtenido por regresion logistica a este
subgrupo de pacientes, proporciona una elevada E y VPP para predecir malignidad
e igualmente para predecir benignidad, como se observa en la Tabla 32, siendo la S
del predictor de benignidad algo mas elevada que la del otro modelo (90% vs. 75%).

Tabla 32 Capacidad diagnéstica del modelo predictivo en los pacientes con citologia
indeterminada

HMGN2 expresado + NLRC3 no expresado

95 % I.C.
Limite inferior Limite superior
Exactitud 92,86% 64,17% 99,63%
Sensibilidad 75,00% 21,94% 98,68%
Especificidad 100,00% 65,55% 99,08%
Valor predictivo positivo 100,00% 31,00% 96,82%

Valor predictivo negativo 90,91% 57,12% 99,52%
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HMGN2 no expresado + NLRC3 expresado

95 % I.C.
Limite inferior Limite superior
Exactitud 92,86% 64,17% 99,63%
Sensibilidad 90,00% 54,11% 99,48%
Especificidad 100,00% 39,58% 97,65%
Valor predictivo positivo 100,00% 62,88% 98,97%
Valor predictivo negativo 80,00% 29,88% 98,95%

Nuevamente el area bajo la curva ROC del modelo multivariante aplicado a
los pacientes con citologia indeterminada es muy elevada (0,983) y se muestra en la
Fig. 25.

Fig. 25 Curva ROC del modelo predictivo de dos genes en pacientes con citologia indeterminada
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Los segmentos diagonales son producidos por los empates.

4.3.6. Analisis de la influencia de las diferentes variables sobre el pronéstico.

En las Tablas 25 y 26, se ha expuesto el andlisis bivariante de los genes con
expresion diferencial en relacién con las caracteristicas del tumor que tienen valor
pronéstico. Como se puede apreciar, no se han detectado diferencias significativas
con ninguna variable excepto la expresion de NLRC3 que se relaciona con una Tg
estimulada postoperatoria mas baja en el seguimiento y un periodo mas largo hasta
el tiempo de recidiva.

La mediana de seguimiento fue de 74 meses con un rango intercuartilico de
55-82 en los pacientes con lesiones benignas, y algo inferior, 69 meses (57-79) en
los pacientes con patologia maligna. La supervivencia global de la serie es del 83%,
con una media del tiempo de supervivencia de 74,83 + 5,2 meses (Fig. 26).
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Fig. 26 Supervivencia global de los pacientes con patologia maligna
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La expresiéon o no de HMGN2 en tejido tiroideo patoldgico (Fig. 26) no ha
influido en la supervivencia global de la serie (78,8% vs. 66,7%; test de log-rank, p=
0,660) y tampoco la expresion o no de NLRC3 en sangre periférica (Fig. 27): 80%
vs. 75% (test log-rank, p=0,724).

Fig. 27 Supervivencia global en funcion de la expresiéon de HMGN2 y de NLRC3
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La supervivencia libre de enfermedad ha sido, para toda la serie, del 61,1%,
con una media de 57,7 = 7 meses (Fig. 28).

Fig. 28 Supervivencia libre de enfermedad para toda la serie
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Tampoco hemos podido relacionar las diferencias de expresion de HMGN2
(80% vs. 100%; test log-rank, p= 0,426) y de NLRC3 (100% vs. 75%; test de log-
rank, p= 0,247) con la supervivencia libre de enfermedad (Fig. 29), teniendo en
cuenta que para este calculo se han excluido los siete pacientes malignos del grupo
de estudio, al no tener disponibles los datos de PCR.

Fig. 29 Supervivencia libre de enfermedad funcion de la expresion de HMGN2 y de NLRC3
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5. DISCUSION

El clasificador obtenido con este estudio nos muestra la probabilidad de tener
una lesion maligna (CPT) en funcion de la expresion o no de dos genes, uno tisular
(HMGNZ2) y otro en sangre periférica (NLRC3). La expresidn del primero junto con la
ausencia del segundo genera una probabilidad de malignidad del 0,98 mientras que
si la combinacién es la contraria, esta probabilidad se reduce al 0,14. La aplicacion
de este predictor al subgrupo de pacientes con lesiones con citologia indeterminada
en la PAAF, muestra una alta capacidad predictiva, y permite identificar
correctamente la malignidad o benignidad de la mayoria de las lesiones, con un area
bajo la curva de 0,983. El estudio ha revelado, ademas, que la expresién de ambos
genes esta inversamente relacionada entre si.

5.1. SUJETOS DE ESTUDIO

El cancer de tiroides es el mas frecuente del sistema endocrino!'% y el que
mas rapidamente ha aumentado su incidencia en ambos sexos'%. Este hecho se
atribuye al mayor numero de tumores de pequefio tamafo diagnosticados,
fundamentalmente CPT de menos de 2 cm(%'%)  La supervivencia global es
excelente llegando al 97% a los 10 afios!'®. EI CPT es el tipo histolégico mas
frecuente, suponiendo aproximadamente el 80% de los casos de cancer de
tiroides!"*®). Dentro de este grupo, la variante con mas dificultad diagnéstica en el
estudio preoperatorio es la folicular (CPT-VF) ya que simula un CFT
encapsulado("??.

El diagndstico de esta patologia, se fundamenta basicamente en la ecografia

y la citologia. Existen algunas caracteristicas ecograficas relacionadas con la

malignidad (Tabla 1)** pero ninguna por si sola tiene suficiente valor predictivo. Sin

embargo cuando se suman dos 6 mas, aumenta mucho la capacidad diagndstica®®

) por lo que, en nuestro estudio, se ha utilizado este criterio para clasificar

preoperatoriamente a los pacientes. La sospecha ecografica se confirmé en el 55%
de los casos (Tabla 19).

El segundo pilar del diagndstico del cancer de tiroides es la citologia por su
elevada capacidad para detectar cancer, con especificidad y valor predictivo positivo
(VPP) que rondan el 100%“*%. Al inicio de este estudio todavia los informes
citolégicos eran poco sistematizados, descriptivos, no comparables, usaban la
nomenclatura histoldgica y rara vez indicaban manejo o riesgo de malignidad. Salvo
en el caso de carcinoma papilar, carcinoma medular, enfermedad metastasica y
linfoma, la confusion de la terminologia daba lugar a dar diferentes diagndsticos para
las mismas entidades®®**°). E| TBSRTC se concibi® para poner fin a esta
situacion® y, en nuestro centro comenzé a utilizarse en enero de 2009. En
cualquier caso, existe un porcentaje de pacientes que no pueden ser diagnosticados
por citologia y que plantean el diagnéstico diferencial con CFT o un CPT-VF. Son
las antiguas proliferaciones foliculares o las nuevas neoplasias foliculares (Bethesda
4), que no deberian superar el 15% de las citologias, con un riesgo de malignidad
asociado no superior al 30%?.

En el periodo en el que se inicid el reclutamiento de los casos incluidos en
esta Tesis Doctoral nuestras tasas de citologia indeterminada eran algo superiores
a esta cifra® como se ha comentado en Pacientes y Métodos. Con estos datos,
durante la fase de disefio del estudio, se decidié modificar los criterios de inclusion
para incrementar el numero de pacientes participantes con enfermedad maligna en
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un periodo de tiempo aceptable. La mitad de los incluidos presentaban una citologia
indeterminada (Tabla 18) de los que el 20,6% se diagnosticaron finalmente de
cancer tiroideo.

Por ultimo se decidié afiadir a la muestra a los pacientes con mutacion
BRAFT%%A " independientemente del informe citolégico, en base a los resultados
preliminares del estudio que sobre su utilidad en la citologia tiroidea se estaba
realizando en nuestro centro’®. En este trabajo, cuyos resultados finales se han
publicado recientemente®®, la especificidad de la mutacion fue del 100%, sin ningun
falso positivo.

Para establecer los grupos comparativos (GM vs. GB) era necesario conocer
el tipo de lesién que afectaba a cada paciente (benigna o maligna). Asi pues, tras
tener disponible el informe final del servicio de Anatomia Patolégica de nuestro
centro, los pacientes elegibles fueron asignados al grupo de estudio o de validacion.
Este proceso no fue aleatorio puesto que en el disefio del estudio figuraba el analisis
de todos los casos. Cuando esto no fue posible, se decidié seguir un criterio
temporal, por el cual, los pacientes con muestras disponibles en la Unidad de
Investigacion en los primeros 12 meses fueron adscritos al grupo de estudio,
mientras que el resto lo fue al grupo que se utilizaria para validar los resultados
obtenidos.

El analisis de expresion génica que permiten los biochips CodeLink™ es de
un color. Asi que se obtuvieron por duplicado los datos brutos y normalizados de los
pacientes del grupo de estudio. El siguiente paso fue obtener los datos de expresién
diferencial entre el GM y el GB, tanto en tejido como en sangre periférica. Para ello,
los bioinformaticos se sirvieron del método SAM. Aunque los estudios de
microarrays se suelen disefiar con dos colores para tratar de evitar la variabilidad
derivada del procedimiento®®® 32" |a alta calidad de los bioarrays comercializados
ha mejorado mucho la consistencia de los resultados“®?). Los ensayos de un color
permiten la comparacion a través de los microarrays y entre grupos de muestras y
se consideran equivalentes a los ensayos de dos colores, proporcionando niveles
similares de informacion bioldgica®®®.

La financiacion limitada y lo costoso de los analisis mediante microarrays nos
impidio llegar al tamafio muestral previsto, asi que en el grupo de validacion se dio
prioridad al analisis de nuevos pacientes con lesiones malignas, mientras que para
el GB volvimos a usar parte de la muestra del grupo de estudio. De esta forma,
ademas de validar la técnica, pensamos que obtendriamos la maxima informacién
genética de esta patologia, y un perfil génico con mas posibilidades de predecir
malignidad. Otros autores han publicado disefios similares utilizando parte de la
muestra de estudio para validacién de resultados, bien con gRT-PCR bien con otros

medios como la inmunohistoquimica o el Western Blot(340: 342 347, 350, 354, 364, 368, 369, 372,
378, 381)

Desde el punto de vista clinico, los grupos benigno y maligno han mostrado
l6gicas disimilitudes en la presencia de sintomas, exploracion fisica y caracteristicas
ecograficas sugerentes de malignidad (Tabla 19). Ademas se diferenciaron en otras
variables asociadas a cancer tiroideo como son el nivel de TSH, mas alto en los
pacientes del GM(''® 126.127) ' |3 presencia de mutacion BRAFT'799A(130, 131,195,198, 199)
y la captacion focal en el "8 FDG-PETV® 77,

Esta diferencia significativa en la captacion focal de '®*FDG entre ambos
grupos de pacientes abridé una nueva via de investigacion, que intenté determinar si
dicha captacion diferencial tendria validez en el diagndstico preoperatorio de los
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pacientes con citologia indeterminada. Con los participantes en este estudio no
conseguimos demostrar su utilidad (Tabla 29) en la etapa previa a la implantacion
del sistema Bethesda, que sistematizo los informes citolégicos.

Se decidié continuar con esta linea de investigacion mediante la realizacion
de un estudio prospectivo de validez de pruebas diagndsticas sobre pacientes con
nddulos tiroideos y una citologia compatible con Bethesda 4, prolongando el
reclutamiento de pacientes hasta abril de 2012. Los datos de este trabajo fueron
publicados en 20139 aportandose como articulo asociado a esta Tesis Doctoral.
La muestra se componia de 46 pacientes de los que el 28,3% tuvieron una lesion
finalmente maligna. Se confirmé que la presencia de captacion focal se relacionaba
con mas riesgo de cancer, con una S, E, VPP y VPN del 92,3; 48,5; 41,4; y 94,1%,
respectivamente.

Puesto que la asignacion al grupo de estudio y de validacion no ha sido
aleatoria, se han comparado las caracteristicas clinicopatolégicas y con valor
pronostico de los tumores malignos que componen dichos grupos (Tabla 20). La
unica diferencia significativa fue que los pacientes del grupo de estudio recidivaron
mas, sin que, con el estudio estadistico realizado, podamos aventurar una causa. No
obstante, al analizar las proporciones obtenidas en cada grupo, parece haber mayor
tamafio tumoral, mas frecuencia de invasion vascular, extension extratiroidea y
afectacion ganglionar, asi como méas dosis acumulada de **'l en el grupo de estudio.
Teniendo en cuenta el orden en que los pacientes fueron intervenidos, y que este
hecho condicion6 el orden en que se obtuvieron y se procesaron las muestras,
podria haber habido una concentracion de pacientes con peor prondstico al inicio del
estudio.

Finalmente he de destacar, que aunque nuestro objetivo inicial era diferenciar
lesiones malignas de benignas, dado que todos los pacientes con tumores malignos
fueron diagnosticados de CPT, desconocemos si los resultados seran extrapolables
a otros tipos histolégicos.

5.2. PERFIL DE EXPRESION GENICA MEDIANTE MICROARRAYS.

Puesto que, ni los datos clinicos ni los radiolégicos dan mas rendimiento
diagndstico que la PAAF en los pacientes con resultado citolégico de neoplasia
folicular, se han realizado multiples estudios tratando de encontrar un marcador mas
sensible que ésta para discriminar las lesiones benignas de las malignas, evitar
cirugias diagndsticas innecesarias, e incluso, dar informacion con valor prondstico
para individualizar el tratamiento. De hecho, los estudios moleculares comienzan a
aparecer en las guias clinicas como método auxiliar en caso de citologia
indeterminada, aunque su uso rutinario aun no esté formalmente recomendado!’: % %%
30.95.63.181) ' Actualmente, sin embargo, no hay disponible ningiin marcador que por si
solo tenga esta capacidad®*®).

Esta dificultad diagnéstica, la ausencia de un marcador, y la variabilidad en
metodologia y resultados de los estudios publicados (Tabla 13) estimularon el disefio
de esta investigacion y mantienen su validez.

Las técnicas para los estudios cromosdmicos o de genoma han evolucionado
a partir de la tecnologia de los microarrays. Esta consiste en la extraccién del ARN
de muestras de tejido o de sangre, para proceder a su purificacion, amplificacion,
marcaje e hibridacién, tras lo cual se puede realizar el analisis de la expresion
génica obteniéndose un mapa de genes con diferentes grados de expresion'®??. En
concreto, los estudios con microarrays analizan simultdneamente el nivel de
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expresion de miles de genes, en una célula concreta (o con&unto celular), en un
momento determinado y bajo unas condiciones especificas®?": 329330,

En esta Tesis Doctoral se decidié realizar el analisis del genoma completo,
comparando a los pacientes del GM frente a los del GB. Se encontraron 11 genes
sobreexpresados en tejido, mientras que en sangre periférica fueron 9
sobreexpresados y 44 infraexpresados. Los genes encontrados no se han descrito
previamente en otros estudios de similares caracteristicas.

Como ya se ha expuesto la variabilidad de los estudios de expresion es alta 3/
tiene diversas causas, desde las diferentes plataformas de mlcroarrays usadas®
349.3%4) hasta la metodologia estadistica para procesar los datos®*® pasando por las
dlferenC|as en la seleccion y comparacion de las muestras®?® o artefactos
metodoldgicos®?.

