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1. RESUMEN

El carcinoma papilar de tiroides (CPT) es la neoplasia endocrina mas frecuente;
actualmente es un problema de salud publica debido al aumento en la incidencia en
todo el mundo durante las Ultimas décadas. Algunos aspectos clinicos, histolégicos
y moleculares se asocian con fenotipos agresivos de la enfermedad, metastasis,
fracaso en el tratamiento y recaida. En Colombia, no hay estudios que analicen
estos factores y la asociacion entre ellos. El objetivo de este estudio fue determinar
la frecuencia de la variante patogénica BRAFV69E el patron de metilacion del gen
RASSF1A y la expresion del transportador NIS en CPT y su asociacion con
caracteristicas tumorales en muestras diagnosticadas en el Instituto Nacional de
Cancerologia (INC) entre 2006 y 2012. Estudio descriptivo de cohorte transversal
con 301 pacientes con diagnoéstico de CPT; se confirmd el diagnéstico, las
caracteristicas histolégicas de los tumores y datos demogréficos de los pacientes.
Se seleccionaron bloques de tejido tumoral y normal de cada paciente para analisis
molecular. La variante denominada patrén combinado se identific6 como el de
mayor frecuencia y se asocidé con caracteristicas de invasion y metastasis. La
frecuencia de BRAFVY69°E fue de 70.4% y se asocia con el patrén combinado (p=
0.0075), tumores grandes (p= 0.0084), invasion de la capsula tiroides (p= 0.0483) y
extension extra tiroidea (p= 0.0305). El porcentaje de metilacion de RASSF1A en
las muestras fue de 14% y 34.5% mostraron hemimetilacion; y no se encontrd
asociado con la presencia de BRAFV6E (p= 0.62). NIS se expresd con mayor
frecuencia en citoplasma (53.8%) y la asociacion con BRAFV6E g con el patrén de
metilacion de RASSF1A no fue estadisticamente significativa (p= 0.48 y p=0.90,
respectivamente). La presencia de patron combinado y BRAFVY6E confieren a los
CPT caracteristicas de mal pronéstico, independientemente del tamafio tumoral;
ademas, la expresion citoplasmatica de NIS estaria asociada con la resistencia al
tratamiento. Estas pruebas moleculares deben considerarse de gran utilidad para el
diagnéstico y manejo de pacientes y permitirdn disefiar tratamientos eficaces y
personalizados.

Palabras clave: Carcinoma papilar de tiroides, BRAFV6%E metilacién, RASSF1A,
NIS.
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2. ABSTRACT

Papillary thyroid carcinoma (PTC) is the most frequent endocrine neoplasm;
currently, it is a public health issue due to an increase at the incidence around
the world during the last decades. Some clinical, histological and molecular
aspects are associated with aggressive phenotypes of the disease, metastasis,
resistance to treatment and relapse. In Colombia, there are no studies that
analyze these factors and the association between them. The objective of this
study was to determine the frequency of the pathogenic variant BRAFV%E, the
methylation pattern of the RASSF1A gene and the expression of the NIS in PTC
and its association with tumor characteristics in samples diagnosed at the
National Cancer Institute (NCI) between 2006 and 2012. Transverse cohort
descriptive study with 301 patients diagnosed with PTC; the diagnosis, the
histological characteristics of the tumors and demographic data of the patients
were confirmed. Blocks of tumor and normal tissue of each patient were selected
for molecular analysis. The so-called variant combined pattern was identified as
the greater frequency and was associated with invasion and metastasis
characteristics. The BRAFY69°E frequency was 70.4% and was associated with
the combined pattern (p=0.0075), large tumors (p=0.0084), thyroid capsule
invasion (p=0.0483) and extra thyroid extension (p=0.0305). The methylation
percentage of RASSF1A at the samples was 14% and 34.5% showed
hemimethylated; and it not found associated with the presence BRAFY600E
(p=0.62). The NIS was more frequently expressed at the cytoplasm (53.8%) and
the association with BRAFV6%E or the RASSF1A methylation pattern was not
statistically significant (p=0.48 and p=0.90, respectively). The combined pattern
presence and BRAFVY69E confer bad prognostic characteristics to the PTC,
regardless of the tumor size; In addition, the cytoplasmic expression of the NIS
will be associated with treatment resistance. These molecular tests should be
considered very useful for the diagnosis and management of men and women,
and will allow to design efficient and personalized treatments

Key words: Papillary thyroid carcinoma, BRAFV60E  methylation, RASSF1A,
NIS.
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3. MARCO TEORICO

El cancer de tiroides (CT) puede originarse a partir de las células foliculares o células
C (1-6) y cada una genera un tipo de tumor diferente (6,7); es la neoplasia endocrina
mas frecuente en el mundo con un aumento en la incidencia durante las ultimas
décadas por la inclusién de los denominados microcarcinomas - tumores <10mm
de diametro (1,8-11). Segun la IARC (International Agency for Research on Cancer,
por sus siglas en inglés) en su informe Glocoban-2012, en el mundo se registraron
298.102 casos nuevos en ambos sexos, de estos 229.923 (77.12%) se
diagnosticaron en mujeres (12). En Colombia, segun los registros de incidencia de
cancer del Instituto Nacional de Cancerologia (INC), en 2008 se presentaron 271
casos nuevos, de los cuales 232 (85.6%) fueron en mujeres (13) y para el 2014 la
incidencia de la enfermedad fue de 475 casos nuevos, de los cuales 412 (86.7%)
fueron diagnosticados en mujeres (14). La enfermedad afecta principalmente a
personas entre los 20 a 50 afios de edad (11,15,16).

3.1Anatomia de la tiroides

Latiroides es la mayor glandula endocrina del organismo, esta localizada en la parte
frontal del cuello a la altura de las vértebras C5 y T1, delante del cartilago tiroideo
entre la union de la laringe y la traquea (17); el polo inferior llega hasta el 5° o 6°
anillo de la trdquea, el polo superior esta en contacto con el tercio inferior de la
lamina del tiroides. Es un 6rgano delgado y se compone de dos Iébulos laterales,
unidos en la parte inferior por el istmo, lo anterior le confiere forma de mariposa; el
istmo se extiende a través de la traquea por debajo del cartilago cricoides (17). Cada
I6bulo mide entre 2 a 4 cm de espesor / 4 cm de largo / 1.5 cm de ancho. Un tercio
de la poblacion presenta una prolongacion que se extiende en sentido ascendente
por encima del istmo y ligeramente hacia la izquierda de la linea media, llamado
I6bulo piramidal. En la parte posterior e inferior de cada I6bulo se localizan el par de
glandulas paratiroides (17).

La tiroides esta conformada por: las células foliculares presentes en los foliculos
tiroideos y son las encargadas de la produccion del coloide, el medio en donde se
sintetizan las hormonas tiroxina (Ts) y triyodotironina (T3); y por las células
parafoliculares o células C encargadas de las produccién de calcitonina (17). La
cantidad de yodo - | — absorbido por la tiroides es el resultado del estimulo de la
Hormona Estimulante de la Tiroides - TSH (Thyroid-Stimulating Hormone) producida
en la pituitaria.

12



3.2Taxonomia basica de las lesiones de la tiroides

La deteccion de las lesiones de la tiroides se hace con base en la ultrasonografia
(18). Segun la Organizacion Mundial de la Salud - WHO (World Health Oranization)
las lesiones de tiroides se clasifican de acuerdo con las caracteristicas anatomo-
patolégicas en dos grupos: los tumores de células foliculares y los de células C
(parafoliculares). El primer grupo se discriminan a su vez en: 1) carcinomas
diferenciados, 2) carcinomas pobremente diferenciados y 3) carcinomas
indiferenciados como anaplasicos e insulares. ElI segundo grupo comprende los
carcinomas medulares (6) (Figura 1), y cada uno de ellos a su vez se subdividen en
variantes histologicas (1,7).

(" ™

Carcinoma papilar de
I N tiroides
Carcinomas ~
diferenciados - ~
\ / Carcinoma folicular de
N - ~ tiroides
Carcinomas L
Células foliculares pobremente
diferenciados
J A J
'd Y
Lesiones Carcinomas
indiferenciados
A
7\ 'd N
Células C Carcinomas medulares

J AN J

Figura 1. Esquema de los tipos de lesiones neoplasicas en tiroides.

3.3Tumores de células foliculares

3.3.1 Carcinomas diferenciados: se caracterizan porque histolégicamente las
células tumorales se parecen a las normales, son de crecimiento lento, no
afectan la supervivencia, se detectan por inmuno-analisis de la tiroglobulina
(Tg) (19) e incluye los CPT y CFT.

3.3.1.1 CPT es el tipo histologico mas frecuente (entre el 70-90% de los CT)
(1,4,7,10,20-22), estan conformados por células de tamafo uniforme y
con caracteristicas nucleares importantes para el diagnéstico y que hacen
parte de la clasificacion en tumores de alto y bajo riesgo (11,23), entre
otras, nucleo de aspecto vacio (vidrio esmerilado), a veces se observan
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cuerpos de psammona (calcificaciones laminares conceéntricas derivadas
de células neoplasicas necroticas); por lo general no estd encapsulado,
presenta papilas (células conica), y son soélidos aunque en ocasiones
presentan patron mixto; entre el 20-80% de los casos son multicéntricos
(20). La mayor incidencia de CPT se presenta en mujeres en la cuarta
década de vida y se relaciona con la expresidon de receptores de
estrogeno (2,23). En nifios, el 70% de casos son CPT y se asocian con la
exposicion a la radiacion (8).