Sélo en un trabajo de los revisados Tabla 13) se ha utilizado una
plataforma de la misma casa comercial que la nuestra (Applied Biosystems) aunque
difiere en el nimero de sondas’. En dicho trabajo se estudiaron muestras de CFT y
de AF (4 muestras de cada clase). Por ultimo, el estudio estadistico se baso en la
desviacién estandar y el agrupamiento jerarquico no supervisado. Los autores
encontraron 25 genes capaces de distinguir entre AF, CFT micro y altamente
invasivo. De éstos los mas significativos fueron DPT y QPRT, éste ultimo 20 veces
mas presente en CFT que en AF.

La mayoria del resto de autores utilizaron biochips de Affymetrix
349, 350, 355, 358, 360, 362, 363, 365, 368, 372-374, 376, 380, 404-407). Se ha comprobado que cuando se
comparan plataformas, aunque los resultados sea consistentes de unas con
otras®*), éstos no son directamente comparables entre SI ni se pueden reproducir
salvo que se seleccionen los genes de un mismo estudio®®

Sélo algunos trabajos analizan unicamente CPT frente a patologia benigna®>®
361, 362, 374-376, 380, 381) haro ni el disefio ni el andlisis estadistico coinciden con el usado
por nuestro grupo. Algunos autores también han utilizado SAM para el analisis de
sus datos®% 362 372.377) harg en estos casos ni las muestras ni el disefio del estudio
coinciden con el expuesto aqui.

En todos los articulos resumidos en la Tabla 13 se describe un perfil génico,
con mayor o menor numero de genes, que diferencian distintas patologias. En el
presente trabajo se ha confirmado en un grupo de validacion analizado mediante gR-
TPCR que la expresion de dos genes tienen capacidad discriminante entre lesiones
tiroideas malignas y benignas. Tanto en el analisis bivariante (Tablas 21, 22) como
en el multivariante (Tabla 27), la expresion tisular de HMGN2 ha resultado ser un
marcador de malignidad, mientras que la de NLRC3 en sangre periférica lo ha sido
de benignidad. Es de destacar la significativa relacion inversa entre ambos genes,
como se puede ver en la Fig. 22, lo que podria tener importancia desde el punto de
vista bioldgico.

(354) (

®(300, 340, 346,

" Plataforma de Hinchs et al. 2009: Applied Biosystems Human Genome Survey Microarrays V.2.0. Informacion
disponible en:
http://www3.appliedbiosystems.com/cms/groups/mcb_marketing/documents/generaldocuments/cms_041901.pdf
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Hasta el momento, teniendo en cuenta la amplia revision bibliografica
realizada, podemos afirmar que es la primera vez que la sobreexpresion ambos
genes se describe en patologia tiroidea.

5.2.1. HMGN2

El gen HMGN2 o High Mobility Group Nucleosomal Binding Domain 2*
(también Nonhistone Chromosomal Protein HMG-17, High Mobility Group Protein
N2, o HMG17) se encuentra localizado en el cromosoma 1 (1p36.1; Fig. 30) y
codifica una proteina de unién del ADN nucleosémico ligada a la cromatina activa.
También parece tener una amplia actividad antimicrobiana. La expresion del ARNm
HMNG2 ha sido descrita en tejido tiroideo normal.

Fig. 30 Gen HMGNZ2 en el brazo corto cromosoma 1
(Fuente: http://www.genecards.org/Search/Keyword?queryString=hmgn2; acceso en octubre de 2015)
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El grupo asociado a cromatina de alta motilidad (chromatin-associated high
mobility group: HMG) es una superfamilia de proteinas que incluye a otras tres:
HMG-AT-hook (HMGA), HMG-box (HMGB), y HMG unida al nucleosoma’
(HMGN)“%) Esta ultima familia, a su vez, estd compuesta por cinco proteinas
arquitecturales de la cromatina®®?, y de ellas, HMGN1, 2 y 4 son expresadas amplia
e inespecificamente en los tejidos humanos. Las proteinas HMGN descompactan la
cromatina condensada“'?, aumentan la actividad transcripcional del molde de
cromatina®'®, intervienen en la reparacion del ADN, sobre todo HMGN2*'"), en Ia

remodelacion de la cromatina®'? y en el grado de modificacién de las histonas“'®).

La secuencia del ADNc de HMGN2 fue descrita en 1986“' y el gen se
localizo en el cromosoma 1 en 1990“'). La primera descripcién como componente
estructural que facilitaba la funcién de la cromatina fue publicada por Bustin y
Reeves en 1996“'®. Actualmente se considera que la disposicion estructural del
complejo HMGN2-nucleosoma se puede comparar a una una grapa que se ancla por
un lado al octdmero de histona y por otro al ADN nucleosomal. De esta forma

+ La Informacion basica de ambos genes se ha obtenido de GENECards®, (http://www.genecards.org) y NBCI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=), incluidas las ilustraciones en las que no se indique lo contrario.

" El nucleosoma es una estructura nuclear en la que dos vueltas de ADN (unas 146 pares de bases) se enrollan
alrededor de un cilindro u octamero de histonas (dos dimeros de histona H2A-H2B junto a un tetramero de
histonas H3-H4). Es la unidad basica de la cromatina, es decir del genoma compactado para que tenga cabida
en el nucleo. Fuente: portal de Medicina molecular de FIBAO en http://medmol.es/glosario/23/; acceso en octubre
de 2015.
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HMGN2 puede interferir con la histona de enlace H1 y promover la descompactacion
de la cromatina mediante su separacion de dicho complejo, fosforilandose durante la
fase de mitosis'®. Esta union a la cromatina es dinamica y dependiente de la fase
del ciclo celular. Asi, durante la interfase las HMNGs se unen especificamente al
nucleosoma mientras que esa union es débil y no especifica durante la mitosis®'").
Las modificaciones postranslacionales afectan a sus efectos bioldgicos, ya que
influyen en la interaccion de la proteina con el ADN. Estas modificaciones se
realizan mediante acetilacién, metilacién, fosforilacién y SUMOlizacion®'®. Este
ultimo mecanismo se produce en situaciones de estimulacion inflamatoria vy
disminuye la afinidad de HMGN2 por el nucleosoma y, por tanto, favorece la
descompactacion de la cromatina. Recientemente se ha descubierto que la proteina
es expresada y secretada por los monocitos, convirtiéendose en un efector
relacionado con la funcion inmunitaria de las células natural killer y los linfocitos T
citoliticos*1% 420),

HMGN2 se ha implicado en la regulacion de la transcripcion®'® 42" Uno de
los mecanismos por el que parece realizar esta funcion es a través de la via Wnt-[3-
catenina, cuyas mutaciones se relacionan con canceres tiroideos!'?* 170 171)
fundamentalmente poco diferenciados. En resumen, la activacion de esta via permite
la translocacion de la 3 -catenina al interior del nucleo celular donde forma un
complejo con HMGN2 y PITX2 (factor de transcripcion) convirtiéndose en un
complejo transcripcional activo. Cuando la via es inactivada, la 8 -catenina se
degrada y HMGN2 inactiva a PITX24??.

También se ha vinculado con la diferenciacion celular'
investigado su relacién con el cancer:

- Se ha encontrado su sobreexpresion en células de sangre periférica de
pacientes con leucemia mielocitica crénica con respecto al tejido normal®?®, en
lineas celulares de leucemia promielocitica*®?), y en tejido tumoral de pacientes con
cancer de mama y cancer intestinal*®®). Los autores relacionan el nivel de expresion

de la proteina con la tasa de proliferacion celular.

- La ausencia de HMNGZ2, en cultivos de la linea celular DT40, hace a dichas
células mas sensibles a la radiacion ultravioleta debido a una alteracion en la
capacidad de reparar el dafio en el ADN, lo que provoca un aumento de la
apoptosis®*'!

- Se ha relacionado con el neuroblastoma, donde las deleciones en el brazo
corto del cromosoma 1 (1.p36) son una de las alteraciones genéticas mas
frecuentes®?®).

- En cancer de mama serviria de factor regulador en eventos biolégicos que
contribuirian al fenotipo tumoral mediante interaccién con el receptor de prolactina
(PRLr) translocado al nticleo?”). Esto daria lugar a la activacidn de la expresion de
genes mediados por Statba. Entre los genes diana de esta via estaria CCND1, cuya
sobreexpresion ha sido descrita en relacién con el CPT(? (Tablas 11y 13).

- Se ha encontrado expresado en un modelo animal de glucagonoma
aunque se desconoce si esta hiperexpresion tendria que ver con fenotipos
vinculados a la produccién hormonal®?®

- HMGN2 es directamente inhibido por miR-23a, y éste, a su vez, es

estimulado por TGF-B. La sobreexpresion de miR-23a se ha documentado en varios

tipos de cancer: gastrico, mamario, pancreatico, y en inobIastoma(429).

412, 423, 424) y se ha
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- Hay otras evidencias de un posible efecto antitumoral. En lineas celulares
de osteosarcoma, su sobreexpresion tiene un efecto protector pues disminuye la
proliferacion y la migracién celular, aumenta la apoptosis y la sensibilidad a la
quimioterapia, disminuyendo la expresién de CCND1“*%. Estos resultados coinciden
con investigaciones en otros tumores como el carcinoma oral de células
escamosas*'®, donde ademas asocian la sobreexpresion de HMGN2 con la
regulacion al alza de p53 y a la baja de BCL-2. En cultivos de células tumorales se
ha comprobado que las células T CD8 (activadas con antigeno tumoral) que
expresan HMGN2 pueden matar a las células tumorales??.

Fig. 31 Interacciones con otros genes.
[Fuente: STRING 10 (en: http://string-db.org); acceso en octubre de 2015]
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Las posibles relaciones funcionales de HMGN2 (Anexo VI) se exponen en la
Fig. 31. Probablemente, la mas interesante es la que tiene con KAT2B, que funciona
como una acetiltransferasa de histonas (HAT) para promover la activacion de la
transcripcion. Como se puede ver en la figura, a través de ésta conecta con p53“®"),
y también con HFI1A (o HIF-1a). Como ya se expuso la seccion 1.4, HFI1A tiene que
ver con la angiogénesis y las vias de senalizacion MAPK y PI3K/AKT, y se ha
encontrado en tumores tiroideos, sobre todo indiferenciados!"”” ', Por otro lado, el
gen supresor p53 induce la inactivacion de HMGNZ2, ademas de la de otros
reguladores celulares, en el cumplimiento de su misién como inhibidor del ciclo

celular®®".

Otra vinculacién descrita es con NF-kB en un estudio con la linea celular
A54914%8 418) Esta via de sefalizacion interviene, entre otras, en la regulacién de la
respuesta inflamatoria ligada a la génesis tumoral y también se ha relacionado con el
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cancer tiroideo"* " No se ha encontrado ningtin estudio que relacione este gen o

su proteina a patologia tiroidea.

En resumen podemos decir que HMGN2 esta vinculado funcionalmente a la
transcripcion del ADN, la diferenciacién celular y a mecanismos relacionados con la
inmunidad, incluida la inmunidad tumoral. Sin embargo no hemos encontrado
explicacion a su sobreexpresion en los tumores malignos de nuestra serie, ni a su
significado biolégico. También se desconoce si la sobreexpresion conlleva algun tipo
de alteracién en su estructura molecular que condicione un fenotipo maligno.

5.2.2. NLRC3

NLRC3 (NOD3; CLR16.2) pertenece a una familia de genes que actuan en la
repuesta inmunitaria innata, generalmente estimulando la respuesta inflamatoria,
aunque algunos miembros lo harian con efecto inhibidor®*?. Se caracterizan por
tener un dominio N-terminal fundamental para la transcripcion, un dominio
intermedio de unidén a nucledtidos (NBD) y una region C-terminal rica en leucina
(LRR), conociéndose de forma genérica como NLR (NB-LLR-related gene
family) %2,

Este grupo de genes se describid a inicios de los afios 2.000 por distintos
grupos lo que ha dado lugar a una nomenclatura confusa que finalmente se
consensud en 2008“*). En este grupo se incluyeron genes con los siguientes
nombres:

- CATERPILLER (CLR)*** por sus siglas en inglés: CARD, Transcription
Enhancer, R (purine)-binding, Pyrin, Lots of Leucine Repeats.

- NOD™®): Nucleotide-oligomerization domain
- NOD-LRR: Nucleotide-oligomerization domain-Leucine rich repeat.

- NACHT-LLR*®®); nomenclatura dada por las iniciales de 4 proteinas que
definian su funcién: neuronal apoptosis inhibitory protein (NAIP), MHC
(complejo mayor de histocompatibilidad) class Il transcription activator
(CIITA), incompatibility locus protein from Podospora anserina (HET-E),
and telomerase-associated protein (TP1).

- NOD-like receptor.
Cada subfamilia se distingue por su dominio N-termina

- NLRA: Dominio de transactivacién acidica cuyo miembro principal es
CITA.

- NLRP: Dominio pirina (PYD), previamente denominados PAN, PYPAF y
NALP.

- NLRC: Domino caspasa (caspase recruitment domain o CARD), o también
CARD o NOD. En esta subfamilia se incluye NLRX1, unico que contiene
una secuencia N-terminal dirigida a las mitocondrias.

- NLRB: Dominio BIR (baculovirus inhibitor of apotosis protein repeat) o NAIP
6 BIRC.

De este grupo de genes y se han descrito al menos 23 miembros'
les ha asociado a distintos trastornos inmunolégicos**® 44°):

- CIITA: inmunodeficiencia.
- NLRP3: sindromes autoantiinflamatorios
- NOD2: enfermedad de Crohn, sindrome de Blau (asma, artritis psoriasica).

| (433,437).

438, 439) y se
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- NLRP1: sindromes autoinmunes asociados al vitiligo.

Los NLR forman parte de la familia de receptores de reconocimiento de
patrones (pattern recognition receptors o PRR), esenciales en el sistema inmunitario
innato. Estos, tras reconocer patdgenos (patrones moleculares asociados a
patdbgenos o PAMP), dafio o estrés celular (patrones moleculares asociados al
peligro o DAMP) inician las cascadas de sefalizacién inflamatoria. También son
PPRs los receptores tipo Toll, los lecitina tipo C y los tipo RIG-14#3% 441,

Para realizar su funcién en la cascada inflamatoria los NLR forman parte de
dos tipos de complejos proteicos:

- Inflamasomas: inicialmente descritos por Martinon et al. en 200 y
constituidos por una caspasa (-1 6 -5), una proteina NLR (o AIM2, absent in
melanoma 2) y la proteina adaptadora ASC (apoptosis-associated speck-like protein
containing a caspase activation and recruitment domain)**". La interaccién NLR-
ASC activa a la caspasa-1 y como consecuencia se segregan citoquinas
inflamatorias bioldgicamente activas (IL-1B e IL-18, IL-33)“38 441 | 5 activacion de
caspasa-1 puede estimular la piroptosis o muerte celular mediada por la
inflamacion**". Cada NLR reconoce a un grupo especifico de PAMPs y DAMPs**9)

- Nodosomas*® 44 formados por un NLR (NOD1 o NOD2) al que se une
RIP2 (receptor-interacting protein 2). La consecuencia es la activacion de NF-«xB
de la via MAPK, induciendo respuestas promflamatorlas y antimicrobianas“3®.
También induce la activacion de la IL-1B, el TNFa y la IL-6“4°).