En el INC se llegd al consenso de agrupar las variantes histolégicas en
las categorias de: mayor agresividad, mejor prondstico y sin diferencia
(Tabla 1) (3).

Tabla 1. Estratificacion del riesgo de las variantes histologicas del CPT.
Tomado y adaptado de Garavito et al. (3).

Comportamiento biolégico comparativo con la variante clasica

Variante histolégica

Esclerosis difusa

Folicular. Subtipo difuso

Células altas

Columnar

Trabecular

Desdiferenciado: cancer pobremente diferenciado

con componente de cancer papilar
Células claras

Mayor agresividad

Tumores encapsulados
Mejor prondstico Microcarcinomas
Microtumor papilar

Folicular

Sdlido

Oncocitica

Estroma nodular exuberante similar a fascistis
Sin diferencia nodular

Macrofolicular

Wathin like

Cribiforme-morular

Con estroma lipomatoso

Atipia nuclear
Necrosis tumoral

Caracteristicas Extension extratiroidea
histolégicas de mal Compromiso de la capsula iroides
prondstico Invasién vascular arterial o venosa*

Metastasis ganglionares
Invasion a tejidos periganglionares

*La invasion vascular en comparacion con la invasion de la capsula del tumor
tiene un peor prondstico, ya que incrementa el riesgo a enfermedad
metastasica temprana
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A continuacion se describiran las variantes histolégicas del CPT.

3.3.1.1a La variante folicular es la mas frecuente, algunos estudios reportan que
hasta el 80% de todos los CPT son de este tipo (1,22,24-26). En Colombia, un
estudio realizado en el INC reportd que el 23.4% de CPT diagnosticados
correspondian a esta variante (23). Se presenta con mayor frecuencia en personas
de 45 afios 0 mas, sin presentar asociacion con la edad (26). Para su diagndstico
se tiene en cuenta que las modificaciones sean generalizadas y no focalizadas(25);
y se hace con base en las caracteristicas nucleares, los nucleos deben ser claros,
vacios, con hendiduras, sin polaridad y algunas veces con pseudo-inclusiones (27).
La variante folicular se divide en los subtipos infiltrativo o difuso, encapsulado y
macrofolicular; para estos, ademas de las caracteristicas nucleares es relevante la
invasion vascular y capsular (24,25).

El subtipo infiltrativo o difuso se caracteriza por invadir un I6bulo o toda la tiroides
con crecimiento difuso similar a un bocio multinodular (7,25). El tumor carece de
capsula bien definida, no existe delimitacion entre este y el parénquima adyacente;
y se asocia con invasion vascular (80%), metastasis ganglionar (80%) y
diseminacién extra tiroidea (70%) (7). Se considera agresivo por este fenotipo
invasivo (7,28-30). El subtipo macrofolicular presenta encapsulacién incompleta
con invasion al parénquima tiroideo y con fibrosis (7,25); Chan et al, establecieron
los criterios para su diagndstico (29). El subtipo encapsulado es el mas frecuente
de los tres (7), tiene capsula que envuelve la totalidad del tumor, con o sin invasion
vascular o de la cipsula del tiroides (25,29); caracteristicas como nucleos ovoides,
pérdida de polaridad de los nucleos que rodean el foliculo y un patrén de cromatina
clara (29) son importantes para diferenciarlos de los adenomas foliculares (20).

3.3.1.1b La variante de células altas es poco frecuente, hasta el 11% de los casos
(31), se caracteriza por que las células tumorales son de dos a tres veces mas altas
que las normales. El diagnéstico histologico es dificil y se ve afectado por el plano
de la seccion observado (1,20,21). Las células presentan abundante citoplasma
eosindfilo, los nacleos son similares a la variante clasica con numerosas hendiduras
y pseudo-inclusiones (1,20,31), con frecuencia hay necrosis, alta actividad mitotica
y diseminacion extra tiroidea; se considera de peor prondstico y es mas frecuente
en hombres mayores (1,4,21,23,31).

3.3.1.1c La variante columnar es poco frecuente, <10% de los casos (6). El tumor
estd compuesto de células pseudoestratificadas, algunas con vacuolas supra-
nucleares o sub-nucleares (1,20), el nuacleo se observa hipercromatico y en
ocasiones presenta inmunoreactividad variable a la Tg (1,4,6,20); con frecuencia

15



hace metastasis loco-regional y a distancia que se confunde con metastasis de
tumores del tracto gastrointestinal o pulmén (1,6,20).

3.3.1.1d La variante esclerosante difusa tiene desarrollo difuso en uno o ambos
I6bulos, usualmente sin formacién de masas soélidas, se observan numerosos
cuerpos de psammona, infiltracidon densa y fibrosis estromal, se presenta con
frecuencia en pacientes jovenes (20), se disemina facilmente a regiones intra-
tiroideas y metastasis a nédulos linfaticos y pulmon (4).

3.3.1.1e La variante soélida tiene crecimiento sélido/trabecular/insular >70% del
tumor, se caracteriza por presentar redes sélidas tipicas de carcinoma con
caracteristicas nucleares de CPT (32), sin focos de necrosis, con minima o nula
actividad mitética y sin mutaciones en p53 (1,20). Un tercio de estos tumores hacen
invasion vascular y extra tiroidea, se asocia con metastasis linfoide; son tumores
tipicos de nifios expuestos a radiacion (1,20,32).

3.3.1.1f La variante oncocitica presenta caracteristicas histoldgicas y genéticas
diferentes al carcinoma oncocitico (1,4). Para algunos autores el comportamiento
bioldgico y/o el potencial de agresividad de esta variante y la variante folicular es
similar (1,4). Las células se observan poligonales, aunque en ocasiones se perciben
columnares, con citoplasma eosindfilo granular abundante con numerosas
mitocondrias y nucleo claro con hendiduras y pseudo-inclusiones (1,20).

3.3.1.1g Los microcarcinomas son tumores que miden <10mm, presentan
cualquier variante histologia del CPT y se asocian con caracteristicas histolégicas
de riesgo porque a pesar de su tamafio reducido, producen enfermedad con
fenotipos agresivos (23,33,34); por ejemplo, Park et al, reportaron porcentajes de
extensidn extra tiroidea y metastasis a ganglio linfatico (52.5% y 32.9%
respectivamente) en microcarcinomas (35), resultados similares a los reportados
por otros autores (23,36,37). Estudios recientes consideran que el diagnostico de
los microcarcinomas explica el incremento en la incidencia de la enfermedad en las
dltimas décadas.

3.3.1.1h El patrén combinado se caracteriza por la presencia de dos 0 mas
variantes histologicas en un mismo tumor, representada cada una con minimo 30%
de células tumorales, esta variante tiene fenotipo agresivo por presentar
caracteristicas de riesgo como invasion de la capsula tiroides, extension extra
tiroidea y metastasis (23).

3.3.1.2 CFT se caracterizan porque las células presenta un patron folicular sin la
presencia de papilas (18,20), se asocia con bocio, mas frecuente en
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mujeres (proporcion 3.3:1), y en personas >45 afios de edad (18,20). El
CFT en la mayoria de los casos evoluciona a estadios mas agresivos
como metastasis a ganglio linfatico y a distancia principalmente a pulmén
y hueso, por lo que es considerado mas agresivo en comparacion con el
CPT. Estudios recientes demostraron que pacientes con CFT
encapsulados presentaron mejor sobrevida, comparada con pacientes
gue tenian tumores que hacian invasion vascular o a la capsula (25,29).
El CFT se clasifica en las variantes de células de Hurtle, células claras e
insular; estos no se describiran en el presente trabajo.

Como se mencion6 anteriormente, el diagndstico se hace con base en los reportes
de patologia y no se recurre a los andlisis genéticos e inmunohistoquimicos (IHQ)
complementarios, razon por la que este es subjetivo.

3.4 Factores de riesgo en CPT

Entre los factores de riesgo para desarrollar CT estan la alta concentracion de yodo
() en la dieta, las hormonas (19,38,39), los nédulos tipo quiste o coloide, la
exposicién a la radiacion, la tiroiditis linfocitica y la historia familiar (36,39). Estudios
demuestran que la incidencia de CPT es mayor en regiones geogréaficas con dietas
ricas en |, en comparacion con aquellas regiones donde es la concentracion de |
menor (22,36,39,40); Guan et al, asociaron las dietas ricas en | con tumores con
caracteristicas histolégicas agresivas - extension extra tiroidea y metastasis a
glanglio linfatico - (22). La alta concentraciébn de | en las células foliculares
generarian procesos de oxidacidén que inducen dafos o afectan los mecanismos de
reparacion del ADN (40). Otros estudios demostraron que el bajo consumo o la
deficiencia de | se asocia con CFT, (22,39) hipotiroidismo y bocio (22,40). Algunos
autores demostraron que individuos con enfermedades benignas de tiroides tienen
80 veces mas riesgo de desarrollar CPT (41,42); mientras que otros no reportan
esta asociacion (23).