Los PPR ademas influyen en la regulacibn de la proliferacion, la
supervwenma y la muerte celular, la angiogénesis, la remodelacién y reparacion
tisular3?,

La exposicion a sustancias o patégenos potencialmente carcinogénicos dara
lugar a una respuesta inmune similar a la descrita, mediada por los PPR y activando
los inflamasomas. No obstante, si esta actividad inflamatoria se mantiene, se crearia
un ambiente proclive a la iniciacion y progresion tumoral®®*®. El papel de la
inflamacion cronica en todas las fases de la carcinogénesis esta bien establecido y
su presencia puede condicionar peor prondstico clinico®". La activacién de los
inflamasomas NLR se ha vinculado con diversos tipos de cancer (colon, mama, piel,
hepatocelular relacionado con virus) mientras que tres miembros de la familia NLR
(NLRC3, NLRP12 y NLRX1)**) regularian negativamente la inflamacion
independientemente de esta via.

Entre las fuentes promotoras de la inflamacién asociados a cancer estan las
infecciones virales y bacterianas, los agentes ambientales, la obesidad, los propios
tumores, las terapias proinflamatorias, o algunas citoquinas (IL-18 and IL- 6)(441)

El descubrimiento de NLRC3 (CLR16.2) y su localizacion en cromosoma 16
fue publicado en 2005**¢). Actualmente” se sabe que se ubica en el brazo corto del
mismo (Fig. 32) y que existen multiples variantes de transcripcidén. Se expresa sobre
todo en el citoplasma de los linfocitos T, pero también se ha encontrado
sobreexpresién de su ARNm en sangre completa (células mononucleares de sangre

(442)
2

"GeneCards®: http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=NLRC3
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periférica), y en tejido esplénico. Se considera un regulador citosélico de la
inmunidad innata.

Fig. 32 Cromosoma 16 con el gen NLRC3 en su brazo corto
(Fuente: http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=NLRC3; acceso en octubre de 2015)
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Ya sus descubridores**®) perfilaron el papel que jugaba en la modulacién de

la inmunidad. NLRC3 atenua el efecto de la activacion de los linfocitos T a través de
la via de senalizacion TCR (T-cell receptor) disminuyendo la transcripcion de genes
estimulados por esta via como CD25 (IL-2Ra) e IL-2, y reduciendo la actividad de
NF-kB, de NFAT (factor nuclear de células T activadas), y de AP-1 (jun). También
demostraron que NLRC3 reducia su expresion en las células T unas horas después
de la activacién de las mismas, postulando que este hecho permitiria el siguiente
ciclo de activacién.

Esta inhibicion de la via NF-kB, evitando una respuesta inflamatoria
descontrolada, ha sido confirmada posteriormente®”), por una via alternativa, en la
que NLRC3 actua, inhibiendo al PPR tipo Toll, a través de la interaccion con TRAF6
(TNF Receptor-Associated Factor 6, E3 Ubiquitin Protein Ligase), un efector de esta
via de sefalizacion (Fig. 33).

Fig. 33 Atenuacion de la via NF-kB por NLRC3 y NLRX1 interactuando con TRAF6
(Reproducida con permiso del autor: Allen, IC“®*®: Front Immunol 2014; 5:169)
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Hasta ahora se consideraba que NLRC3 regularia negativamente la
inflamacion independientemente del inflamasoma“®. Sin embargo este afio ha
publicado cdmo NLRC3 interactua con los componentes del mismo (ASC, caspasa-
1 y caspasa-5) inhibiendo la activacién de IL-1B. Ademas, su sobreexpresion
provoca una supresion de la actividad transcripcional y de sefalizacion dependientes
de NF-kB“%),

Finalmente se ha relacionado a NLCR3 con la via de los genes estimulantes
de interferon®*®) inhibiendo la respuesta inmunitaria al impedir la sintesis de
interfe(rér; | y evitar el movimiento adecuado de STING a la regién perinuclear de la
célula®?.

Se ha especulado con que la atenuacion de NF-kB tenga el mismo efecto
inhibidor en la génesis tumoral que en la inmunidad“®. En este contexto se ha
asociado recientemente la ausencia o la baja expresion de NLRC3 con el cancer
colorrectal®®, e incluso los investigadores vinculan el grado de reduccién de
expresion del mismo con la progresion tumoral. Estos datos podrian estar en
consonancia con los de nuestro estudio, en el que la sobreexpresion del gen se
relaciona con benignidad.

5.2.3. Relacion entre ambos genes

Ambos genes estan relacionados de forma inversa como se ha
comprobado en el estudio de correlacion (Fig. 22). Tras revisar la bibliografia en la
que HMGN2 tiene un papel mal definido en la patogenia del cancer, y NLRC3, tiene
un claro efecto inhibidor de la respuesta inflamatoria y probablemente de la
carcinogénesis, parece haber cierta légica en nuestros resultados. HMGN2 se ha
encontrado en el tejido tumoral, mientras que NLRC3, expresado sobre todo en
células T, se ha encontrado en sangre periférica, postulandose un efecto protector
del mismo al ser su expresion practicamente inexistente en tumores malignos.

5.3. PERFIL GENICO Y CARACTERISTICAS CLINICAS, HISTOLOGICAS Y CON
VALOR PRONOSTICO DE LAS LESIONES MALIGNAS.

Recientemente se han revisado los factores de riesgo de mortalidad
tradicionalmente considerados en CPT y CFT4_ El papel del sexo es controvertido
si bien la edad superior a 45 afnos sigue empeorando el pronodstico de estos
pacientes. La afectacion ganglionar aumenta el riesgo de recidiva pero esta por
demostrar su efecto en la mortalidad. Finalmente, la influencia de otros factores
como la TSH o los marcadores moleculares, (BRAF, RAS, RET/PTC, PAX8-PPARYy)
en el prondstico de la enfermedad esta siendo objeto de investigacion.

Probablemente relacionado con el numero de casos de nuestra poblacién
estudiada, no hemos encontrado diferencias en cuanto a las caracteristicas clinicas,
histologicas y el prondstico entre los que expresaban HMGN2 y los que no lo hacian.
Las proporciones en ambos grupos pueden sugerir mas metastasis ganglionares,
estadios mas avanzados y mas recidivas en los que expresan dicho gen, pero dados
lo resultados estadisticos no podemos obtener conclusiones.

En cuanto a NLRC3 si se ha relacionado su no expresion con un tiempo de
recidiva mas corto (p= 0,040) y con niveles mas altos de Tg estimulada
postoperatoria (p= 0,012), lo que se encuentra en consonancia con el efecto
protector de su expresién. La ausencia de la misma con se asociaria malignidad vy,
quiza, con peor prondstico.

133



Tesis doctoral DISCUSION Nuria Muiioz Pérez

Se han calculado las curvas de supervivencia global y libre de enfermedad
para los pacientes con patologia maligna. Nuevamente, dado el escaso tamafo
muestral y los pocos eventos producidos durante el seguimiento de los pacientes del
grupo de validacion, no se ha podido relacionar la expresién génica con ninguna de
las dos variables.

5.4. CLASIFICADOR

En general los estudios de expresion han tendido a proporcionar
clasificadores en los que la combinacion de genes tiene mas utilidad diagndstica que
la utilizacién de un unico gen®®?. Dada la variabilidad en los resultados de estos
estudios, el numero de clasificadores no es desdefiable, y aunque no tienen en
comun muchos genes, suelen tener una alta capacidad para diagnosticar
correctamente a los pacientes.

En este trabajo se ha asociado la expresion de HMGN2 en el tejido del nédulo
tiroideo sospechoso a un riesgo veinte veces mayor de que dicha lesién se trate de
un cancer papilar de tiroides (Tabla 27). Al mismo tiempo, la ausencia de NLRC3 en
sangre periférica se asocia a una probabilidad de que lo sea nueve veces mayor. En
ambos casos los intervalos de confianza son muy amplios, y ademas, NLRC3 no ha
alcanzado la significacion estadistica por 3 milésimas. No obstante, dada la
relevancia biolégica del gen, como protector y/o predictor de benignidad, la
consistencia con el resto de resultados, y que atribuimos la falta de significacion
estadistica al tamafio muestral, se decidi6 mantenerlo en el modelo predictivo

La construccion del clasificador y su aplicacion a la serie total de pacientes,
nos proporciona la probabilidad de tener o no cancer en funcién de la combinacion
de expresidén o no expresion de ambos genes. Asi, la probabilidad es muy alta (0,97)
cuando se expresa HMGN2 y no se expresa NLRC3, mientras que es muy baja en la
situacion opuesta (0,14). El predictor de malignidad tiene una sensibilidad baja, lo
que es un handicap en el diagnéstico preoperatorio, pero por el contrario tiene una E
del 100%. La combinacion que predice benignidad, tiene igual S que E (84,6%). Este
resultado mejora bastante cuando aplicamos el clasificador a los pacientes con
citologia indeterminada, aumentando la S al 75%, manteniendo una E del 100% en
el primer caso y aumentando la S al 90% con la misma E en el segundo.

En la Tabla 33 se ha comparado el nuestro con otros clasificadores de los que
tienen disponibles, al menos las cifras de S y E. Casi todos aportan una exactitud
global mayor del 90%, similar a nuestro resultado en el subgrupo de pacientes con
citologia indeterminada (92,86%). Aunque en general los estudios basados en
microarrays se consideran mas sensibles que especificos?8%: 290 346. 355, 360, 363, 364) "oy

el caso de nuestro clasificador, y en otros, prima la especificidad alcanzando el
100%(361, 374, 377, 380)

Lubitz et al.®"® sélo consiguen reclasificar correctamente a tres de 8 casos de
citologia indeterminada mientras que otro grupo®?”, usando GABRB2 (Gamma-
Aminobutyric Acid A Receptor, Beta 2) como marcador, diagnostican correctamente
al 74% de las citologias indeterminadas®®). Los mejores resultados, sin embargo,
los tienen los creadores del AGEC. En el estudio preliminar(36°) demuestran una S
del 85,7% y una E del 40%, utilizando los genes con capacidad discriminativa
obtenidos de muestras quirurgicas. Este resultado mejora mucho cuando utilizan un
set de genes obtenidos en muestras de PAAF: S 100% y E 73,3%. Posteriormente
Alexander et al. validan el clasificador con 167 genes de forma prospectiva, y para
citologias Bethesda 4, la S es del 90%, la E del 52%, con un VPN del 85%.
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Tabla 33 Capacidad diagnéstica de diferentes clasificadores basados en técnica de microarrays

Ext ABC
(IC95%) (IC95%)

Autor yref Clasificador

5 genes
Finley GM vs. GB 93 100
2004 CPT vs. GB 100 100 i i i i
PTC-VF vs. GB 91 100
Jarzab RFR-20 set 94,4
2005°¢Y CPT vs. GB 85,7 100 i i (72,7-99,9)
Kebebew
2005 ECM1, TMPRSS4 91,7 89,8 85,7 82,8 - 0,985
(290) GM vs. GB
Kebebew ANGPT2, TIMP1
2005 M vs. GB 90 85 75 94 - 0,873
Weber 3 genes 96,7 -
2005°* CFT vs. AF 100 94,7 i i (83,3-99,9)
Durand 12 genes
2008"%7" CPT+CFT vs. GB o1 100 i i . i
Arora 61 genes
2009 PTC vs. GB 3 82 i i i i
Borup 76 genes
20104 CFT vs. AF 94,4 93, 9 0,96
Multiples genes
Chudova (AGEC)
2 1 . . .
2010 PAAF GM vs. GB 92,3 >8, 0,9
61 genes
Kundel
2010 GM (CPT) vs. GB 85,7 100 - - 92,3 -
Pfeifer 5 genes 72
201324 AF vs. CFT 71 72 67 76 (60-82) i
Zheng 3 genes 94,3
2015°%%) GB vs. GM 93,5 94,9 i i (88,9-99,7)
3 genes
Barros- Filho GB vs. GM 94 96 i i 95
2015°% GABRB2
GB vs GM 85 97 91
. 2 genes 76,9
Este estudio GM vs. GB 53,8 1000 100 68,4 (55,9-90,2) 0,89
. 2 genes 92,9
Este estud 75 100 100 90,9 0,98
Steestudio ¢ determinada (64,2-99,6)

Valores expresados en % excepto ABC

Los genes implicados se pueden ver en la tabla 13. Abreviaturas en Anexo IV.

Ext: exactitud; ABC: area bajo la curva; IC: intervalo de confianza; AGEC: Afirma Gene Expression
Clasifier; GB: patologia benigna; GM: cancer de tiroides; CPT: cancer papilar; CPT-VF: variante folicular
de CPT; CFT: cancer folicular; AF: adenoma folicular

Como ya se ha mencionado, el analisis de expresion génica de las muestras
obtenidas por PAAF se facilita con las técnicas basadas en la PCR, al precisar
menos cantidad de ARN®® 3®_ En nuestro trabajo, sin embargo, no se han
analizado las muestras citolégicas por lo que la comparacién con el AGEC no es
totalmente equiparable.
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5.5. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Diversos factores son causantes de la variabilidad entre los experimentos con
microarrays y algunos de estos afectaran a la validez del estudio. Asi, hay que
considerar fuentes potenciales de inexactitud en los resultados a:

1. La imposibilidad de llegar al numero de muestra previsto dados los
problemas de financiacion.

2. Sesgo de seleccidn de los pacientes: el conocimiento del diagnéstico final
(variable dependiente) ha determinado la asignacion a un grupo u otro de estudio.
Por otra parte tampoco se aleatorizaron los casos dentro del GM para que formaran
parte del grupo de estudio o el de validacion, por lo que ambos subgrupos podrian
no ser totalmente comparables. En cualquier caso, este sesgo nos aseguré un
namero minimo de pacientes con patologia maligna de la que extraer un perfil
geénico representativo de esta condicion.

3. Otro posible sesgo podria ser la utilizaciéon de la mayoria de los pacientes
del GB para el experimento con microarrays y para la validacién posterior, aunque
esta haya sido una practica habitual en los estudios con microarrays para confirmar
los resultados obtenidos. La adicion de cuatro pacientes independientes en el GB y
de 13 en el GM se ha hecho para mitigar de alguna forma este sesgo, aunque es
posible que el numero sea insuficiente.

4. Puesto que el diagnéstico citolégico es nuestro principal criterio de
elegibilidad, la heterogeneidad en el grupo de citologia indeterminada (no
sistematizada al inicio del periodo de reclutamiento) podria suponer una fuente de
variabilidad que dificultara la reproduccién de los resultados con otro grupo de
pacientes.