Algunos autores plantean que las hormonas femeninas tienen un papel en la
patogénesis de la enfermedad (2,38); se sabe por ejemplo que durante la pubertad
aumenta el riesgo de desarrollar CT y este riesgo disminuye con la menopausia
(43). Un estudio realizado en mujeres embarazadas encontré que niveles elevados
de estrogenos y gonadotropina corionica se asocian con el desarrollo de CPT,
porque los estrogenos se unen a los receptores alfa y beta e inducen la proliferacion
e invasion de las células foliculares (23,39). Adicionalmente, los estrégenos en
general, incrementan los niveles de la TSH y la produccion elevada de esta
promueve el crecimiento de la glandula (43). El riesgo a desarrollar CT es mas alto
en mujeres multiparas que en nuliparas (43); por tanto la regulacién entre TSH y
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estrogenos es importante en el desarrollo de la enfermedad. Recientemente, se
encontr6 que factores asociados con procesos hormonales como el uso de
anticonceptivos orales, la terapia hormonal, lactancia, edad de la menarquia y del
primer nacimiento no representan riesgo para el desarrollo de CT (43).

Los nodulos tiroideos son palpables hasta en el 20% de la poblacién asintomatica,
en una proporcion de 3:1 (mujeres : hombres, respectivamente); y se postula que la
frecuencia de los nddulos por sexos y la incidencia de CPT se asocia con factores
hormonales (39). Algunos estudios reportan mayor frecuencia de deteccion de
nodulos en la poblacion general al realizar exploracion con técnicas mas sensibles
(1,2,8,11,16,33,35,39); y son mas habituales los nddulos multiples que los Unicos
(1,33,35). En ocasiones, estos producen gran cantidad de hormona tiroidea
causando hipertiroidismo, este ultimo asociado con cancer (1,33,35); sin embargo,
Davies et al, no encontr6 asociacion entre CPT y la presencia de enfermedades
benignas como la tiroiditis de Hashimoto o bocio (23).

La radiacion ionizante es un factor de riesgo para el desarrollo de CT, este fue el
tumor soélido mas comun desarrollado por los sobrevivientes de las bombas
atomicas en la segunda guerra mundial (44). El proto-oncogen RET (REarranged
during Transfection), codifica una proteina de la familia de los receptores de
membrana con actividad tirosina quinasa (45), implicada en procesos de
diferenciacion y proliferacion celular. La radiacion rompe el ADN y genera
reordenamientos inter-cromosomales como RET/PTC - REarranged during
Transfection / Papillary Thyroid Carcinoma (46), estos consisten en la fusion del
dominio tirosina quinasa de RET con un dominio 5" de otros genes que sirve de
promotor para la expresion constitutiva de RET (10,15,16,34,47). Existen tres
isoformas principales de reordenamientos RET/PTC, de los cuales RET/PTC1 y
RET/PTC3 son los mas frecuentes, este ultimo mas comln en tumores agresivos
(45,48,49).

Estudios previos reportaron que después del accidente de Chernobyl aumenté la
prevalencia de RET/PTC3 en la poblacion expuesta (44,50). Pacientes < 15 afios
expuesto a radiacion desarrollan la forma agresiva del cancer, con invasiéon de
traquea, laringe y esofago, ademas se asocia con metastasis a distancia y variantes
histol6gicas de riesgo (44,50). Recientemente, con el accidente de Fukushima | —
Japon en 2011, se observé mayor incidencia de CT en nifios que en adultos
expuestos (44). El sexo femenino tiene mayor riesgo de presentar reordenamientos
debido a la variacion hormonal que aumenta la proliferacion celular y la posibilidad
de frecuencia de rompimiento de cromatides hermanas (46).

Otro factor de riesgo para el desarrollo de CT es la agregaciéon familiar. La neoplasia
endocrina multiple - MEN (Multiple Endocrine Neoplasia) es un sindrome hereditario
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ocasionado por mutaciones en RET y se trasmite de manera autosémica dominante.
El sindrome compromete el sistema endocrino (principalmente glandula tiroides,
paratiroides y suprarrenal), incrementando la produccion de hormonas y causando
variedad de sintomas. Existen dos sindromes MEN diferentes — MEN1y MENZ2. Los
pacientes con MEN1 desarrollan tumores en las glandulas paratiroides, la hipdfisis
y el pancreas. Los pacientes con MENZ2 tienen riesgo alto de padecer Carcinoma
Medular de Tiroides (CMT). El sindrome MEN2 se divide en tres subtipos clinicos
MEN2a, MEN2b y CMT-F. MENZ2a se asocia con CT, aproximadamente el 80% de
los pacientes desarrollan el subtipo CMT, la enfermedad se presenta durante la
niflez o adultez temprana, generalmente tiene tumor en ambos Iébulos del tiroides.
MEN2b también esta asociado con CMT pero en menos frecuencia de fenotipo
agresivo.

Otro sindrome con agregacion familiar y que se asocia con CPT es la Poliposis
Adenomatosa Familiar - FAP (Familial adenomatous polyposis). La enfermedad se
hereda de forma autos6mica dominante asociada a mutaciones en el gen APC
(Adenomatous polyposis coli); se caracteriza por la aparicion de polipos
adenomatosos en el colon y el recto a edad temprana y con riesgo de desarrollar
cancer colorrectal cercano al 100%. Algunos estudios demostraron que pacientes
con CPT y FAP presentaban reordenamiento RET/PCTj.

En la actualidad, la biologia molecular permite adquirir y ampliar conocimientos
sobre la génesis, el desarrollo, comportamiento y patogenicidad de la enfermedad.
Algunos autores reportan que alrededor del 70% de las alteraciones genéticas en
CPT ocurren en genes involucrados en la via de sefializacion MAPK (Mitogen-
Activated Protein Kinases), por ejemplo, mutaciones puntuales en BRAF (V600E)
(9,11,16,18,34,36,37,48,51-65). Esta es la alteracidon genética mas comun en las
células foliculares (9,11,16,18,34-37,48,51-57,59-62,64—66) y su alta frecuencia y
especificidad demuestran la importancia en la patogénesis del CPT (5,56,64). En la
carcinogénesis del CT también estan involucrados otros eventos genéticos que
incluyen la inactivacibn de genes supresores de tumor (GST) por eventos
epigenéticos (64,67-70), y la activacion de otros oncogenes.

3.5 Alteracién en la via de sefalizaciéon de las MAPK

La mayoria de tumores presentan alteracion de una o varias vias de sefalizacion.
En CPT la ruta que con mayor frecuencia se encuentra alterada es la via de las
MAPK (9,10,16,71). Los cambios mas frecuentes incluyen variantes patogénicas en
los genes RAS y BRAF, o reordenamientos con el gen RET. Los cambios son
mutuamente excluyentes y una sola alteracion es suficientes para iniciar la
transformacion, adquirir la capacidad de malignidad y tumorigénesis (10). La via
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MAPK es una cascada de sefializacion de transduccion intracelular involucrada en
crecimiento, proliferacion, diferenciacion y apoptosis celular, entre otros. La
membrana celular tiene receptores con actividad tirosina-quinasa; estos se
caracterizan por tener tres dominios: uno extracelular de unién al ligando, otro
transmembrana y uno intracelular con actividad tirosina-quinasa. Estos receptores
se activan por factores mitogénicos extracelulares (factores de crecimiento,
hormonas o citoquinas) que causan autofosforilacion de los residuos de tirosina del
receptor (5,52,72).

Las Ras quinasas pertenecen a una superfamilia de proteinas G pequefias,
monomeéricas, con actividad GTPasa intrinseca, se ubican en la cara interna de la
membrana citoplasmatica y estan unidas a GTP (Ras-GTP, forma activa) 6 a GDP
(Ras-GDP, forma inactiva). Existen mas de 150 miembros altamente conservados
en estructura y con funcion similar, en mamiferos se encuentran 3 formas, K-Ras,
H-Ras y N-Ras (11,72). Las proteinas Ras se diferencian por el motivo CAAX
ubicado en el C-terminal de la region hipervariable - HVR (Hypervariable region)
(donde la Cisteina esta conservada en todas las formas de la proteina, A es un
amino-acido (a.a) alifatico y X es un a.a cualquiera) (73). La HVR regula las
modificaciones postraduccionales que definen el trafico y localizacion de estas
proteinas en la célula (74). Adicionalmente, Ras tiene dos regiones denominadas
interruptores 1 y I, que sirven de union con proteinas activadoras GTPasas - GAPs
(GTPase activating proteins) e interaccidbn con proteinas de intercambio de
nucleétidos de guanina - GEFs (Guanine nucleotide exchange factors)
respectivamente (75-77). Los interruptores se encuentran cerca al fosfato y del GTP
y su conformacién es dependiente de la union de Ras con GTP o GDP (Ver figura
2).

Int. | Int. 1l HVR

R.U-GTP R.U-GDP CAAX

— —— RaA
30 38 60 76 165 189

Figura 2. Esquema estructura proteina Ras. Int: Interruptor. HVR: Hypervariable region. R-U-GTP:
Region de union con GTP. R-U-GDP: Region de Unién con GDP.

Para la activacion de Ras se requieren de otras proteinas que facilitan la hidrdlisis
de Ras-GTP o el intercambio GDP/GTP (78,79). Las proteinas activadoras de Ras
son las GEF, estas aumentan la velocidad de intercambio GDP/GTP al generar un
cambio alostérico en los interruptores | y IlI, permitiendo la union de proteinas
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efectoras (80—-82). La principal proteina GEF es Sos (Son of sevenless), esta tiene
dos dominios conservados el motivo de intercambio de Ras: REM (Ras Exchange
Motif) y la region con actividad catalitica (CDC25); adicionalmente, en el extremo C-
terminal tiene una region rica en prolina que se une al dominio SH3 (Src homology
3) de la proteina adaptadora Grb2 (83-85) para formar el complejo Sos-Grb2.

El complejo Sos-Grg2 se localiza en el citoplasma, y al activarse el receptor de
tirosina-quinasa, este complejo se traslada a la membrana plasmatica donde Grb2
con el dominio SH2 interactta con el receptor en los residuos fosforilados, asi Sos
estaria mas cerca de Ras y lo activa estimulando el intercambio de GDP por GTP
mediante el dominio con actividad de intercambio de nucleotidos de guanina (82,86—
89) (Figura 3).
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Figura 3. Esquema de activacion de Ras por proteinas activadoras en respuesta a la dimerizacion
de los receptores tirosina-quinasa en la membrana de las células foliculares.

Ras activada inicia la cascada de sefializacion de Raf, esta pertenece a la familia
de las seronina/treonina quinasas y se presenta en diferentes isoformas A-Raf, B-
Raf y C-Raf o Raf-1. B-Raf es codificada por el gen BRAF (B-type Raf Kinase)
localizado en el cromosoma 734, codifica una proteina de 766 a.a, es un potente
activador de las MAPK quinasas (52,71) y se expresa en diferentes tejidos incluidas
las células foliculares de la tiroides (71). Las proteinas Raf son altamente
conservadas y estan conformadas por tres regiones importantes: la CR1 en donde
se encuentra el dominio RBD (Ras-binding domain) y un dominio rico en cisteina,
la CR2 que compone el dominio regulador N-terminal y la CR3 que tiene un dominio
catalitico quinasa C-terminal y varios sitios de fosforilacion (11).
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En el citoplasma, B-Raf se acopla con la proteina dimérica 14-3-3 por medio de los
sitios de fosforilacién altamente conservados S365 y S729, esta union inactiva a B-
Raf porque oculta el segmento de activacion y bloquea el dominio RDB (Figura 4).
Cuando se forma el complejo Ras-GTP, B-Raf inactiva migra hacia la cara interna
de la membrana citoplasmatica donde se acumula. Alli, la proteina 14-3-3 se
desfosforila, B-raf se libera y expone el dominio RDB, donde se unird Ras-GTP.
Esta union permite la fosforilacion de los sitios de activacion T599 y S602 de CR1,
estos una vez fosforilados impiden la interaccién entre el loop de activacion y el loop
P, de esta forma se activa la proteina (Figura 4).

CR1 CR2 CR3
: | — i I
Segmento de
activacion
Loop-P Loop-activation
RDB — : '
—_— G464 ... Va7l G596 .- V600

SBG%E} T599 | S729{E}

S602

Proteina 14-3-3 E[j

G464 V471 G596 V600

S36

|
T599 8729@
602

*£

Figura 4.Esquema de la proteina B-Raf. (Arriba) Proteina inactiva y los sitios de acoplamiento con
la proteina 14-3-3. (Abajo) Estructura de la proteina B-Raf desacoplada de la proteina 14-3-3
exponiendo los sitios de fosforilacion para su activacion por acoplamiento con RAS-GTP.

Las proteinas Mek 1/2 son efectores corriente debajo de B-Raf. B-Raf activada
induce la fosforilacion en los residuos S2, S217 y S221 de las proteinas Mek,
activandolas. Estas van a fosforilar a las proteinas Erk 1/2 en los residuos T202 y
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Y204 para su activacion. Erk activadas se translocan al nacleo y regulan diferentes
factores de transcripcion implicados en proliferacion celular, sobrevida,
carcinogénesis, apoptosis y diferenciacion celular.

En el gen BRAF hay reportadas diferentes variantes patogénicas, una de ellas es la
transicion del nucledtido 1799 que sustituye la adenina por timina, este cambio
genera la sustituciéon del a.a valina por glutamato en el codén 600 (BRAFV6E) |a
variante patogénica activa constitutivamente la proteina B-Raf, aumentando mas de
400 veces su actividad (11,15,67,68,90), esta mutacidon somatica, es hasta el
momento el evento mas importante en la iniciacion de la tumorigénesis del CPT
(15,34,52,54,59,64,71). La Figura 5 muestra la cascada de sefializacion MAPK y las
implicaciones de la variante patogénica BRAFY600E,

Estudios reportan la presencia de la variante patogénica en tumores bien y
pobremente diferenciados (34,59), ademas se demostro que no es de linea germinal
(16,67,70). Otra variante patogénica en este gen es la sustitucion de A>G en el
nucleotido 1801, esta transicion genera el cambio de lisina por acido glutamico en
el codon 601 (BRAFK®1E) (5 59), Esta variante patogénica se encuentra en el 2%
de la variante folicular y se considera que tiene un valor prondstico (26,57). Otra
alteracion que involucra el gen es la translocacion AKAP9/BRAF, que se presenta
con frecuencia en personas expuestas a la radiacion (59).

3.6 Importancia de la variante patogénica BRAFV6E y CPT

La variante patogénica BRAFV69°E se reporta con mayor frecuencia en adultos que
en nifios, en estos Ultimos, se asocia principalmente con exposiciéon a la radiacion.
Diferentes estudios demostraron asociacion entre la presencia de la variante
patogénica y la variante histolégicas del CPT. Tang et al, asociaron la variante
patogénica en el 77% con la variante células altas, el 60% con la clasica y hasta el
12% con la variante folicular y con los microcarcinomas, sugiriendo que la variante
patogénica es un evento temprano en la carcinogénesis del CPT
(11,18,36,58,59,62,71,91-93). Varios estudios determinaron que la variante folicular
y los microcarcinomas con la variante patogénica y no estan encapsulados son
considerados de mal pronéstico (9,36,58,64,93).
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Figura 5. Via de sefalizacién MAPK en células foliculares. Se muestra el esquema de la via de sefializacién en células normales (izquierda) y en
células con la variante patogénica BRAFV600E (Derecha).
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Diferentes estudios asocian la presencia de BRAFY69E con extension extra tiroidea,
metastasis a ganglio linfatico, estadios avanzados del tumor y recurrencia de la
enfermedad (9,36,37,58,64). Krimbell et al, determinaron que los tumores
portadores de la variante patogénica son mas agresivos, multifocales y hacen
metéstasis intraglandular (58). Tavares et al, no encontraron asociacién entre la
variante patogénica y la edad, el sexo y las caracteristicas histologicas (15). La
Tabla 2 presenta la asociacion entre la presencia de BRAFV%E con factores
demogréficos y caracteristicas histolégicas reportadas en algunos estudios.

El uso de BRAFY6%E como biomarcador especifico no estd establecido aun,
estudios demostraron que la mayoria de ACAF indeterminados son variante folicular
y esta no se asocia con frecuencia a la variante patogénica (53), algunos autores
reportaron que al analizar biopsias indeterminadas, encontraron que entre el 15-
39% eran portadores de BRAFV9E por esta razéon consideran que la deteccion de
la variante patogénica es un marcador especifico asociado al subtipo tumoral
(59,94,95). Por lo tanto, la deteccion de la variante patogénica en muestras de CT,
se debe analizar como un complemento al diagndstico que permita determinar el
tratamiento adecuado al paciente, y no como una prueba aislada de los resultados
histo-patoldgicos (5).

3.7 Variante patogénica BRAFV6E y otras alteraciones moleculares

La variante patogénica BRAFVY69°E es importante en la diferenciacion y proliferacion
celular (5,9,34,36,48,60,65). Algunos autores sugieren que la mutacion confiere a
los tumores caracteristicas invasoras porque favorece la expresién de genes
implicados en la degradacion de la matriz extracelular como MMP-12 (Matrix
Metalloproteinase-12) (5,11,34,36,48). Otros demuestran que actla sobre genes de
restauracion de matriz celular favoreciendo la localizacion tumoral fuera de la
capsula de la tiroides (9,68).

Una implicacion importante de BRAFV6%E en las alteraciones celulares se asocia
con el transportador de yodo - NIS (Na*/ I'Symporter). NIS es una glicoproteina
transmembranal de 643 a.a, codificada por el gen hNIS ubicado en el cromosoma
19p13. NIS regula el transporte activo de | desde la membrana basolateral hacia el
citoplasma del foliculo tiroideo en respuesta a la TSH mediante la via de
sefalizacion AMPc (96-98), como constituyente esencial en la biosintesis de las
hormonas tiroideas Tz y T4 (99,100). El | es captado del torrente sanguineo por NIS
hacia el citoplasma de la célula folicular, de alli es transportado al coloide en el
interior del foliculo tiroideo por la proteina pendrina. Simultdneamente, se trasporta
al coloide la molécula Tg desde el reticulo endoplamatico.
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Tabla 2. Distribucion de las caracteristicas histoldgicas del CPT con BRAFV600E reportados en diferentes estudios en el mundo

VARIANTE PATOGENICA BRAFV600E

CARACTER'ST,|CAS CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS (%)
SOCIODEMOGRAFICAS
PAIS Sexo (%) Invasion Invasion ... Metastasis Ref.
X Metastasis . . .
Edad capsula extra analionar extra Multifocalidad ~ Vascularidad
Femenino Masculino tiroides tiroidea 9019 ganglionar
Portugal 46.7 45.0 55.0 - 26.0 26.0 - 26.0 25.0 178
EE.UU 45.6 33.0 27.0 - 26.0 37.0 1.0 35.0 191
45.1 82.4 17.6 66.7 48.0 1.0 175
Corea
47.3 - - 48.3 - 67.2 173
. 42.0 37.9 - - - 37.2 30.0 37.6 24
Italia
36.4 45.9 50.8 64.1 - 52 37
Esparia 53.5 - 14.2 - 64.0 32.0 35 14.2 62
Filipinas 27.0 64.0 - - - 54.0 179
_ 43.0 66.2 74.2 73.7 - 65.1 - 69.4 172
China
40.6 1.5 225 - 61.2 57.5 - 30.0 176
Taiwan 70.2 29.8 - 55.3 36.1 0 59.5 92
Brasil 36.8 65.9 57.1 - 68.6 71.2 66.7 194
Argentina 41.7 60 40 50 20 30 10 10 192
Japén 50.6 38.5 37.3 38.2 39.4 21.5 25.0 193
Colombia 50.5 69.8 74.3 73.7 76.7 71.9 72.1 67.2 71.3
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En el coloide ocurre la oxidacion del I, este proceso consiste en el acoplamiento del
| con los residuos de tirosilo de las moléculas de Tg catalizado por perdxido de
hidrogeno (TPO) (99). El acoplamiento genera monémeros de hormonas inactivas.
La hormona se activa al formar trimeros — Ts - 0 tetrameros — T4. Finalmente, las
hormonas activas salen del coloide mediante vesiculas al torrente sanguineo en
respuesta a factores hormonales (99).