5. Aunque nuestro objetivo es diferenciar lesiones malignas de las benignas,
al tener en nuestra serie sélo un tipo histolégico (CPT) este predictor podria no ser
util con otros tipos de cancer tiroideo.

6. Durante el manejo y procesamiento de tejidos y muestras sanguineas,
podrian producirse cambios con potencial capacidad de influir en la expresion
geénica.

Los estudios de expresion génica son supuestamente reproducibles, sin
embargo, la validez externa se ve condicionada por diversos factores:

1. Factores técnicos. Las diferencias de instrumental y equipamiento y otros
condicionamientos durante la realizacion del experimento: la cantidad de material
biolégico en cada pocillo, la cantidad de reactivo fluorescente, la dilucion de la
solucion que va a hibridarse, la medicién de la luz por el escaner, etc. Se sabe p.ej.
que la sefial medida en una posicion concreta del array mantiene una relacién no
lineal con la concentracion de ARN en la dilucidon que se va hibridar.

El preprocesamiento y la normalizacién de los microarrays trata de subsanar
este tipo de errores técnicos.

2. La propia base metodologia de los arrays. Con esta técnica pueden
analizarse miles de genes presentes en una muestra tisular en un momento concreto
y bajo unas condiciones determinadas, lo que implica dificultad en obtener muestras
in vivo exactamente en las mismas condiciones. Ademas hay que contar con la
propia heterogeneidad de las células presentes en un tumor. En el otro brazo de la
balanza se encuentra la homologia entre las secuencias de genes, que podria
condicionar que una sonda hibride con mas de un gen, perdiendo especificidad y
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dado un resultado inexacto. Y lo que es mas, un gen puede codificar mas de una
secuencia de ARNm, y por tanto, mas de una proteina.

3. Las caracteristicas de los datos de expresién (gran numero de genes con
pequefio tamafo de la muestra) complica el proceso de clasificacion. Puesto que la
precision de la clasificacion se degrada conforme el numero de clases se
incrementa, se decidid agrupar en este estudio toda la patologia en dos variables
dicotdmicas: lesidbn maligna vs. benigna.

5.6. VIAS FUTURAS DE INVESTIGACION

Dado el pequefio tamano muestral, es evidente que no podemos extrapolar
esos resultados sin primero validarlos en nuestro ambito, con un numero mayor de
pacientes, incluidos en un estudio prospectivo utilizando la metodologia de qRT-
PCR. La mayor utilidad practica de este trabajo seria poder aplicar este clasificador
en muestras citoldgicas obtenidas por PAAF del nédulo tiroideo sospechoso. Si los
resultados fueran concordantes con los obtenidos en esta Tesis Doctoral, podriamos
mejorar el diagnostico preoperatorio del cancer de tiroides. Este es un factor de
importancia critica en la definicidon de la extension de la cirugia inicial del cancer de
tiroides, y por ende en su prondstico a largo plazo. Finalmente, seria preciso un
estudio multicéntrico para confirmar si el modelo es exportable a otras poblaciones.

La aparicion de un marcador en sangre periférica abre a la investigacion un
campo poco explorado en este tipo de patologia, y la posibilidad de hacer un
diagndstico preoperatorio poco invasivo en un numero no desdefiable de pacientes,
evitando PAAFs y cirugias diagndsticas.

Finalmente, si se confirmaran los resultados, se podria avanzar en el
conocimiento de la biologia molecular del cancer tiroideo. El mayor conocimiento en
las vias de sefalizacion relacionadas con la carcinogénesis favorece, a su vez, la
investigacion en futuras dianas terapéuticas.
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6. CONCLUSIONES

1) Mediante el estudio de expresion génica mediante microarrays de
muestras de tejido tiroideo y/o sangre periférica es posible catalogar
preoperatoriamente como benigno o maligno un ndédulo tiroideo con citologia
indeterminada.

2) El estudio de expresion de perfil génico mediante microarrys permite
identificar genes con diferencias de expresién en tejido tiroideo y en sangre
periférica de los pacientes con cancer tiroideo frente a los que tienen una lesion
benigna.

3) La expresidon de los genes HMGN2 y NLRC3, mediante qRT-PCR, han
demostrado su capacidad para discriminar y malignidad de benignidad en un grupo
de validacion posterior con enfermos intervenidos por enfermedad nodular tiroidea.

4) En nuestra poblacién de estudio, la expresion de HMGN2 no se ha
relacionado con ningun factor prondstico asociados a cancer tiroideo. Sin embargo,
los pacientes que expresaban NLRC3 tuvieron niveles mas bajos de Tg
postoperatoria y un tiempo hasta la recidiva mas largo.

5) Se ha comprobado que la captacién focal en la "®*FDG-PET/TAC esta
relacionada el cancer de tiroides pero no hemos podido demostrar la utilidad del
mismo en el diagnodstico preoperatorio de pacientes con citologia indeterminada.

6) La expresion de ninguno de los genes se ha podido relacionar con las
caracteristicas del tumor vinculadas con la agresividad biolégica del cancer de
tiroides.

7) Mediante regresién logistica se ha construido un clasificador que
proporciona una alta probabilidad de lesion maligna cuando HMGN2 esta expresado
en tejido y NLRC3 no lo esta en sangre periférica. La situacion contraria predice
benignidad.

8) La aplicacion de este clasificador al subgrupo de pacientes con citologia
indeterminada es util pues clasifica correctamente a los pacientes con patologia
maligna con una sensibilidad del 75%, una especificidad del 100%, y valores
predictivo positivos del 100% y negativo del 91%.
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ABREVIATURAS

131 . .
I Yodo radioactivo

"8EDG-PET/TAC Tomografia por emision de positrones con 18F-ﬂuorodeoxiglucosa asociada a tomografia

axial computadorizada.

AACE American Association of Clical Endocrinologists

ABC Area bajo la curva ROC

ACH Adenoma de células de Hiirhtle

AcTg Anticuerpos antitiroglobulina

ADN Acido desoxirribonucleico

ADNCc ADN complementario

AF Adenoma folicular

AGEC Afirma Gene Expression Clasifer

AGES Age (edad), Grade (452), Extention (extension), Size (tamafio)
AJCC American Joint Commetee on Cancer

AME Associazione Medici Endocrinology

AMES Age (edad), Metastasis (metastasis), Extention (extension), Size (tamafio)
ARN Acido ribonucleico

ARNCc ARN copia

ARNmM ARN mensajero

ARNr ARN ribosémico

ARNmTg ARNm de tiroglobulina

ATA American Thyroid Association

ATP Adenosina trifosfato

AUS Atipia de significado incierto (Atipia of Undeterminated Significance)
BAG Biopsia con aguja gruesa

BTA British Thyroid Association

CAT Cancer anaplasico de tiroides

CCH Cancer de células de Hirhtle

CcDT Cancer diferenciado de tiroides

CEA Antigeno carcinoembrionario

CFT Carcinoma folicular de tiroides

CFTai Carcinoma folicular de tiroides altamente invasivo
CFTmi Carcinoma folicular de tiroides minimamente invasivo
cga Campos de gran aumento

CMT Cancer medular de tiroides

CPDT Carcinoma pobremente diferenciado de tiroides

CPT Cancer papilar de tiroides

CPT-VF Variante folicular de carcinoma papilar

C: Ciclo umbral

Da (kDa) Dalton

DDBJ DNA Database of Japan

DEPC Dietil-pirocarbonato

DW-MRI Imagen de difusion por resonancia magnética
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E Especificidad

EBI European Bioinformatics Institute

EORTC European Organization for Research on Treatement of Cancer
EPIC European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition
ESLI Ep-ICD subcelullar localization index

ESMO European Society of Medical Oncology

EST Expressed Sequence Tags o secuencias breves de expresion
ETA European Thyroid Association

EUROCARE EUROpean CAncer REgistry-based study on survival and care of cancer patients
Ext Exactitud o precision de la prueba

FDR False Discovery Rate

FLUS Lesion folicular de significado incierto (follicular lesion of uncertain significance)
FN Falsos negativos

FP Falsos positivos

g Gramos

GB Serie de pacientes con patologia benigna

GM Serie de pacientes con patologia maligna

GADPH Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa

GLOBOCAN Cancer incidence, mortality and prevalence worldwide

GTP Guanosina trifosfato

IARC International Agency for Research on Cancer

IC Intervalo de confianza

IHQ Inmunohistoquimica

MACIS Metastasis, edad (age), grado de extirpacidon (completensess), invasidn, tamafio (size)
MBq megabequerelios

mCi Milicurios (1 Ci= 37 gigabequerelios, 10° Bq)

MEN Neoplasia Endocrina Multiple

miAF Microadenoma folicular de tiroides

miCMT Microcarcinoma medular de tiroides

miCPT Microcarcinoma papilar de tiroides

miRNA Micro ARN

mm Milimetros

MPT Multiplatform mutation and miRNA test

MRI Imagen por Resonancia Magnética

muU/I Miliunidades internacionales/ litro

NCBI National Center for Biotechnology Information

NCCN National Comprehensive Network

NCH Neoplasia de células de Hiirthle

NCI National Cancer Institute

NF Neoplasia folicular

NGS Next-generation sequencing

NIS bomba Na+/I- (Na+/I- symporter)

ng Nanogramos
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NTCTCSG
OMS
OR
p.ej.
PAAF
PCR
PTH
gRT-PCR
RCP
RCT
ROC
rpm

RR
RFLP
RT
RT-PCR
S

SEER
SEREX
SFE
SLAT
SNF
SM
SUVmax
T3

T4
TBSRTC
Tg

TIC
TNM
TPMI
AcTPO
TPO
TSH
TSH-R
TSI
uicc
VPN
VPP

vs.

Xg

HE

ul
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The National Thyroid Cancer Treatment Cooperative Study Group
Organizacién Mundial de la Salud

Odds ratio

Por ejemplo

Puncion-Aspiracion con Aguja Fina

Reaccion en cadena de la polimerasa

Paratohormona, paratrina

PCR tras transcripcion inversa cuantitativa o en tiempo real
The Royall College of Pathologists

Rastreo corporal total con radioyodo

Receiver oparating curve

Revoluciones por minuto

Riesgo relativo

Polimorfismo de los fragmentos de restriccidon

Transcriptasa inversa

PCR tras transcripcion inversa

Sensibilidad

Surveillance Epidemiology and End Results

Serological analysis of recombinant cDNA expression cloning
Societé Frangaise d ’Endocrinologie

Sociedad Latinoamericana del Tiroides

Sospechosa de neoplasia folicular

Sospchoso de malignidad

Valor maximo de captacidn estandar (maximum standard uptake value)
Triiodotironina

L-tiroxina o tiroxina

The Bethesda System for Reporting Thyroid Cytopathology
Tiroglobulina

Tumor —initiating cells o células tumorales con propiedades de células madre
Tamafio del tumor primario, adenopatias (nodes), metastasis
Tumores de potencial maligno incierto

Anticuerpos antiperoxidasa o microsomales

Peroxidasa tiroidea

Tirotropina, hormona estimulante del tiroides.

Receptor de TSH

Inmunoglobulina estimulante del tiroides

Union for International Cancer Control

Valor predictivo negativo

Valor predictivo positivo

Versus; contra

Fuerza centrifuga

Microgramos

Microlitros
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ANEXOS

Anexo | CLASIFICACION HISTOLOGICA DE TUMORES TIROIDEOS (OMS)
Delellis et al., 2004(120)

Carcinomas de tiroides

Carcinoma papilar (CP)
Variante folicular
Variante macrofolicular
Variante oncocitica
Variante de células claras
Variante esclerosante difusa
Variante de células altas
Variante de células columnares
Variante sdlida
Carcinoma cribiforme
CP con estroma de tipo fascitis
CP con componente insular focal
CP con células escamosas o mucoepidermoide
CP con carcinoma de células fusiformes y gigantes
Carcinoma combinado papilar y medular
Microcarcinoma papilar
Carcinoma folicular
Variante oncocitica
Variante de células claras
Carcinoma pobremente diferenciado
Carcinoma indiferenciado (anaplasico)
Carcinoma de células escamosas
Carcinoma mucoepidermoide
Carcinoma mucoepidermoide esclerosante con eosinofilia
Carcinoma mucinoso
Carcinoma medular de tiroides
Carcinoma mixto de células foliculares y medulares
Tumor fusocelular con diferenciacion timica (SETTLE)
Carcinoma mostrando diferenciacién timica (CASTLE)

Adenomas tiroideos y tumores relacionados

Adenoma folicular
Tumor trabecular hialinizante

Otros tumores tiroideos

Teratoma

Linfoma primario y plasmocitoma
Timoma ectdpico

Angiosarcoma

Tumores de musculo liso

Tumores de la vaina nerviosa periférica
Paraganglioma

Tumor fibroso solitario

Enfermedad de Rosai-Dorfman

Tumor de células foliculares dendriticas
Histiocitosis de células de Langerhans
Tumores secundarios del tiroides
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Anexo Il CLASIFICACIONES CON VALOR PRONOSTICO EN CDT

I1.1. Clasificacién AJCC/UICC (TNM). Thyroid.
Edge et al. eds., 20103

Tumor primario (T)

TX | El tumor primario no puede ser evaluado.

TO | No hay evidencia de tumor primario.

T1 Tumor limitado al tiroides de <2 cm en su dimensién mayor.

T1a | Tumor limitado al tiroides de <1 cm.

T1b | El tumor mide >1 cm, pero <2 cm.

T2 | Tumor limitado al tiroides de >2 cm, pero <4 cm en su dimension mayor.

T3 Tumor >4 cm en su dimension mayor
Cualquier tumor con diseminacion minima fuera del tiroides (p. ej. diseminacion hasta el
musculo esternotiroideo o los tejidos blandos peritiroideos).

T4a | » Enfermedad moderadamente avanzada.

* Tumor de cualquier tamafo que se extiende mas alla de la capsula tiroidea hasta invadir los
tejidos blandos subcutaneos, la laringe, la traquea, el eséfago o el nervio laringeo
recurrente.

» Carcinoma anaplasico intratiroideo

T4b | « Enfermedad muy avanzada.

* Tumor que invade la fascia prevertebral o envuelve la arteria carétida o los vasos
mediastinicos.

» Carcinoma anaplasico con diseminacion extratiroidea macroscopica.

Todas las categorias se pueden subdividir en: (s) tumor solitario y (m) tumor multifocal (el tumor mas grande determina la
clasificacion).

Todos los carcinomas anaplasicos se consideran tumores T4.

Ganglios linfaticos regionales (N)

NX | No se pueden evaluar los ganglios linfaticos regionales.

NO No hay metastasis en los ganglios linfaticos regionales.

N1 Metastasis en los ganglios linfaticos regionales.

N1a | Metastasis hasta Nivel VI (ganglios linfaticos pretraqueales, paratraqueales, y
prelaringeos o delfianos).

N1b | Metastasis en los ganglios cervicales unilaterales, bilaterales o contralaterales (niveles
I, I, NI, IV o V) o en los ganglios linfaticos retrofaringeos o mediastinicos superiores
(Nivel VII).