La terapia con radioyodo 1131 (*3!l) elimina las células neoplasicas remanentes
después del tratamiento quirdrgico debido a la capacidad captadora de | de las
células foliculares (101,102). EI CPT es sensible al tratamiento con *3!l; sin
embargo, algunos estudios muestran que hasta el 30% de los carcinomas
diferenciados son resistentes (103—-105). La resistencia se asocia con la reduccién
en la captacion de | por la célula tumoral por medio de un mecanismo desconocido
(1086).

Varios estudios muestran sobreexpresion de hNIS en CPT o en nddulos benignos
al compararlo con tejido normal (100,105,107,108); sin embargo, en estas células
la proteina se localiza predominantemente en el citoplasma (62,109,110); Zhang et
al, demostraron que la expresion citoplasmatica de NIS se asocia con el fracaso en
la terapia debido a la localizacién incorrecta de NIS (96). Actualmente, los estudios
se centran en la expresion diferencial de NIS segun el tipo de lesién, por ejemplo,
en la variante oncocitica, la acumulacion de mitocondrias dificulta la deteccion de la
expresion de NIS por IHQ (109), en adenomas o en la enfermedad de Hashimoto
se localiza, principalmente, en la membrana basolateral (109).

La mayoria de las proteinas sufren modificaciones postraduccionales como la
adicién de carbohidratos, antes de alcanzar su localizacion final (109). Algunos
autores demostraron que en CPT, no se encuentran proteinas completamente
glicosiladas, la proteina NIS se encuentra parcialmente glicosilada y se localiza en
citoplasma (109,111). Los resultados permiten suponer que las alteraciones de
localizacion de NIS se debe a modificaciones a nivel transcripcional y
postranscripcional (106,109,112). En términos generales, los estudios de expresion
de la proteina NIS son controversiales (100,105,107,109,113-117), sin embargo,
los resultados no indica si la proteina es funcional o no por estar en una localizacion
diferente a la habitual (100). Un estudio reciente mostrd niveles altos de la proteina
NIS y bajos niveles de ARNm de NIS en CPT que en tejido normal (96), esto
explicaria la sobreexpresion de NIS en el citoplasma y apoyan la hipotesis de
alteracion en los mecanismos postraduccionales que no permiten la ubicacion
correcta de la proteina. Los resultados sugieren que la localizacion de NIS en los
compartimentos intracelulares es la causa de la disminucién o inhibicion en el
transporte de | (100).
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Ademas de la concentracién de | y la localizacion de NIS en la membrana
basolateral del foliculo, se requieren de otros factores que influyen en la
transcripcion y funcion de NIS (106,112). La TSH y TSHR (Thyroid-Stimulating
Hormone Receptor) son dos proteinas que estimulan de transcripcion y
translocacion de NIS. Riedel et al, observaron que en ausencia de TSH, NIS se
expresaba y localizaba en citoplasma, mientras que en presencia de TSH, se
ubicaba en la membrana basolateral; concluyeron que la TSH regula la transcripcion
de NIS, condiciona la captacion de | y participa en la direccion sub-celular de NIS
(118), Zhang et al, confirmaron estos resultados, ellos demostraron que en CPT las
concentraciones altas de TSH y TSHR mejora la expresion de hNIS, lo que
implicaria mayor absorcién de 3! durante la terapia (96,97). Por otra parte, Bruno
et al, demostraron que la inhibicion de TSH generaba disminucion en la expresion
de hNIS, pero no de TSHR (119); varios autores observaron que en CT hay
reduccion en la expresion de hNIS, sin afectar la expresion de TSHR (55,112,120).

En los tumores con BRAFV6E se espera que capten | Avidamente por la
proliferacion celular continua; sin embargo, estos expresan y localizan la proteina
NIS generalmente en el citoplasma: por esta razén no se obtienen los resultados
esperados en el tratamiento y hay recaidas (55,62,91,121). Algunos autores
mencionan que BRAFV8E regula la expresion de hNIS por una via diferente a
MAPK (106); asi mismo, Riesco-Eizaguirre et al, mostraron que la mutacion inhibe
la expresion de hNIS regulando la expresién de TGFB1 (62,106). Recientemente,
un estudio mostro la sobreexpresion de hNIS por estimulacién de TSH en CPT
portadores de BRAFV®°E aunque los niveles de SP1y PAXS8 (factores que regulan
la transcripcion de NIS) se mantienen constantes sin mostrar diferencias entre el
tejido normal y el tumoral (106).

Otros autores proponen gue la disminucion en la captacion de 3!l se debe a eventos
epigenéticos. Choi et al, sefialan que la metilacion del promotor es la causa de la
disminucién en la expresion de hNIS (106). Otros autores reportaron hipermetilacion
en el promotor de hNIS en lineas celulares de CT, y demostraron la restauracion de
la expresiéon al tratar las células con agentes desmetilantes (122—-125). No hay
reportes acerca del patron de metilacion de hNIS en CPT (106). En CT con
BRAFV6E se observé aumento en el patrén de metilacion de hNIS (106).

Estudios previos determinaron la expresién de las proteinas responsables de la
metilacion celular DNMT1, DNMT3ay DNMT1b, y observaron los niveles de DNMT1
estaban incrementados en CPT con BRAFVY69°E: sin embargo, esta no cataliza la
metilacion de novo, por lo que no explicaria el incremento en la metilacion del
promotor de hNIS (126-129). Un estudio llevado a cabo en células tumorales
murinas reveld que BRAFV®%E aumenta la expresion de metiltranferasas que
modifican el promotor hNIS reduciendo su expresion (62). Son necesarios mas
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estudios acerca de la influencia de la mutacién en el silenciamiento epigenético de
hNIS (106). Posiblemente, el analisis mutacional de BRAF y el patron de metilacion
de hNIS se podrian utilizar como prondstico posquirdrgico en pacientes con CPT.

Hay reportes sobre la presencia de BRAFY%E y |a asociacion con la metilacion de
GST como TIMP3, SLC5A8, RARB2 y RASSF1A (47,64,67-70,90). RASSF1 se
ubica en el cromosoma 3p21.2, esta compuesto de 8 exones, codifica proteinas
efectoras Ras (130) y es miembro de una familia de seis proteinas. RASSF1 tiene
dos promotores diferentes y sufre splicing alternativo generando 8 transcritos
RASSF1A- RASSF1H (130), RASSF1A es capaz de reducir la formacion de colonias
e inhibir la formacién de céncer in vitro e in vivo (130,131) que le confiere su
actividad como Gen Supresor de Tumor (GST). Adicionalmente, RASSF1A se
acopla a tres proteinas de union a microtubulos para regular la mitosis y la apoptosis
en respuesta a estimulos mitogénicos o pro-apoptoéticos, y retiene a las ciclinas Ay
D1 para detener el ciclo celular (130). RASSF1A se encuentra metilado en
diferentes tipos de cancer incluyendo CT, como el nasofaringeo (67%), mama
(62%), rindn (56%), pulmén de células no pequefia (30-40%) y ovario (30-40%)
(131-134).

La frecuencia de metilacibn en CT es controversial. Algunos estudios no
encontraron asociacion significativa entre metilacion y el riesgo a desarrollar CPT
(69,135,136); mientras que otros correlacionan la metilacion con formas agresivas
del tumor - carcinomas indiferenciados y CMT (69,136,137). Algunos encontraron
porcentaje elevado de silenciamiento de RASSFF1A en las variantes menos
agresivas de CPT (131,134); simultineamente, un meta-andlisis encontrd
asociacion entre la metilacion y el riesgo de desarrollar CFT con metastasis a
distancia y estadios avanzados del tumor (138), coincidiendo con los resultados de
Xing et al, quienes determinan que la inactivacion epigenética de RASSF1A es
importante en la formacion de adenomas benignos y progresion hacia CFT cuando
no se detecta la mutacion BRAFV6%E (90,136), Faam et al, reportaron que los
eventos epigenéticos son mas frecuentes en CFT que en CPT (67); sin embargo,
es posible que en un mismo tumor co-existan mutaciones puntuales y alteraciones
epigenéticas (131).

Nakamura et al, plantean que el silenciamiento de RASSF1A es un evento frecuente
en estadios tempranos del desarrollo del CT (136,139). Con base en el incremento
gradual de los porcentajes de metilacion de RASSF1A desde estadios benignos
hasta malignos, Mohammadi-Asl et al plantean que la tumorigénesis de CT se inicia
con los adenomas y terminan en los carcinomas y la metilacion ocurre desde las
primera etapas (140); sin embargo, Schagdarsurengin et al, observaron que la
hipermetilacion es un evento poco frecuente en CPT y CMT en comparacion con los
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adenomas foliculares y bocio (137); finalmente, en los subtipos indiferenciados la
metilacion ocurre en los estadios avanzados (131). Estudios recientes muestran que
el patron de metilacion de RASSF1A no se asocia con metastasis o con la
clasificacion TNM (tamafio, extension a ganglios linfaticos, metastasis), pero si con
la edad (137,138). Por el contrario, otros encuentran asociacion con metastasis a
distancia (132) y no con las caracteristicas clinico patolégicas o los datos
sociodemogréficos (140).

Para que la actividad funcional de un GST se pierda es necesario el silenciamiento
de ambos alelos; sin embargo, en diferentes estudios no se observa el
silenciamiento completo. Dammann et al, proponen que RASSF1A pertenece al
grupo de GST haploinsuficientes, es decir, la inactivacion de un solo alelo favorece
la carcinogénesis (131,133,134,138,141).

La asociacién entre BRAFV6E con el patron de metilacion de RASSF1A es
controversial. Recientemente los estudios demostraron que existe una asociacion
mutuamente excluyente (90,135-137,139,142). Mientras otros plantean que es
posible la coexistencia de ambas en el mismo tumor (131).
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

ElI CT es el tumor endocrino més frecuente en el mundo, afecta a personas de todas
las edades particularmente a mujeres entre los 40 y 45 afos. Segun la IARC, en
2012 se presentaron 229.923 casos nuevos en ellas, se ubicé en la octava posicion
de los canceres que las afectan después del cancer de mama, ovario y gastrico. En
Colombia el panorama es similar, el mismo afio se registraron en el INC 398 casos
nuevos en mujeres, se ubicé en la quinta posicidn, después del de mama y gastrico.
La incidencia esta incrementando por la implementacién de técnicas de diagnostico
mas sensibles que permiten la deteccion de los microcarcinomas; por lo anterior, el
CT es considerado un problema de salud publica.

El subtipo tumoral de CT mas comun es el CPT, que tiene buen prondstico, es
tratable y con frecuencia curable. El 5% de las personas adultas presentan nédulos
tiroideos; y de estos entre el 5-8 % son malignos, por lo que desde el principio se
requiere hacer una deteccién adecuada. Las células tumorales obtenidas por
aspiracion con aguja fina (ACAF) permiten estratificar el riesgo de la neoplasia, esto
unido a la identificacion de biomarcadores implicados en la patogenicidad de la
enfermedad, seria Gtil para la toma de la mejor decision para los pacientes.

Existen diferentes técnicas moleculares que identifican genes con alteraciones
puntuales, por ejemplo, por PCR alelo-especifica es posible identificar la variante
patogénica V600E en el proto-oncogen BRAF (BRAFV600E) asociada con fenotipos
agresivos de la enfermedad. Diferentes estudios determinaron la frecuencia de esta
en distintas poblaciones del mundo; sin embargo, se desconoce la frecuencia en
pacientes colombianos y su asociacion con caracteristicas histoldgicas del tumor.

RASSF1A es un GST, su inactivacion puede ocurrir por hipermetilacion de las islas
CpG de su promotor, y esta se asocia con la patogénesis de diferentes canceres;
algunos estudios muestran que esta alteracidon es exclusiva de subtipos histoldgicos
en CT como carcinomas indiferenciados o CMT. En Colombia no hay estudios sobre
la asociacion entre metilacion y la presencia de BRAFY8%E y/o las caracteristicas
histol6gicas tumorales.

El transportador NIS es una glicoproteina de membrana que regula el ingreso del |
a las células de la tiroides. Después de la tiroidectomia el principal tratamiento es
radioterapia con 31|, pero se requiere de una correcta sintesis y expresion de NIS
para obtener resultados satisfactorios; sin embargo, algunos estudios reportan que
en CPT con BRAFVE se inhiben la expresion de NIS.
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Con base en lo anterior se plantea la siguiente pregunta de investigacion: ¢ Cual es
la frecuencia de BRAFV69E el patrén de metilacion del gen RASSF1A y el grado de
expresion de la proteina NIS en CPT y su asociacion con las caracteristicas
histol6gicas?
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5. JUSTIFICACION

El CT presenta un aumento en la incidencia y actualmente es considerado como un
problema de salud publica en el mundo; el subtipo histologico mas frecuente es el
CPT que representa aproximadamente el 80% de todos los tumores. Diferentes
estudios han evaluado genes candidatos implicados en la patogénesis para mejorar
el diagndstico, prondstico y tratamiento de la enfermedad; sin embargo, estos
resultados en muchos casos son contradictorios. En Colombia no hay estudios
similares que permitan verificar el modelo de desarrollo de este tipo de cancer para
hacer extrapolacién de los resultados obtenidos en un acervo genético diferente al
caucésico y de esta forma aportar al disefio de metodologias para el diagnostico
temprano, pronéstico asertivo y tratamiento adecuado.

Por lo general, después del diagndstico de CT los pacientes son sometidos a la
tiroidectomia, esto implica tratamiento farmacoldgico de por vida, y algunos de ellos
reciben tratamiento con 3ll; sin embargo, algunos pacientes no muestran el
resultado esperado. Por tanto, la inclusion de analisis moleculares, permitira la
identificacion de tumores con predisposicion a desarrollar fenotipos agresivos —
invasion y/o metastasis — y a predecir la respuesta a la radioterapia.

Con los resultados obtenidos contribuiremos a comprender el estado actual y las
caracteristicas de la enfermedad en poblacién colombiana, compararla con otras y
permitirian disefiar herramientas experimentales que en el futuro podrian utilizarse
para llegar a un diagndstico certero y precoz en el beneficio del paciente.

33



6. HIPOTESIS

Existe asociacion entre la presencia de alteraciones moleculares en los genes
BRAF, RASSF1A, y la expresion del transportador NIS con el desarrollo de
fenotipos agresivos de carcinoma papilar de tiroides (CPT) en un grupo de pacientes
del Instituto Nacional de Cancerologia E.S.E (INC) Bogota-Colombia.

7. OBJETIVOS
7.1. Objetivo general

Determinar la frecuencia de la mutacion BRAFV6%E  e| patrén de metilacion del gen
RASSF1A y la expresion del transportador NIS en carcinoma papilar de tiroides
(CPT) y su asociacion con las caracteristicas histolégicas asociadas al tumor de
muestras diagnosticadas en el Instituto Nacional de Cancerologia entre 2006 y
2012.

7.2. Objetivos especificos

e Describir las caracteristicas demograficas e histopatologicas de los pacientes
diagnosticados con CPT.

e Establecer la frecuencia de la variante patogénica BRAFY8%E en muestras
con CPT.

e Determinar el patron de metilacion del promotor del gen RASSF1A en
muestras con CPT.

e Establecer la frecuencia de expresion del transportador NIS en muestras con
CPT.

e Explorar la asociacion entre los hallazgos genéticos y las caracteristicas
histopatoldgicas.
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8. METODOLOGIA
8.1. Tipo de estudio
Estudio transversal de tipo descriptivo.
8.2. Célculo del tamafio de muestra

El tamafo muestral se calculé utilizando un método normal asintético, con
prevalencia estimada del 44%, confianza del 95% y potencia del 80%. Con base en
lo anterior se determind un tamano de muestra de 301.

8.3. Criterios de inclusién

e Pacientes diagnosticados con carcinoma papilar de tiroides (CPT) entre 2006 y
2012 en el Instituto Nacional de Cancerologia (INC) o que el diagndstico fue
revisado y confirmado por patélogos de la institucion.

¢ Disponibilidad de material bioldgico - tejido normal y tumoral Fijado en Formalina
y Embebido en Parafina (FFEP).

8.3. Criterios de exclusion
e Tumor de origen metastasico.
8.4. Fuente de datos

Los datos demogréficos de los pacientes se obtuvieron de las historias clinicas
archivadas en el sistema de informacion MED del INC y de las pruebas moleculares
realizadas a los tejidos FFEP almacenados en el registro de patologia oncoldgica
del INC.

8.5. Recoleccién de datos

En las historias clinicas de los pacientes seleccionados se realizd busqueda de los
datos demograficos (edad y sexo), los grupos etarios se formaron a partir de la edad
de riesgo determinada por la OMS, pacientes mayores y menores de 55 afios (143);
y de las caracteristicas histologicas de los CPT (invasion de la capsula tiroides,
extension extra tiroidea, invasion linfatico, invasion vascular venosa, metastasis
ganglionar, metastasis a ganglio linfatico, multifocalidad y tamafio). Con respecto a
la caracteristica — invasion de la capsula tiroides - hace menos de una década se
consideraba que la glandula tiroides presentaba capsula, una capa delgada de tejido
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conectivo, incompleta, no homogénea (144,145); sin embargo, no hay evidencia
embriolégica anatomica o histolégica que demuestren la verdadera existencia de
esta. Para determinar la extension extra tiroidea se considera a partir de la invasion
al masculo esquelético (144). No obstante, esta caracteristica se analizé en este
estudio porque durante el periodo de seleccion de las muestras para el estudio se
contemplaba la existencia de la capsula tiroides para determinar invasion o no.