Los ganglios linfaticos regionales son los del compartimiento central, los cervicales laterales y los mediastinicos superiores.

Metéastasis a distancia (M)

MO No hay metastasis a distancia.

M1 Hay metastasis a distancia.
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Estadio anatémico/grupos de pronéstico

Estadio
Papilar o folicular (diferenciado)
<45 ANOS
I Cualquier T Cualquier N MO
Il Cualquier T Cualquier N M1
45 ANOS O MAS
I T1 NO MO
[l T2 NO MO
[l T3 NO MO
T1-T3 N1a MO
IVA T4a NO-N1a MO
T1-T4a N1b MO
VB T4b Cualquier N MO
IvVC Cualquier T Cualquier N M1
Carcinoma medular (todos los grupos de edad)
I T1 NO MO
[l T2-T3 NO MO
1] T1-T3 N1a MO
IVA T4a NO MO
T4a N1a MO
T1-T4a N1b MO
VB T4b Cualquier N MO
IvVC Cualquier T Cualquier N M1
Carcinoma anaplasico
IVA T4a Cualquier N MO
VB T4b Cualquier N MO
IvVC Cualquier T Cualquier N M1

Todos los carcinomas anaplasicos se consideran Estadio IV.

11.2. Sistema AMES
Cady et al. Clinica Lahey, 198814¢)

A Edad

M estastasis a distancia

E xtension del tumor primario
S Tamafio mayor de 5 cm.

Bajo riesgo: supervivencia a 20 afios 99%

Hombre de 40 afios 0 menor sin metastasis

Mujer de 50 afios o menor sin metastasis

Mayores de estas edades: papilar intratiroideo, folicular con minima invasion vascular
Primarios de <5,0 cm.

No metéstasis a distancia.

Alto riesgo: supervivencia a los 20 aiios 61%

Todos los pacientes con metéstasis a distancia

Papilar extratiroideo, folicular con invasion capsular mayor

Tumores primarios de 5 cm. o mas en pacientes mayores (hombre> 40 afios, mujer> 50 afios)
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I1.3. Sistema AGES
Hay et al. Clinica Mayo, 19871148

A Edad al diagnéstico: 0,05 x afio si el paciente es mayor de 40 afios.

G rado histopatolédgico del tumor: + 1 si grado histologico 2 y + 3 si grado histologico 3 6 4.
E xtension del tumor: + 1 si extratiroidea, + 3 si diseminacion a distancia.

S Tamatfio del tumor: + 0,2 x tamafo del tumor (maximo didmetro en cm.).

Gradacion AGES Supervivencia a 20 afios
Grupo 1 =0-3,99 99%
Grupo2=4-4,99 80%
Grupo3=5-5,99 67%
Grupo4==>6 13%

11.4. Sistema MACIS

Hay et al. Clinica Mayo, 1993137

M (Metastasis distancia): Positivo= 3, Negativo= 0

A (Age = edad): <39 afios 3,1; Mayor de 40 afios= 0,08 x edad en afios

C (Completeness = amplitud de la reseccion): Incompleta= 1; Completa= 0
I (Invasion local): Positiva= 1; Negativa= 0

S (Size = Tamano): 0,3 x tamafio en cm.

Gradacion: Supervivencia a 20 afios
Riesgo minimo: total < 6,0 99%
Riesgo bajo: total 6,01 a 6,99 89%
Riesgo alto: total 7,00 a 7,99 56%
Riesgo maximo: total > a 8,0 24%

I.5. Grupos de riesgo del Memorial Sloan-Kettering Cancer Center
Shahaetal., 1994151

Bajo riesgo Riesgo medio Alto riesgo
Edad (afos) <45 <45 >45 >45
Metéstasis MO M+ MO M+
Tamafio T1, T2 T3, T4 T1, T2 T3, T4
Tipo y grado Papilar Folicular y/o Papilar Folicular y/o

alto grado alto grado

Supervivencia 100 96 96 72
a 5 afos (%)
Supervivencia 99 85 85 57
a 20 afos (%)

1l.6. Sistema EORTC (European Organization for Research on Treatment of Cancer)
Byar et al. 197914

Edad

Sexo

Tipo celular

Tumor anaplésico

Estadio del tumor

Numero de sitios metastasicos
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Puntuacion:

ANEXOS

Edad + sexo masculino: (+12 puntos)

Medular o folicular poco diferenciado: (+10 puntos)

Tipo de células anaplésicas: (+45 puntos)
Tumor localmente invasivo por fuera del tiroides: (+10 puntos)
Metastasis a distancia: (+15 puntos)
Metastasis multiples: (+15 puntos)

Clasificacion:

Grupo 1: <50 puntos
Grupo 2: 50-65 puntos
Grupo 3: 66-83 puntos
Grupo 4: 84-108 puntos
Grupo 5: > 109 puntos

11.7. Sistema SAG

Akslen et al., The Gade Institute, 19931149)

S (Sex = sexo0): femenino= 0; masculino= 1
A (Age= edad): <70 afios=0; = 70=1

G (Grade= grado histologico): grado 1=0; grado 2=1

Clasificacion Supervivencia a 15 afios

SAG-I: 0 98,3%
SAG-II: 1 88%
SAG-III: 2-3 39%

11.8. Grupos de riesgo de recidiva segun la ATA

Cooper et al. 2009

Nuria Muhoz Pérez

Bajo riesgo Riesgo intermedio Alto riesgo
Metastasis ganglionares No Si -
Metastasis a distancia No No Si
Grado de reseccion Completa - incompleta
Invasion locorregional No Microscopica Macroscépica
Variedad tumoral agresiva* o No Si
Invasion vascular -

No Si
Rastreo post-ablacién Sélo lecho (restos) Captacion fuera del -
lecho tiroideo

Tg (seguimiento post ablacion Desproporcionada

respecto a la
medida durante la
ablacion

*Células altas, insular o columnar
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11.9. Sistema del NTCTCSG
Sherman et al. 1998*%°

ANEXOS

Nuria Muhoz Pérez

Tipo tumoral

Cancer papilar

Cancer folicular

<45 anos

245 anos

<45 anos

245 anos

Tamaiio del tumor primario (cm)
<1
1-4
>4
Descripcion del tumor primario
Multifocal microscopico
Multifocal macroscépico o invasidn capsular
macroscoépica
Extensidn extratiroidea microscdpica
Extensidn extratiroidea macroscopica
Pobremente diferenciado
Metastasis
Ganglios linfaticos cervicales
Ganglios linfaticos extracervicales

Il
NA

Il
1]
NA

1]
v

Carcinoma medular

Hiperplasia de células C
Tamafio tumoral <1 cm

Tamafio tumoral 2 1 cm o ganglios cervicales positivos
Invasion extraglandular o metastasis extracervicales

I

Il
1]
v

NA: no aplicable; todos los canceres anaplasicos son estadio IV

(Reproducida con permiso de John Wiley & Sons, Inc: Cancer 1;83(5):1012-21., ©1998.)

11.10 Otros sistemas

e Clinical Class, Universidad de Chicago 1990, DeGroot et al. "*”: usa una

clasificacion basada en el tamano del tumor, los ganglios y las metastasis,
sin tener en consideracion la edad y con su uso restringido al CDT.

Clasificacién de Ohio, Universidad de Ohio 1994, Mazzaferri et al.”®”: se
basa en el tamafio tumoral, la presencia de metastasis ganglionares, la
multifocalidad, la extensidn extra tiroidea y las metéastasis a distancias.

Clasificacién de Noguchi, Noguchi Thyroid Clinic 1994"*?: diferencia los
factores prondsticos entre mujeres y hombres. Para las primeras son la
edad, adenopatias macroscépicas, el tamafo turmoral y el numero de
otros tejidos u organos peritiroideos afectados, mientras que para los
hombres son la edad y las metastasis linfaticas. Segun esto hay tres
grupos: excelente (supervivencia a los 10 afios del 98,4% para hombres y
99,3% para mujeres), intermedio (supervivencia a los 10 afios de 90,1% y
96,4%, respectivamente) y, pobre (supervivencia a los 10 afios del 74,4%
y 88,8%, respectivamente).
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Anexo |lll CONSENTIMIENTO

lll.I. DOCUMENTO INFORMATIVO

Se le invita a participar en el estudio autorizado
Estudio del perfil de expresion génico para valoracion diagnostica y del pronéstico de los
pacientes con lesiones nodulares tiroideas.
El objetivo del estudio es medir los niveles de expresion de diferentes genes en muestras de
sangre y tejido que va a extirparse de pacientes con enfermedad nodular del tiroides, y asi
conocer qué genes distinguen el grupo de enfermos con lesiones benignas y a los que sufren
lesiones malignas. La profundizacion en este tipo de estudio permitiria, en un futuro, evitar
intervenciones quirurgicas innecesarias y realizar un tratamiento mas adaptado a las
necesidades y caracteristicas de cada enfermo.
Si usted acepta participar, se le pedird consentimiento para la realizacién de '*FDG-
PET/TAC. El dia de la intervencion quirurgica y antes de la misma se le extraeran 15 ml de
sangre. Asimismo, se obtendrd una pequeia muestra del tejido presente en el nodulo que
usted presenta en el tiroides, bien durante la intervencion quirdrgica, bien mediante puncion
antes de la operacion. En este caso, debe saber que la puncidn esta indicada para un mejor
conocimiento preoperatorio de su lesion.
En estas muestras se realizara un analisis de la expresion de genes, y se utilizaran SOLO Y
EXCLUSIVAMENTE para el estudio de este proyecto. Los resultados obtenidos en el estudio
no podran ser utilizados mas que con el fin de profundizar en el conocimiento cientifico del
objetivo de trabajo.
Este tipo de proyecto pretende describir la situacion del paciente en cuanto a la expresion de
los genes relacionados con los tumores del tiroides. Por tanto NO HAY NINGUN RIESGO
POTENCIAL para el participante. En cuanto a los beneficios esperados, éstos serviran para
aumentar y profundizar en el conocimiento cientifico de esta patologia, para, en un futuro,
llegar a establecer una terapia mas adecuada y lo mdas personalizada posible. Los valores
obtenidos no influiran para decidir el tratamiento de su problema en particular.
La negativa a participar en este estudio NO tiene ninguna repercusion en la atencion médica
que usted necesita. La participacion en este estudio es absolutamente VOLUNTARIA, y en
cualquier momento del estudio, puede interrumpirse a voluntad del participante.
La informacion de este estudio es CONFIDENCIAL y solamente sera utilizada a efectos de
publicaciones cientificas, no apareciendo en ningin informe el nombre o identidad del
participante en este estudio.

SERVICIOS DE CIRUGIA GENERAL, ENDOCRINOLOGIA, MEDICINA
NUCLEAR, RADIOLOGIA Y ANATOMIA PATOLOGICA.
HOSPITAL UNIVERSITARIO VIRGEN DE LAS NIEVES
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lI1.1l. DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

N° Historia:..............c.......

D DRa.: . de........aflos de edad,
(Nombre y dos apellidos del paciente)

condomicilio €N . ... ..ottt yDNLn®............

D/DRa.: . de..... aflos de edad,

(Nombre y dos apellidos)
condomicilio €N . ... ...ttt yDNLn®............
encalidadde............................ de ...

(Representante legal, familiar o allegado) (Nombre y dos apellidos del paciente)
DECLARO:

Que el/la

Doctor/a./Dha

(Nombre y dos apellidos del facultativo que proporciona la informacion)
me ha comunicado que se me invita a participar en el estudio autorizado
Estudio del perfil de expresion génico para valoracion diagnéstica y del prondstico de los
pacientes con lesiones nodulares tiroideas.
Me ha explicado que el objetivo del proyecto es medir los niveles de expresion génica en muestras de
tejido tiroideo y sangre periférica de pacientes con lesiones nodulares del tiroides y conocer qué genes
distinguen el grupo de pacientes con lesiones benignas frente al grupo de lesiones malignas. La
profundizacion en este tipo de estudio permitiria, en un futuro, evitar intervenciones quirirgicas
innecesarias y realizar un tratamiento mas adaptado a las necesidades y caracteristicas de cada
enfermo.
También se me ha informado que mi participacion consiste en permitir la extraccion de 15 ml de
sangre, antes de la intervencion quirtrgica. Asimismo, se obtendra una pequefia muestra del tejido
presente en el nddulo que tengo en el tiroides, bien durante la intervencion quirargica, bien mediante
puncion antes de la operacion. En este caso, s¢ que la puncion esta indicada para un mejor
conocimiento preoperatorio de mi lesién. También se me ha informado que puedo aceptar la
realizacion de un '"*FDG-PET/TAC preoperatorio, en cuyo caso firmaré el documento de
consentimiento habitual del centro.
En estas muestras se procedera a realizar un analisis de la expresion de genes. Las muestras de sangre
SOLO Y EXCLUSIVAMENTE se utilizaran para el estudio de este proyecto. Los resultados
obtenidos en el estudio no podran ser utilizados mas que con el fin de profundizar en el conocimiento
cientifico del objetivo de trabajo.
Asimismo comprendo que mi participacion es absolutamente VOLUNTARIA y, en cualquier
momento del estudio, puedo interrumpir mi participacion. La negativa a participar en este estudio NO
tiene ninguna repercusion en la atencion médica que voy a recibir.
Comprendo que la informacion de este estudio es CONFIDENCIAL y solamente sera utilizada a
efectos de publicaciones cientificas, no apareciendo en ningun informe el nombre o identidad del
participante en este estudio.
He comprendido las explicaciones que se me han facilitado en un lenguaje claro y sencillo, y el
facultativo que me ha atendido me ha permitido realizar todas las observaciones y me ha aclarado
todas las dudas que le he planteado. También comprendo que, en cualquier momento y sin necesidad
de dar ninguna explicacion, puedo revocar el consentimiento que ahora presto.

Y en tales condiciones CONSIENTO en participar en dicho proyecto de investigacion.

En Granada a ......... AE e de 200.....

Fdo.: El/la Médico Fdo.: El Paciente Fdo.: El representante legal, Familiar o allegado
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Anexo IV GENES NOBRADOS EN ESTA TESIS DOCTORAL

ABCC3
ACCN1

ACO1

ACTB
ADAMTS1
ADAMTS8 A
ADM (ADM3)
ADORA1
AGTR1

AHR

AIM2
AKAP250
AKAP9

AKT1 (AKT, PKB)
ALCAM (CD166)
ALDH1A1
ALDO A

ALK

AMOT (KIAA1071)
Ang-1
ANGPT2
ANKRD46
ANLN

ANXA1

APC

ARG2

ARHI (DIRAS3)
ARHN

ASC

AURKC

AWA

AXL

Bax

BCL11A

BCL2

BIKE

BIRC

BIRCS

BRAF

BSG (EMMPRIN)

¢-MET (MET)
C1lorf8 (MPPED2)
Clorf24 (FAM129A)
Clorf9

C21lorfa

C5orf41

Cé6orf62

CA12

CA4

CALCA

CAPN3

CAV1

CCN1 (CYR61)

ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 3
Neuronal amiloride-sensitive cation channel 1

Aconitase 1, Soluble

B-actina

A Disintegrin-like and metalloprotease (reprolysin type) with thrombospondin type 1 motif, 1
A Disintegrin-like and metalloprotease (reprolysin type) with thrombospondin type 1 motif, 8
Adrenomedulina

Adenosine A1 receptor

Angiotensin Il receptor typel

Aryl Hydrocarbon receptor

Absent in Melanoma 2

Gravin a kinase-anchoring protein 250

A Kinase anchor protein 9

V-Akt Murine Thymoma Viral Oncogene Homolog 1

Activated leukocyte cell adhesion molecule

ALDH family member that catalyzes the oxidation of retinal to retinoic acid

Aldolasa A, fructosa-bisfosfato

Anaplastic lymphoma kinase g

Homo sapiens angiostatin—binding protein 1 mRNA, internal fragment of plasminogen
Angiopoietin 1

Homo sapiens angiopoietin-2 mRNA

Ankyrin Repeat Domain 46

Anilin, actin-binding protein

Anexina Al

Gen de la poliposis adenomatosa familiar

Arginasa 2

DIRAS Family, GTP-Binding RAS-Like 3

Ras homolog gene family, member N

Apoptosis-associated speck-like protein containing a caspase recruitment domain
Aurora Kinase C

Anticuerpo frente a WDR1 (WD Repeat Domain 1)

Tyrosine-protein kinase receptor

BCL2-associated X protein

B-Cell CLL/Lymphoma 11A (Zinc Finger Protein)
B-cell CLL/lymphoma 2

BMP-2 inducible kinase

Baculoviral inhibitors of apoptosis repeat containing
Survivin, effector cell peptidase receptor 1
Serina-treonina quinasa de la familia raf

Basigin (OK blood group)

Hepatocyte growth factor receptor
Metallophosphoesterase Domain Containing 2
Family With Sequence Similarity 129, Member A
SUN Domain Containing Ossification Factor
Chromosome 21 Open Reading Frame 4

CREB3 Regulatory Factor

Chromosome 6 Open Reading Frame 62
Carbonic anhydrase XII

Carbonic anhydrase IV

Gen que codifica la calcitonina (también CALC1)
Nuclear fact Calpain 3 (p94)or (erythroid-derived 2)-like 3
Caveolina 1; otras isoformas CAV2 y CAV3
Cysteine-Rich, Angiogenic Inducer, 61
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CCND1
CCND2

CCNE1

CCR7

CD25 (IL-2Ra)
cD47

CD56 (NCAM)
CDH (E-CAD; CDH1)
CDH3

CDKN1A (p21)
CDKN1B (p27)
CDKN2A (p16)
CDX2

CEA

CEACAMG
CENPA

CGD

CHI3L1 (YKL-40)
CIITA

CITED1 (MSG1)
K

CKS2

CLA

CLDN1

CLDN10

CLG (PLEKHG2)
CLR (CATERPILLER)
CNN3

COMP

CPSF2

CRABP1
CTNNB1

CTSB

CXCR1

CXCR4

DAMP
DAPK
DBNL
DDI2
DICER1
DLG3
DNAJA2
DPC4 (SMAD4)
DPP4
DPT
DUOXA1
DUSP1

DUSP4
DUSP5
DUSP6

E2F (E2F1)

ECM1

EDG1

EFNB2

EGF

EGFR (ErbB1; HER1)
EGR1

EGR2

EIF1AX

ANEXOS Nuria Muhoz Pérez

Ciclina D1

Ciclina D2

Ciclina E1

Receptor de la quimoquina CC7

Receptor alfa de IL-2

Integrin Associated Protein

Neural cell adhesion molecule

Gen que codifica la E-caderina

Cadherin 3, type 1, P-cadherin (placental)

Inhibidor dependiente de ciclina; también, Cipl

Inhibidor dependiente de ciclina

Inhibidor dependiente de ciclina

Caudal type homeo box transcription factor 2

Antigeno carcinoembrionario

Carcinoembryonic antigen — related cell adhesion molecule 6
Centromere protein A

Chronic granulomatous disease

Chitinase 3-Like 1 (Cartilage Glycoprotein-39)

Class Il, Major Histocompatibility Complex, Transactivator
Cbp/ p300-interacting transactivator. Codifica a la proteina especifica del melanocito 1 (MSG1)
Citoqueratina: 19 (CK19), 7 (CK7), 8 78kDA (CK8 78 kDA)
CDC28 protein kinase regulatory subunit 2

Antigeno leucocitario comuin

Claudina 1

Claudina 10

Pleckstrin Homology Domain Containing, Family G (With RhoGef Domain) Member 2
CARD, Transcription Enhancer, R (purine)-binding, Pyrin, Lots of Leucine Repeats
Calponin 3, acidic

Cartilage oligomeric matrix protein

Cleavage and polyadenylation specificity factor subunit 2
Cellular Retinoic Acid Binding Protein 1

Gen que codifica la B-catenina

Cathepsin B

High-affinity receptor for the CXC chemokine interleukin-8
Receptor de la quimioquina CXCR4

Patrones moleculares asociados al peligro

Proteina quinasa asociada a muerte celular; DAPK1: isoforma 1
Encoding drebrin-like

DNA-Damage Inducible 1 Homolog 2 (S. Cerevisiae)

Miembro de la familia de genes ribonucleasa Il (RNasalll)
Neuroendocrine-DLG, tumor suppressor protein interacting with the adenomatous polyposis coli protein
DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily A, member 2

Homozygous deletion target in pancreatic carcinoma
Dipeptidylpeptidase 4

Dermatopontina; Tyrosine-Rich Acidic Matrix Protein

Dual oxidase activator 1

Dual specificity phosphatase 1

Dual specificity phosphatase 4
Dual specificity phosphatase 5
Dual specificity phosphatase 6

Proteina asociada a retinoblastoma; factor de transcripcion E2F

Extracellular matrix protein, 1

Homo sapiens endothelial differentiation, sphingolipid G-protein—coupled receptor, 1 mRNA
Homo sapiens ephrin-B2

Factor de crecimiento epidérmico

Receptor del factor de crecimiento epidérmico

Early growth response 1

Early growth response 2

Eukaryotic Translation Initiation Factor 1A, X-Linked
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ELMO1
EMCN
EMMPRIN
ENG
ENPP2
EpCAM
EPS8
ERAP2
ERBB2 (ErbB2; HER2)
ERK

ETV6
EVA1l

FAM13A1
FAM20A
FCER1G
FCGBP

FGF

FGFR1
FGFR10P2
FGFR2

FLRT2

FN1

FOS (C-FOS)
FOSB

FOXA2

FOXE1 (TTF-2)
FOX03
FTHFD

GABRB2
GADD153 (DDIT3)
GAL3 (LGALS3)
GALIG

GAPDH (GAPD)
GAPDHS

GARS

GAS1

GBA3

GDNF

GJB3

GLI1

GLI2

GLTSCR2

GLUT1

GNAL

GOLT1A

GOT1

GPER1

GPX

GPX1

GSP (GNAS1 o GSA)

HARSL
HAT

HBA1

HBB

HBME (-1)
HER2 (ERBB2)
HET-E

HEY2

HGD (HGD1)

ANEXOS Nuria Muhoz Pérez

Engulfment and cell motility 1

Endomucina

Extracellular matrix metalloproteinase inducer (inductor de la metaloproteasa de matriz extracelular)
Homo sapiens endoglin (Osler-Rendu-Weber syndrome 1)

Autotaxina

Molécula de adhesion epitelial: EpEX dominio extracelular y Ep-ICD dominio intracelular
Epidermal Growth Factor Receptor Pathway Substrate 8

Endoplasmic reticulum aminopeptidase 2

Receptor de EGF-2; Neu; v-erb-b2 avian erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2)
MAP-quinasa. Extracellular signal-regulated kinases

Ets Variant 6

Epithelial V-like antigen

Family with sequence similarity 13, member A1

Family with sequence similarity 20, member A

Fc-g-receptor y-chain

Fc fragment of IgG binding HGD protein Homogentisate 1,2-dioxygenase
Factor de Crecimiento de Fibroblastos : -7 (FGF-7); B- (B-FGF)

Fibroblast growth factor receptorl (fms-related tyrosine kinase 2, Pfeiffer syndrome)
FGFR1 (Fibroblast Growth Factor Receptor 1) Oncogene Partner 2
Receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 2

Fibronectin leucine rich transmembrane protein 2

fibronectina 1

FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog; oncogen c-fos

FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog B

Forkhead box A2

Forkhead Box E1

Forkhead Box 03

Formyltetrahydrofolate dehydrogenase

Y-aminobutyric acid 451 p receptor, 62

Growth arrest and DNA damage-inducible protein

Galectina-3 (Lectin, galactoside-binding, soluble 3)

Galectin-3 internal gene

Gliceralheido-3-fosfato-deshidrogenasa
Gliceralheido-3-fosfato-deshidrogenasa, espermatogénica
Glycyl-tRNA-synthetase

Growth arrest-specific 1

Cytosolic glucosidase, f3, acid 3

Factor de crecimiento neurotréfico derivado de células gliales, codificado por ret
Gap junction protein, beta 3, 31kDa

GLI Family Zinc Finger 1

GLI Family Zinc Finger 2

Glioma tumor suppressor candidate region gene 2

Transportador de glucosa 1

Guanine Nucleotide Binding Protein (G Protein), Alpha Activating Activity Polypeptide, Olfactory Type
Golgi Transport 1A

Transaminasa glutamico oxalacética, soluble (aspartato aminotransferasa 1)
G protein-coupled estrogen receptor 1

Glutation peroxidasa

Glutation peroxidasa 1

Guanine Nucleotide Binding Protein (G Protein)

Histidyl-TRNA synthetase-like

Acetiltransferasa de histonas

Hemoglobin, a -chain

Hemoglobin, beta

Anticuerpo mesotelial Hector Battifora (1)

Receptor del factor de crecimiento epidérmico

Incompatibility locus protein from Podospora anserina
Hes-Related Family BHLH Transcription Factor With YRPW Motif 2
Homogentisate 1,2-Dioxygenase
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HGF
HGF-R (MET; HGFR)
HIF1

HIST1H4B
HLA-DPB1

HMGA

HMGA2

HMGB

HMGN2

HMWCK
HNRNPH1

HP1-a

Hs.24183
Hs.296031 (PDK3)
HSP

IFN-y
G- FBP
IGF
IGSF1
ITPR1
IL-
IL13RA1
IMPACT
ITGAS
ITIHS
ITM1 (STT3A)
IKBau

JUN (AP-1, c-jun)

KAT2B
KCNAB1

KCNJ2

KEAP1

Ki67 (MKI67)
KIAA0830 (ENDOD1)
KIAA1128 (CCSER2)
KIT

KLHDCSA

KLK7

KRAS

KRT19

LAMB3
LARS
LDH-A
LGALS3 (GAL3)
LRP1B
LRP4
LRR
LRRK2
LSM4
LSM7
LYVE-1

MAPK
MARVELD2
MATN?2
MCM7 (CDC47)

ANEXOS

Factor de crecimiento hepatocitico

receptor del HGF

Factor inducible por hipoxial; HIF-1a; HIF-1B: isoformas alfay beta
Histone 1, h4b

Major histocompatibility complex, class I, DP beta 1
High mobility group AT-hook

High mobility group AT-hook 2, transcript variant 1
high mobility group-box

High Mobility Group Nucleosomal Binding Domain 2+
Citoqueratina de alto peso molecular

Heterogeneous Nuclear Ribonucleoprotein H1 (H)
Heterochromatin protein 1 homologue- o
Desconocido

Pyruvate Dehydrogenase Kinase, Isozyme 3

Heat shock protein. HSP gp96 (glicoproteina 96)

Interferon gamma

Insulin-like growth factor binding

Factor de Crecimiento Insulinico (-l y -11)

Immunoglobulin superfamily, member 1

Inositol 1,4,5-Trisphosphate Receptor, Type 1

Interleuquina- (IL-11; IL-2; IL-18 0 p17; IL-6; IL-8; 1L-12p40; IL-18; IL-33)
Interleukin 13 receptor, alpha 1

Impact homolog

Integrin, alpha 5 (fibronectin receptor, alpha polypeptide)
Inter-Alpha-Trypsin Inhibitor Heavy Chain Family, Member 5
Integral Membrane Protein 1

NF-Kappa-B Inhibitor Alpha

Protooncogen jun; factor de transcripcion AP-1

K(Lysine) Acetyltransferase 2B

Potassium voltage- gated channel, shaker-related subfamily, beta member 1
Potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 2

kelch-like ECH-associated protein 1

Marker Of Proliferation Ki-67

Endonuclease Domain Containing 1

Coiled-Coil Serine-Rich Protein 2

v-Kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene homolog; protooncogene c-Kit
Kelch domain containing 8A

Kallikrein-related peptidase

v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homologue

Queratina 19 tipo |

Laminin, Beta 3

Leucyl-TRNA Synthetase

Lactato deshidrogenasa A

Galectin-3 (Lectin, galactoside-binding, soluble 3)
Low density lipoprotein receptor-related protein 1B
Low density lipoprotein receptor- related protein gene
Leucine rich region

Leucine-rich repeat kinase 2

LSM4 homolog, U6 small nuclear RNA associated
LSM7 homolog, U6 small nuclear RNA associated
Lymphatic vessel endotelial hyaluronan receptor 1

Mitogen-activated protein kinase

MARVEL domain containing 2

Matrilina 2

Minichromosoma maintenance deficient 7.
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MEK

MET (c-MET)
MHC

MIC-1

MIG

MK

MKRN2

MLL
MMP-11
MMP-7
MMP-9
MNG

MRC2

MST1 (STK4)
MT

MTMR4
mTOR
MUC1

myc (c-myc)

NACHT-LLR (NLR)

NAIP
NAIP

NATH (NAA15)
NBD

NCAM (CD56)
NDOR1

NELL2

NF-kB

NFAT

NFE2L3

NGEF

NGF

NGF-R (NTRK1)
NID2

NIS (SLC26A4)

NKX2.1 (TTF-1; TITF1)

NLR
NLRA
NLRB
NLRC
NLRP
NLRP1
NLRP3
NLRX1
NMU
NOD
NOD
NOD-LRR
NOD2
NR4A!
NR4A3
NRCAM
NRP2
NTRK1
NTRK2
NTRK3

OCIAD1
0oDz1

ANEXOS Nuria Muhoz Pérez

MAP—-quinasa-quinasa

Receptor del factor de crecimiento hepatocitico (HGFR)
Complejo mayor de histocompatibilidad

Macrophage inhibitory cytokine-1

Monocyte induced gamma interferon

Midkine

Makorin ring finger protein 2

Myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia

Matrix metallopeptidase 11 (stromelysin 3)
Metaloproteasa de matriz-7; también matrilisina-1
Matrix metalloproteinase 9