Con base en el tamafio los tumores se categorizaron en:

e Carcinomas: tumores > 10 mm y con o0 sin caracteristicas de fenotipos
agresivos (invasion y/o metastasis).

e Microcarcinomas: tumores < 10 mm, con caracteristicas de riesgo. En los
casos multifocales, la sumatoria de los diametros de todos los focos no
deberia superar los 10mm.

e Microtumores: tumores < 10 mm, sin caracteristicas de riesgo. En los casos
multifocales, la sumatoria de los diametros de todos los focos no deberia
superar los 10mm.

La informacién se almaceno en una base de datos disefiada para este fin. El reporte
de patologia se confirmd por microscopia de tejido fijado en lamina y coloreado con
Hematoxilina-Eosina (H&E) por dos expertos, independientemente. La clasificacion
de las variantes histologicas se realizd segun los criterios de la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) y el Colegio Americanos de Patélogos - CAP (College
American of Pathologic). De cada uno de los casos se seleccionaron dos bloques
de tejido FFEP uno con mayor cantidad de tejido tumorales y el con tejido normal
para obtener cortes histologicos y extraer ADN gendmico para realizar los analisis
moleculares.

El protocolo de investigacion fue aprobado por los Comités de Etica del INC y del
Instituto de Investigaciones Médicas de la Facultad de Medicina - Universidad de
Antioquia.

8.6. Plan de anélisis molecular

8.6.1. Extraccion de ADN gendmico

En tubos Eppendorf de 1.5 ml se depositaron tres cortes de 10 um de cada tejido
FFEP por separado, siguiendo protocolos establecidos para evitar la contaminacion
cruzada. Para remover la parafina, los tejidos se sometieron a lavado con 1 ml de

xileno dos veces, posteriormente, para deshidratar el tejido y eliminar el exceso de
xileno se lavé dos veces con 1 ml de etanol al 100%. Finalmente, el etanol se
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descartd y los tubos se secaron a 37°C para eliminar el exceso de etanol. La
extraccion de ADN se realiz6 mediante protocolo estandarizado con cloroformo-
alcohol isoamilico 24:1; el botén obtenido se disolvio en 20 pl de buffer Tris-EDTA.
Las muestras se almacenaron a -20°C hasta su uso.

8.6.2. Cuantificacion del ADN

El ADN se cuantificé utilizando un NanoDrop 2000c® Spectrophotometer (Thermo
Fisher Scientific, USA) siguiendo las recomendaciones del fabricante y se almaceno
hasta su uso.

8.6.3. Amplificacion del gen p-globina

Cien muestras se seleccionaron mediante muestreo aleatorio simple para analizar
la calidad del ADN extraido. Un fragmento de 209 pares de bases (pb) del gen (-
globina se amplific6 mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
utiizando los iniciadores reportados por Saiki et al: BGPCO3 (5 -
ACACAACTGTGTTCACTAGC — 3') y BGPCO5 (5° GAAACCCAAGAGTCTTCTCT
— 3’) (146). La mezcla de PCR contenia: 5 pl del ADN, 5 pl de Buffer 5X (Applied
Biosystems, USA), 1.5 yl de MgClz, 0.625 pl de cada dNTP’s, 0.25 pl de cada
iniciador, y 0.1uL de Taq Polimerasa (Applied Biosystems, USA), en un volumen
final de 25 pl con H20 estéril libre de nucleasas.

Las condiciones de los ciclos de PCR consistian en: un paso de denaturacion inicial
a 94°C por 4 min; seguido de 40 ciclos de amplificacion que consistian en
denaturacion a 94°C durante 1 min, alineacion a 55°C durante 2 min, extension a
72°C durante 1.5 min y finalmente una extensién a 72°C durante 4 min. Como
control positivo se utiliz6 ADN extraido a partir de linfocitos de sangre periférica y
como control negativo se utiliz6 mezcla de PCR sin ADN. Los amplificados se
visualizaron en geles de agarosa al 2% preparado con buffer TBE 1X y tefiidos con
Sybr Safe (Invitrogen, USA), el corrido se realiz6 a 120v durante 60 min en buffer
TBE 1Xy se revelaron con luz UV utilizando foto-documentador.

8.6.4. Deteccién de la variante patogénica BRAFY600E

Para determinar la presencia de la mutacién BRAFVY6%E se analizaron los ADN de
las muestras tumorales seleccionadas, tres yl de ADN a una concentracién de 10
ng/uL se amplificaron mediante gPCR, utilizando el estuche comercial Cobas 4800
V600 mutation test (Roche Molecular Systems Inc, Germany); este detecta la
transversion (A-T) en el nucleotido 1799 del exon 15 del gen y amplifican un
fragmento de 116 pb. Los ciclos de amplificacion y deteccion de la variante
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patogénica se realizaron automaticamente con el software cobas® 4800 System
(Roche Molecular Systems Inc, Germany); los resultados de estos ensayos informan
presencia o ausencia de la mutacion Unicamente.

8.6.5. Andlisis de la variante patogénica BRAFY%%E por secuenciacion

Mediante muestreo aleatorio simple, se seleccionaron 30 muestras para confirmar
el resultado de deteccion de la variante patogénica BRAFY6°E  mediante
secuenciacion directa. Por PCR se amplifico un fragmento de la region codificante
del exén 15 de BRAF utilizando los iniciadores reportados por Fukushima et al:
sentido (5"-GCTTGCTCTGATAGGAAAATGAG-3) y anti sentido (5-
GTAACTCAGCAGCATCTCAGG-3') (147). La mezcla de PCR contenia: 50 ng del
ADN, 10 ul de Buffer 5X (Applied Biosystems, USA), 2.5 ul de MgCl2, 1.5 ul de cada
dNTP’s, 1 yl de cada iniciador, y 0.5 uL de Taq Polimerasa (Applied Biosystems,
USA), en un volumen final de 50 yl con H20 estéril libre de nucleasas.

Las condiciones de los ciclos de PCR consistian en: un paso de denaturacion inicial
a 94°C por 4 min; seguido de 30 ciclos de amplificaciébn que consistian en
denaturacion a 94°C durante 30 seg, alineacion a 58°C durante 30 seg, extension a
72°C durante 30 seg y finalmente una extensiéon a 72°C durante 2 min. Los
productos de PCR se purificaron usando ExoSAP-IT™ PCR Product Cleanup
Reagent (Thermo Fisher Scientific, USA), los fragmentos purificados se
secuenciaron utilizando el kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems, USA) con el ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, USA).

8.6.6. Conversioén con bisulfito de sodio

Entre 400 a 500 ng de ADN se utilizaron para la conversién con bisulfito por medio
del estuche comercial EZ DNA Methylation-Gold™ Kit (Zymo Research, USA)
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Las condiciones del ciclo utilizado
para la conversion consistian en un paso inicial a 98°C por 10 min, seguido de uno
a 64°C por 2.5 horas y finalmente uno a 4°C hasta por 20 horas. Después de la
conversion el ADN se disolvio en 10 pl de buffer de elusion.

8.6.7. Analisis bioinformatico de la secuencia promotora del gen RASSF1A
En la base de datos methprimerDB (http://medgen.ugent.be/methprimerdb/) se

buscaron iniciadores que flanquearan la region del promotor del gen RASFF1Ay se
seleccionaron los que amplificaban fragmentos menores de 200 pb (Tabla 3). Por
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medio de las secuencias de RASSF1A NG_023270.1 se comprobo la ubicacion y
gue amplificaran islas CpG.

Tabla 3. Iiciadores Seleccionados para evaluar el patron de metilacion en el gen RASSFIA,

Forward (5-3) Reverse (3-5) T(C) P
No Metilado ~ GGTTTTGTGAGAGTGTGTTTAG ~ CACTAACAAACACAAACCAAAC 60 169
Metilado GGGTTTTGCGAGAGCGC GCTAACAAACGCGAACCG 644 169

8.6.8. PCR para anélisis de metilacion

Para amplificar la region promotora del gen RASSF1A se realiz6 PCR especifica
para metilaciéon (MSP). La mezcla de la PCR contenia: 2 ul del ADN convertido, 2.5
pl de Buffer 5X (Applied Biosystems, USA), 0.75 pl de MgClz 2mM, 0.2 pl dNTP’s,
0.25 ul de cada iniciador (secuencia metilada y no metilada) 0.2 mM, 0.5 de Taq
Polimerasa (Applied Biosystems, USA), en un volumen final de 11 pl con H20 estéril
libre de nucleasas.

Las condiciones de los ciclos de PCR consistian en: un paso de denaturacion inicial
a 95°C por 15 min; seguido de 40 ciclos de amplificacion que consistian en
denaturacion a 94°C durante 40 seg, alineacion a 60°C (no metilados) y 64.4°C (no
metilados) durante 90 seg, extension a 72°C durante 60 seg. Posteriormente, la
extension adicional a 72°C durante 7 min. Como controles positivos se utilizaron el
set Human Methylated & Non-methylated DNA (Zymo Research, USA), como
control negativo se utilizé H20 estéril libre de nucleasas en lugar de ADN.

Los amplificados se visualizaron en geles de agarosa al 2% preparado con buffer
TBE 1X y tefiidos con Sybr Safe (Invitrogen, USA), el corrido se realiz6 a 120v
durante 60 min en buffer TBE 1X y se revelaron con luz UV utilizando foto-
documentador.