Multinodular goiter gene (-1, -2, -3)

Mannose receptor, C type 2

mammalian STE20-like protein kinase 1.
Metallothionein

Myotubularin related protein 4

mammalian Target of Rapamycin

Mucin 1, cell surface associated

Protooncogen myc; V-Myc Avian Myelocytomatosis Viral Oncogene Homolog

neuronal apoptosis inhibitory protein (NAIP), MHC class Il transcription activator (CIITA), incompatibility
locus protein from Podospora anserina (HET-E), and telomerase-associated protein (TP1)-Leucine rich
repeat

NLR Family, Apoptosis Inhibitory Protein

neuronal apoptosis inhibitory protein

N(Alpha)-Acetyltransferase 15, NatA Auxiliary Subunit

Nucleotide-binding domain

Neural cell adhesion molecule

NADPH Dependent Diflavin Oxidoreductase 1

Protein kinase C-binding protein NELL2; Neural Epidermal Growth Factor-Like 2
factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas
Factor nuclear de células T activadas

Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 3

Neuronal guanine nucleotide exchange factor

Factor de crecimiento nervioso

Neurotrophic tyrosin kinase receptor 1, receptor del NGF

Nidogen 2 (osteonidogen)

Pendrina. Bomba sodio-yodo

NK2 Homeobox 1

NB-LLR-related gene family

NLR Family, Acid Domain Containing

NLR Family, BIR (baculovirus inhibitor of apoptosis protein repeat) Domain

NLR Family, CARD (caspase recruitment domain) Domain

NLR Family, Pyrin Domain

NLR Family, Pyrin Domain Containing 1

NLR Family, Pyrin Domain Containing 3

NLR Family Member X1

Neuromedina U

Nucleotide-oligomerization domain

Nucleotide-oligomerization domain

Nucleotide-oligomerization domain-Leucin rich repeat

Nucleotide-Binding Oligomerization Domain Containing 2

Nuclear receptor subfamily 4

Nuclear receptor subfamily 4, group A

Neuronal cell adhesion molecule

Neuropilin 2

Receptor neurotrofico tirosina quinasa del factor de crecimiento nervioso (NGF)
Neurotrophic tyrosine kinase, receptor, type 2

Neurotrophic tyrosine kinase, receptor, type 3

Ovarian cancer immunoreactive antigendomain containing 1
Tenascin M1, odz, odd Oz/ten-m homolog 1 (Drosophila)
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p15 (CDKN2B)
p16 (CDKN2A)
pl7

P21 (CDKN1A)
p27 (CDKN1B)
P4HA2

p53

PAMP

PAX8
PAX8-PPARY

PBP
PCSK2
PCYOX1
PDESA
PDGF
PHLDA1
P

PI3K
PIK3CA
PITX2

PK

PKB (AKT)
PKD1
PKP4
PLAB
PLAG1
PLAU
PLEC1
PLEKHG4B
PPARy
PPP6C
PPR
PRKCD
PRL

PRLr
PROS1,
PRSS3
PSD3
PSEN2
PSMB6
PSMF1(PI31)
PTEN
PTMA
PTPRS

QPCT
QPRT

RAF
RAG2
RAP1GA1
RAP1GAP
RAPTOR
RARa
RARP2
RAS
RASSF1
Rb
RDH12
RET

ANEXOS Nuria Muhoz Pérez

Inhibidor 2B de la quinasa dependiente de ciclina. Inhibe CDK4 y CDK6
Inhibidor 2A de la quinasa dependiente de ciclina

IL-1B

Inhibidor 1A de la quinasa dependiente de ciclina

Inhibidor 1B de la quinasa dependiente de ciclina

Prolyl 4-hydroxylase, alpha polypeptide Il

Factor de transcripcidn nuclear

Patrones moleculares asociados a patdgenos

Paired box 8; Factor de transcripcion de tiroides

Reordeamiento de PAX8-PPARy

Prostatic binding protein

Protein convertase 2

Prenylcysteine oxidase 1

Phosphodiesterase 5A

Factor de crecimiento derivado de plaquetas
Pleckstrin homology-like domain, family A, member 1
Fosfatidilinositol

Fosfatidilinositol 3-quinasa
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit, alpha isoform
Paired-Like Homeodomain Transcription Factor 2
Proteina quinasa

Proteina quinasa B

Polykystic kidney disease-1

Plakophilin 4

Prostate differentiation factor

Pleomorphic adenoma gene 1

Plasminogen activator, urokinase

Plectin 1, intermediate filament binding protein 500 kd
Pleckstrin homology domain containing, family G (with RhoGef domain) member 4B
Perixome proliferator-activated receptor y

Protein phosphatase 6, catalytic subunit

Pattern recognition receptors

Proteina quinasa C, &

Prolactina

Receptor de prolactina

Proteina S

Mesotrypsin; protease serine 3

Pleckstrin and Sec7 domain containing 3

Presenilina 2

Proteasome subunit, f8 type, 6

Proteasome inhibitor subunit 1

Phosphatase And Tensin Homolog; también fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa

Prothymosin-R
Protein tyrosine phosphatase

Glutaminyl-peptide cyclotransferase
Quinolinate phosphoribosyltransferase

MAP-quinasa-quinasa-quinasa

Recombination activating gene 2

RAP1,GTPase-activating protein

GTPasa ihibidora de la proteina relacionada con RAS 1

Regulatory associated protein of mTor

Receptor del acido retinoico a

Receptor del &cido retinoico 32

Gen que codifica p21: protein activator (GTPase activating protein) 1
Ras association domain family 1; RASSF1A: isoform A

Gen del retinoblastoma. Codifica la fosfoproteina nuclear 110-kd
Retinol deshidrogenasa 12

REarranged during Trasnfection protooncogene. Codifica el receptor para GDNF
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RET/PTC
RGS4
RIG-I (DDX58)
RIL
RIP-2
RIZ1
RPH3AL
RTK
RUNX1
Runx2
RXRG

$100
S100A6
S100A10
$100C

SCEL

SCG5
SDBCAGS4
SELP
SERPINA1
SERPINE1
SET (12PP2A9
SFTPB
SH2D1A
SLC26A4 (NIS)
SLC34A2,
SLCAA4
SLC5AS (AIT)
SLCO2A1
SLIT1

SLUG

SNAI1 (Snail)
SON
sox4
SPARC
SPINT2,
SPOCK1
SPUVE
ST14
STAT3
STATSa
STING
STRN
SUMO
SYNGR2
SYTLS

TACSTD2 (TROP2; GA733-1)

TARSH (ABI3BP)
TBCA

TBX3

TC1 (C8orf4)
TERT (hTERT)

TFCP2L1
TFF

TFF3

Tg (TG)

TGB1

TGF-a. (TGFA)
TGF-B

T

ANEXOS Nuria Muhoz Pérez

Reordenamiento de RET en CPT

Regulator of G-protein signaling 4

Retinoic Acid-Inducible Gene 1 Protein; DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) Box Polypeptide 58
PDZ and LIM domain 4

Receptor-interacting protein 2

Retinoblastoma-interacting zinc finger protein 1

Rabphilin 3A-like (without C2 domains)

Receptor de membrana con actividad tirosinquinasa

Runt-related transcription factor 1 (acute myeloid 6.47 leukemia 1; aml1 oncogene)
Runt-Related Transcription Factor 2

Retinoid X receptor gene

Familia de proteinas de unién a calcio
S$100 calcium-binding protein A10
S$100 calcium-binding protein A10

Sciellin

Secretogranina V

Serologically defined breast cancer antigen 84

Selectina P

Serine (or cysteine) inhibitor, clade A, member 1; (a-1 antiproteinase, antitrypsin)
Serpin peptidase inhibitor, clade E (nexin, plasminogen activator inhibitor type 1), member 1
Oncoproteina inhibidora de la proteina supresora de tumor fosfatasa 2A.
Surfactant, pulmonary associated protein

SH2 Domain Containing 19; Signaling Lymphocytic Activation Molecule-Associated Protein
Solute carrier family 26, member 4. Pendrina.

Solute carrier family 34 (sodium phosphate), member 2

Solute carrier family 4, sodium bicarbonate cotransporter, member 4
Transportador apical de yodo

Solute carrier organic anion transporter family, member 2A1

Slit homolog 1 (Drosophila)

Miembro de SNAIL superfamily of zinc finger transcriptional factors implicados en la transicion epitelial-
mesenquimal

Miembro de zinc-finger transcription factors

SON DNA binding protein

SRY (sex determining region Y)-box 4

Osteonectin, secreted protein, acidic, cysteine-rich

Serine peptidase inhibitor, Kunitz type, 2

Sparc/ osteonectin CWCV and kazal-like domain proteoglycan

Protease, serine, 23

Suppression of tumorigenicity 14 (colon carcinoma)

Transductor de sefiales y activador transcripcional 3

Transductor de sefiales y activador transcripcional 5a

Stimulator of interferon genes

Striatin; Calmodulin Binding Protein

Small ubiquitin-related modifier

Synaptogyrin 2

Synaptotagmin-like 5

Tumor-associated calcium signal transducer 2 SH2 domain protein 1A
ABI Family, Member 3 (NESH) Binding Protein

Tubulin folding cofactor A

T-box protein 3

Thyroid Cancer Protein 1Chromosome 8 Open Reading Frame 4
Transcriptasa inversa de la telomerasa humana

Transcription factor CP2-like 1

Familia Trefoil: contienen al menos un dominio de 40 aminoacidos con tres disulfuros.
Trefoil factor 3 (intestinal)

Tiroglobulina

Factor transformador de crecimiento-f 1

factor transformador de crecimiento-a

Factor transformador de crecimiento-$
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TGFBR1
TGFBR2
THBS2
ThOX1
ThOX2

TIMP-1 (TIMP, TIMP1)

TIMP3
TIPARP
TM7SF2
TM7SF4
TMPRSS4
TNC
TNFa

TNRC6C (KIAA1582)

TOP2A
TP1

TPO (TPO5)
TRAF6
TRIB1
TRIM2
TRK

TRNT1
TROP2 (TAC-STD2)

TTF-1 (TITF1; NKX2.1)

TTF-2 (FOXE1)

UBE2C
UCP3
URKL1

VDAC1
VEGF
VHL

WDR1
Whnt

XTP1 (DEPDC1B)

YKL-40 (CHI3L1)

ZDHHC2

ANEXOS

Transforming growth factor, beta receptor |

Transforming growth factor 8 Il receptor
Thrombospondin 2

Thyroid oxidase 1

Thyroid oxidase 2

Erythroid potentiating activity metallopeptidase inhibitor 1
Inhibidor tisular de la metaloproteinasa 3

TCDD-inducible poly (ADP-ribose) polymerase
Transmembrane 7 superfamily member 2

Transmembrane 7 superfamily member 4
Transmembrane protease, serine 4

Tenascina C

Factor de necrosis tumoral a

Trinucleotide Repeat Containing 6C

Topoisomerase DNA Il alpha 170 kDa
Telomerase-associated protein

Peroxidasa tiroidea

TNF Receptor-Associated Factor 6, E3 Ubiquitin Protein Ligase
Tribbles homologue 1

Tripartite motif-containing 2

Tropomyosin receptor kinase. Oncogen formado por reordenamientos de NTRK1. Son 4: TRK, TRK-T1,

TRKT2 y TRK-T3.
TRNA Nucleotidyl Transferase, CCA-Adding, 1

Nuria Muhoz Pérez

Trophoblastic cell surface antigen 2, también tumor associated calcium signal transducer 2

Factor de transcripcion tiroideo-I
Forkhead Box E1

Ubiquitin-conjugating enzyme E2C
Uncoupling Protein 3 (Mitochondrial, Proton Carrier)
Uridine kinase-like 1

Voltage-Dependent Anion Channel 1
Factor de crecimiento del endotelio vascular

Von Hippel-Lindau Tumor Suppressor, E3 Ubiquitin Protein Ligase

WD repeat domain 1
Wingless pathway

HBxAg transactivated protein 1; DEP Domain Containing 1B

Chitinase 3-Like 1 (Cartilage Glycoprotein-39)

Zinc finger, DHHC domain containing 2
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ANEXOS

Nuria Muhoz Pérez

Anexo V DATOS EN BRUTO Y NORMALIZADOS DE LOS GENES OBTENIDOS
EN ESTE ESTUDIO

V.l. SANGRE PERIFERICA

pacl
Raw Data

Normalized

pac2
Raw Data

Normalized

pac3
Raw Data

Normalized

pacd
Raw Data

Normalized

pach
Raw Data

Normalized

pacé
Raw Data

Normalized

pac?
Raw Data

Normalized

pac8
Raw Data

Normalized

pac9
Raw Data

Normalized

pacl0
Raw Data

Normalized

Fold

BU618895.1

1,432434082
11,57143021
0,086342717
1,322449166

4,764705658
6,52381134
0,760097757
0,71761933

2,5625

9,035713196
0,091053289
0,403103717

8,894737244
5,80644989

0,485977385
0,645161099

8,659091949
9,936168671
0,364146666
0,607930121

14

32,54545593
0,395008152
0,835607416

9,862068176
8,943180084
0,411777429
0,328856654

5,927272797
6,142856598
0,291184295
0,211366915

8,894737244
5,80644989

0,485977385
0,645161099

4,724136353
4,387096405
0,159334769
0,388217874
2,48219439877

FLJ21986

11,56410217
4,490566254
0,697048479
0,513207572

7,032608032
3,6941185

1,121888732
0,406353081

6,84375

2,599998474
0,243178906
0,115991846

7,875

3,938774109
0,430262503
0,437641568

47,54838562
5,599998474
1,999584507
0,342627814

24,08107758
20,97727203
0,679444425
0,538593286

213,1935425
4,372093201
8,901610424
0,160769651

4,90625

5,927711487
0,241025341
0,203964079

7,875

3,938774109
0,430262503
0,437641568

8,563831329
3,620689392
0,288839268
0,320397869
1,79453143063

Todos los experimentos estan hechos por duplicado
Raw: datos brutos; normalized: datos normalizados; Fold: nimero de veces en que el gen esta sobreexpresado

AW301414.1

16
7,67307663
0,964430744
0,876923043

4
11,05405426
0,638106789
1,215946108

7,366664886
10,74285889
0,261759636
0,479263369

2,341175079
2,599998474
0,127913632
0,288888719

12,87096405
7,264152527
0,54127138

0,444446675

20,61363983
31,36538696
0,581611127
0,805309042

20,24324036
21,85416412
0,84522935

0,803616524

4,114940643
7,666667938
0,202151332
0,263799085

2,341175079
2,599998474
0,127913632
0,288888719

5,454544067
7,543861389
0,183969821
0,667562679
1,66135099953

AA890028.1

6,088890076
10,66666794
0,367019549
1,219047764

3,57831192

11,72727203
0,570836282
1,290000071

5,386363983
8,557376862
0,191393622
0,381764045

17,1111145
7,970588684
0,93489155
0,885620965

9,269233704
26,46875

0,389805371
1,619452218

11,77142715
45,22222137
0,332129263
1,161084472

16,0116272
4,82352829
0,668544018
0,177369723

8,660713196
15,84444427
0,425467792
0,545184678

17,1111145
7,970588684
0,93489155
0,885620965

6,80644989

7,580646515
0,229566643
0,670817826
1,56891051951

NOD3

3,430233002
5,4375

0,206763885
0,621428571

0,333332062
7,142856598
0,053175363
0,785714316

3,099998474
3,689655304
0,110152217
0,164603915

8,368419647
0,233333588
0,45722123

0,025925954

9,853660583
11,56756592
0,414382671
0,707744804

20,51219559
4,463413239
0,578748891
0,114598524

5,272727966
4,0338974

0,220155684
0,148333589

2,436782837
0,433334351
0,119709842
0,014910416

8,368419647
0,233333588
0,45722123

0,025925954

12,48648834
3,981132507
0,421141895
0,352293785
1,47531327327

PCGEM1

9,879310608
10,9743576
0,59549443
1,254212298

6,555557251
9,299999237
1,045786397
1,023000033

7,275863647
11,44117737
0,258533196
0,510416945

3,29032135
5,932582855
0,17977167
0,659175873

4,333332062
3,206897736
0,182232552
0,196209404

9,129032135
64,30000305
0,257574437
1,650908178

0,419353485
12,20429993
0,017509542
0,448773837

8,882354736
13,17647171
0,436356195
0,453383556

3,29032135
5,932582855
0,17977167
0,659175873

22,80232239
17,73529053
0,769072377
1,569410868
1,37209808681

SUCLG2

1

11,64516449
0,060276921
1,330875942

3,22618866

9,394737244
0,514663221
1,033421215

8,105262756
7,03225708

0,288004227
0,313724983

1,163265228
1,870967865
0,06355675

0,207885318

8,379310608
4,114284515
0,352380832
0,251726552

0,024391174
51,09900665
0,000688194
1,311971446

3,202381134
3,783130646
0,133711129
0,139112449

6,706897736
8,17307663

0,329484294
0,281223884

1,163265228
1,870967865
0,06355675

0,207885318

11,43119431
5,457141876
0,38554914
0,482907103
1,238230556

CTAGE3

6,315788269
8,079544067
0,380696274
0,923376465

4,900001526
5,635295868
0,78168106

0,619882616

4,541175842
9,090908051
0,161361559
0,405566085

5,773586273
1,266666412
0,315448594
0,140740712

1,727272034
15,80555725
0,072638142
0,967040179

37,56989288
6,485713959
1,060029568
0,166521271

11,375

9,835292816
0,474947868
0,361661228

6,540538788
5,309089661
0,321311713
0,182678186

5,773586273
1,266666412
0,315448594
0,140740712

2,037036896
1,020000458
0,068704792
0,090260704
1,20161953937

BX099693.1

33,37999725
20,94736481
2,012043473
2,393984549

5,674999237
33,4146347

0,905313885
3,675610238

32,0851059

5,205883026
1,140079772
0,232246282

22,04762268
4,099998474
1,20460512

0,455555386

42,13725281
36,91304016
1,772026469
2,258471018

57,49180603
75,69696808
1,622123718
1,943526248

18,07499695
25,46376801
0,754697255
0,936348085

13,59523773
16,96969604
0,667882153
0,583902983

22,04762268
4,099998474
1,20460512

0,455555386

68,6842041
40,85185242
2,316567726
3,615014994
0,956071684326

193



Tesis doctoral ANEXOS Nuria Muiioz Pérez
V.II. TEJIDO

GDF11 SCGB2A1 FGF12 ATP2C1 ASRGL1 HMGN2 ZNF568 ERH MGC45438 PHF20

pacl

Raw Data 25,50980377 5,361446381 26,80000305 264,8979492 46,81034851 79,7361145 5,352939606 16,62745285 6717,01416 70,171875
31,64814758 13,88043594 42,85964966 986,0754395 235,3896179 110,3287659 117,3678131 30,72000122 9332,310547 270,0281677

Normalized 2,338224709 0,491429355 2,456484178 24,28050548 4,29062938 7,308600051 0,490649625 1,524069783 615,6804899 6,431943322
1,121479313 0,491865179 1,518768526 34,94243079 8,341233442 3,909594653 4,159029342 1,088589649 330,6984459 9,568680228

pac2

Raw Data 36,12000275 43,36363983 56,96226501 1481,577759 231,6407776 111,3802795 302,9610291 76,27941132 4941,428711 358,1282043
31,26190186 8,717647552 52,90566254 504,0865479 60,63768005 66,42253876 46,44615173 58,05714417 4265,143066 125,8026276

Normalized 1,189580793 1,428143664 1,876002526 48,79447151 7,628887013 3,66821238 9,977757302 2,512195894 162,7416455 11,79464011
2,404761681 0,670588273 4,069666349 38,7758883 4,664436927 5,109426058 3,572780903 4,465934167 328,0879282 9,677125197

pac3

Raw Data 6,090908051 -0,660377502 9,916667938 407,8192749 26,63043213 36,36363983 28,82608795 5,907405853 819,5316162 62,91802979
5,196079254 3,484848022 8,722221375 362,4303894 5,857143402 30,30612183 26,97727203 8,114284515 907,4177246 44,30232239

Normalized 0,666375776 -0,072248599 1,084933024 44,61746647 2,913502342 3,9783639 3,15371806 0,646299719 89,66085386 6,883546848
0,627316998 0,420721912 1,053024302 43,75582681 0,707126554 3,658825133 3,256936718 0,979628746 109,5515552 5,348571208

pac4

Raw Data 113 277,5 558,6913452 3175,867432 1300,04541 149,5066681 418,7391357 99,30882263 10366,54199 532,9466553
25,17391205 169,4305573 334,8125 2141,414795 206,1415863 80,31428528 255,6080933 79,57142639 6376,336426 331,2236938

Normalized 2,613801685 6,418849271 12,923083 73,4609526 30,07133525 3,458237 9,685850076 2,297111221 239,7883622 12,32758288
0,936300351 6,301678099 12,45277495 79,64623933 7,667081669 2,987151673 9,506903296 2,959522315 237,1568639 12,31929548

pac5

Raw Data 14,88888931 1,392158508 8,15625 704,9898071 19,12121582 46,62294769 29,79244995 25,95237732 864,706665 37,06349182
11,91666794 0,310344696 8,831459045 619 4,339286804 47,59648895 23,2156868 4,886363983 786,1428833 68,20967865

Normalized 1,774635073 0,165934024 0,972158971 84,02907776 2,27909413 5,557077929 3,551018849 3,093313279 103,0660342 4,417668177
1,377464559 0,035873184 1,020840885 71,55108848 0,50158432 5,501745706 2,683534184 0,564821747 90,87137156 7,884453557

pacé

Raw Data 22,49090958 3,933334351 18,96491241 292,931366 49,96511841 60,09859467 65,41025543 27,88524628 5194,782227 71,16417694
33,13793182 26,59574127 38,41304016 2039,130859 456,8974304 123,0800018 445,1891785 100,5585632 6731,330566 526,9078979

Normalized 2,089423173 0,365409852 1,761855266 27,21355408 4,641798762 5,583206669 6,076664128 2,590561291 482,5993508 6,611207958
0,907667988 0,728473433 1,052156395 55,8530271 12,51469686 3,371235665 12,19400076 2,754359845 184,375214 14,4323259

pac?

Raw Data 34,1875 6,804595947 37,03636169 1162,434814 81,21875 37 101,6865692 37,08695984 8580,59668 142,3548431
32,52631378 4,071430206 45,80850983 1661,067383 222,6164246 46,01754761 229,5396729 49,31578827 7782,962402 256,0161438

Normalized 2,941287786 0,58542669 3,186386787 100,0089308 6,987574914 3,183258445 8,748503519 3,190739949 738,2231579 12,24735829
1,55086778 0,194127437 2,184168252 79,20036377 10,61444105 2,194135258 10,94454432 2,351396705 371,0947911 12,20695315

pac8

Raw Data 7,28125 9,194442749 3,586208344 12,16666794 79,81944275 31,98181915 8,685394287 4,831325531 36,93617249 81,33823395
6,757575989 5,366664886 5,912086487 30,60655975 43,52307892 43,25396729 7,033332825 0,366664886 27,83333588 53,1875

Normalized 1,161553764 1,466759085 0,572095973 1,940908352 6,377326862 5,101953981 0,693936169 0,386007983 2,951086062 6,498673586
0,713409846 0,566568778 0,624149949 3,231191348 4,594812262 4,566401647 1,185248184 0,038709493 2,938416954 5,615103142

pac9

Raw Data 11,05263138 8,866664886 5,617977142 32,26229858 38,77777863 23,77358246 3,935482025 5,911766052 15,91891861 26,15555573
5,885715485 6,120483398 1,099998474 14,07143021 4,540229797 14,03125 1,428569794 5,296703339 10,92307663 58,75806427

Normalized 1,511609744 1,212646707 0,768340923 4,412343381 4,449908466 4,006293481 0,538234993 0,808520873 2,177146026 3,577156565
1,177143097 1,22409668 0,219999695 2,814286041 0,908045959 2,80625 0,285713959 1,059340668 2,184615326 4,223943334

pacl0

Raw Data 8,266666412 0,689655304 12 229,5384521 8,732559204 31,0192337 22,10526276 2,10843277 7,059524536 38,14814758
0,92307663 7,888889313 2,632183075 30,83516693 6,215686798 31,0192337 37,93877563 2,10843277 6,342857361 6,333332062

Normalized 0,735776577 0,049577279 1,068062806 16,50083996 0,777243474 8,631438944 1,589081914 0,586694336 0,628334632 3,395384796
0,256856106 2,1951692 0,732433551 1,729442257 1,729582413 8,631438944 2,458675828 0,586694336 1,764969005 1,762318487

Fold 5,3718066153 5,3694113031 3,6341212367 3,3702788064 2,5001201036 2,4801001789 1,6173091054 1,4878678391 1,2940468450 1,021630659:

Todos los experimentos estan hechos por duplicado

Raw: datos brutos; normalized: datos normalizados; Fold: nimero de veces en que el gen esta sobreexpresado
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Anexo VI. GENES RELACIONADOS HMNG2
Los genes que aparecen en la Fig. 31 son los siguientes:

CREB1
Camp Responsive Element Binding Protein 1
Factor de transcripcion que actla mediante fosforilacion. Interviene de diferentes procesos celulares,
incluyendo la sincronizacién del ritmo circadiano y la diferenciacion de los adipocitos
EP300
E1A Binding Protein P300
Funciona como una acetiltransferasa de histonas y regula la transcripcion remodelando la cromatina. También
actua en proteinas no histonas.
HIF1A
Hypoxia Inducible Factor 1, Alpha Subunit (Basic Helix-Loop-Helix Transcription Factor)
Es un regulador transcripcional de la respuesta adaptativa a la hipoxia. Juega un papel esencial en la
vascularizacion embrioldgica, en la angiogénesis tumoral y en la fisiopatologia de la enfermedad isquémica.
HMGN1
High mobility group nucleosome binding domain 1
Se une al lado interno del nucleosoma alterando la interaccion entre el ADN y el octdmero de histonas. Podria
influir en el proceso que mantiene a los genes transcribibles en una conformacién Unica de la cromatina
HMGN3
High Mobility Group Nucleosomal Binding Domain 3
Se une al nucleosoma regulando la estructura de la cromatina. Asi que influye en la transcripcién, la
replicacién y la reparaciéon del ADN. También afecta a insulina y glucagdn, modulando la expresién de los
genes pancreaticos que regulan la secrecion de insulina.
HMGNS
High Mobility Group Nucleosome Binding Domain 5
Fundamentalmente se une a la eucromatina y se piensa que modula la transcripcion de forma similar al resto
de las proteinas HMGN.
HSP90AA1
Heat Shock Protein 90kda Alpha (Cytosolic), Class A Member 1
Promueve la maduracion, el mantenimiento estructural y la regulacidén apropiada de dianas especificas que
intervienen en el control del ciclo celular y en las sefiales de transduccion.
KAT2B
K(Lysine) Acetyltransferase 2B
Descrita en el texto. Funciona como una acetiltransferasa de histonas para promover la activacion de la
transcripcion.
PRKCA
Protein Kinase C, Alpha o Calcium-Activated, Phospholipid- And Diacylglycerol (DAG)-Dependent
Serine/Threonine-Protein Kinase
Interviene en la regulacion positiva y negativa de la proliferacion celular, apoptosis, diferenciacion, migracion y
adhesidén, génesis tumoral, hipertrofia cardiaca, angiogénesis, funcién plaquetaria e inflamacién, bien por
fosforilacion directa de proteinas diana, bien activando cascadas de seializacion.
PSMD4
Proteasome (Prosome, Macropain) 26S Subunit, Non-Atpase, 4
Probablemente interviene en la destruccion de conjugados con ubiquitina. Modula la secrecidn de los fluidos
intestinales.
RANBP2
RAN Binding Protein 2 o E3 SUMO-protein ligase
Facilita la conjugacion de SUMO1 y SUMO2. Se considera un factor transportador.
RANGAP1
Ran GTPase activating protein 1
Activador tipo GTPasa de Ran, proteina nuclear relacionada con Ras.
SRY
Sex Determining Region Y
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Regulador transcripcional que controla el cambio hacia el sexo masculino.

sumMo1
SMT3 Suppressor Of Mif Two 3 Homolog 1 (S. Cerevisiae)
Proteina relacionada con la ubiquitina. Se une covalentemente a proteinas modificandolas. A través de este
mecanismo juega un papel crucial en numerosos procesos celulares: transporte nuclear, replicacién y
reparacion de ADN, mitosis y sefiales de transduccion.

sumMo2
SMT3 Suppressor Of Mif Two 3 Homolog 2 (S. Cerevisiae)
Isoforma de la anterior.

TP53
Tumor Protein P53
Supresor tumoral que actla deteniendo el crecimiento o mediante apoptosis. Interviene en el ciclo celular,
inhibiendo la division célular controlando los genes que intervienen en este proceso.

UBA2
Ubiquitin-Like Modlifier Activating Enzyme 2
Este heterodimero actua como una ligasa para SUMO1, SUMO2, SUMO3, y probablemente SUMO4. Media la
activacion de esta familia de proteinas.

UBC
Ubiquitin C
La proteina se un precursor poliubiquitina. La conjugacién de los mondmeros o polimeros de ubiquitina
provocan varios efectos en las células, en funcién de los residuos con los que se conjuga. La ubiquitinizacidn se
ha relacionado con la degradacion proteica, la reparacién del ADN, la regulacion del ciclo celular, la
modificacidn de las quinasas, la endocitosis, y la regulacion de otras vias de sefializacién celular.

UBE2I
Ubiquitin-Conjugating Enzyme E2I
Actla como factor catalitico de los complejos formados por SUMO1, SUMO2, SUMO3 y SUMO4

ZNF219
Zinc Finger Protein 219
Podria intervenir en la regulacion de la transcripcion.
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