8.7.8. Inmunohistoquimica para el transportador NIS

A partir de los tejidos FFEP con tejido tumoral seleccionados para cada uno de los
casos se obtuvieron cortes histolégicos de 3 um sobre lamina cargada. Se utilizo el
anticuerpo Anti-Sodium lodide Symporter antibody [SPM186, isotipo IgG1] (Abcam-
UK) que reconoce los a.a 625-643 del transportador. El analisis se hizo mediante
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IHQ indirecta siguiendo un protocolo estandarizado en el Departamento de
Patologia, Facultad de Medicina, de la Universidad de Antioquia. Las laminas se
desparafinaron en horno toda la noche. Al dia siguiente el exceso de parafina se
retir6 mediante cuatro pasos seriados en xileno y luego en etanol al 100%, 95% y
70%; después se incubaron a 100°C por una hora en buffer citrato recuperador de
antigeno; transcurrido este tiempo se agrego peréxido de hidrégeno al 6% para
bloquear la peroxidasa enddgena. Las laminas se incubaron con el anticuerpo
primario (dilucion 1/20) y a continuacion con el secundario (1/200) en camara
himeda, cada uno por una hora. Finalmente, la reaccibn se reveld con
diaminobencidina. Como control positivo se utilizé tejido de tiroides normal y como
control negativo se utilizo tejido de tiroides normal omitiendo la incubacion con el
anticuerpo primario. Dos patélogos, independientemente, evaluaron la expresion de
NIS con base en los siguientes parametros: localizacidén de la proteina (citoplasma
0 membrana basolateral) y variante histolégica representada.

8.8. Plan de analisis estadistico

Los datos se registraron en una tabla en Excel 2010® y exportados al software de
analisis epidemioldgico Epidat 3.1®. La normalidad de la muestra se analiz6 con el
test de Kolmogorov-Smirnov para conocer la distribucion de las variables
cuantitativas. El andlisis univariado de estas se realiz0 mediante el céalculo de
medidas de tendencia central y de dispersion; para las variables cualitativas se
determinaron las frecuencias absolutas y relativas.

Un andlisis bivariado se realiz6 para explorar la asociacién entre las variables
independientes (presencia de la variante patogénica BRAFY6%E o el patrén de
metilacion de RASSF1A) y las variables respuesta (caracteristicas clinicas de los
pacientes e histopatolégicas de los tumores) por medio del calculo de riesgos
relativos (RR). Asi mismo, se explord la asociacion entre la ubicacion de expresion
de la proteina NIS (variable independiente), con la variante patogénica BRAFV600E y
recaida (variables respuesta). Para todas las pruebas de hipétesis se considerd
significativo que el intervalo de confianza del 95% (IC 95%) no pasara por uno o un
valor de p menor a 0.05.

40



9. RESULTADOS
9.1. Caracterizacion demografica e histologica

Se analizaron los datos de 301 pacientes diagnosticados con CPT en el INC entre
2006 y 2012. La edad promedio de diagnostico fue 49 afios (DE * 14.03, rango: 12-
82), presentandose frecuentemente en individuos menores de 55 afios con el 59.8%
(189/301), y 266 de los casos (88.4%) fueron en mujeres.

Al analizar las caracteristicas histoldgicas de los tumores se observé que muchos
eran multifocales 45% de los casos (135/301); el 86.7% (261/301) eran carcinomas
-didmetro > 10 mm-; el 83.2% (237/301) presentaban invasién de la capsula tiroides;
el 65.5% (186/301) extension extra tiroidea y el 61.9% (153/301) metastasis a
nodulos linfaticos (Tabla 4).

Tabla 4. Caracteristicas demograficas y patolégicas de
los pacientes con Carcinoma Papilar de Tiroides.

Frecuencia

Factor Asociado

n %

Sexo

Mujeres 266 88.6

Hombres 35 11.4
Grupos de edad

< 55 afios 180 59.8

= 55 anos 121 40.2
Tamafo del tumor

Mirotumor 13 4.3

Microcarcinoma 27 8.9

Carcinoma 261 86.7
Caracteristicas histolégicas

Invasion capsula tiroides (n=285) 237 83.1

Extension extratiroidea (n=284) 186 65.4

Metastasis a ganglio linfatico (n=247) 153 61.9

Metastasis extraganglionar (n=244) 104 42.6

Invasion linfatica (n=187) 70 37.4

Invasion venosa (n=185) 43 23.2

Multifocalidad 135 53.2
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La variante histolégica del CPT que se encontré con mayor frecuencia fue el patrén
combinado, un comportamiento histolégico que registramos y se define como:
“tumor compuesto por dos 0 mas variantes histoldgicas, representada cada una de
ella por lo menos con 30% de células tumorales del total de células cancerosas que
conforman la lesidén. Los tumores con patron combinado entonces estan
conformados por un subtipo predominante, que corresponde a la variante
histolégica con mayor porcentaje de células cancerosas; subtipo secundario, que
corresponde a la variante histolégica que siga en porcentaje de células cancerosas,
en algunos casos, puede presentarse subtipo terciario, que cumpliria con el mismo
criterio de clasificacion basados en el porcentaje de células cancerosas” (23) (Figura
6).

Figura 6. Patrén combinado. La mayoria de los casos de carcinoma papilar de tiroides no son una
variante pura; por lo general, un tumor estd compuesto por al menos dos variantes histolégicas. El
subtipo predominante corresponde a la variante mas extendida (A. V. clasica), seguido por el
subtipo secundario (B. VFCPT). H&E. 400X.

El patron combinado se encontré en el 54.5% (164/301) de los casos, seguido por
la variante folicular (VFCPT) con 21.6% (65/301) y la variante clasica con 19.6%
(59/301). Las variantes que conformaban el patron combinado con mas frecuencia
fueron: como subtipo predominante las variantes clasica (90.6%) y VFCPT (4.18%);
y como subtipo secundario la VFCPT (90.9%) y la variante sélida (2.89%); la
distribucién de las otras variantes histologicas se presenta en la Tabla 5. La
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distribucion de las variantes histolégicas se analizé segun el sexo del paciente y se
encontraron variantes exclusivas de mujeres como la de células claras, columnar,
esclerosante difusa, Fascitis like, macrofolicular y solida. La clasificacion pro grupos
etarios mostr6 que aunque la enfermedad se presenta a cualquier edad, hay
variantes mas frecuentes en el grupo de edad <55 afios (Tabla 5).

Tabla 5. Distribucion de las caracteristicas anatomo-patoldgicas por sexo y edad.

Sexo Grupos de edad
Factor Asociado Mujeres Hombres <55 afios 2 55 afios
n % n % n % n %
Tamafio tumoral
Carcinoma (>10mm) 230 86.5 31 885 157 521 104 345
Microcarcinoma (<10mm) 24 9 3 8,5 15 4.9 12 3.9
Microtumor (<10mm) 12 4.5 1 3 8 2.6 5 1.6
Variante histologica
Células altas 5 833 1 167 1038 5 166
Células claras 1 100 0 0 0 0 1 033
Clasica 48 796 12 204 43 142 16 53
Columnar 1 100 0 0 0 0 103
Esclerosante difusa 1 100 0 0 1038 0 0
Fascitis like 1 100 0 0 103 0 0
Folicular 63 969 2 31 % 116 30 997
Patr6n combinado 144 878 20 122 % 3189 68 225
Macrofolicular 1 100 0 0 1038 0 0
Sélida 1 100 0 0 1033 0 0
Caracteristicas histoldgicas
Invasion capsula tiroides (n=237) 214 90.2 23 98 143 60.3 94 396
Extension extratiroidea (n=186) 167 89.7 19 103 108 581 78 419
Metéstasis nodulos linfoides (n=153) 130 849 23 151 107 69.9 46 30
Metéstasis extra ganglionar (n=104) 88  84.6 16 154 70 673 34 326
Invasion linfoide (n=70) 58 828 12 248 49 70,0 21 30
Invasion venosa (n=43) 3H  8L3 8 187 31 721 12 2719
Multifocalidad (n=135) 118 874 17 126 76  56.3 59 437

n: Corresponde al nimero de muestras con tenian evaluacion (presencia o ausencia) de esta caracteristica.
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Las variantes histolégicas mas frecuentes - patron combinado, clasica y VFCPT -
se seleccionaron para determinar el riesgo relativo (RR) con cada caracteristica
histologica. En general la VFCPT tiene menor riesgo de desarrollar cualquiera de
las caracteristicas histologicas de riesgo; la variante clasica tiene menor
probabilidad de desarrolla invasion de la capsula tiroides (RR=0.77, p=0.0001) e
extension extra tiroidea (RR=0.67, p=0.0001); por el contrario, el patron combinado
presentd valores estadisticamente significativos para desarrollar todas las
caracteristicas histologicas (Tabla 6).

9.2. Variante patogénica BRAFV600E

La presencia de BRAFY69E se encontré en el 70.4% (212/301) de las muestras
analizadas (Figura 6).

El porcentaje de hombres con la mutacion es mas alto que el de mujeres; sin
embargo, los andlisis de RR no mostraron ninguna asociacion (RR= 0.93; p= 0.58)
La presencia de la variante patogénica se analizd con relacion a la edad. Los
pacientes > 55 afios tienen un incremento en el riesgo de presentar la mutacién de
1.26 veces al compararlos con los < 55 afios (Tabla 7).

Tabla 7. Andlisis de riesgo relativo (RR) entre la presencia de BRAF-V600E y factores

demograficos.
BRAF-V600E
Factor Asociado Presente Ausente RR  (IC95%) p
n % n %
Sexo
Muijeres (n=266) 186  69.8 80 302 093 076225 058
Hombres (n=35) 26 743 10 257
Edad

Mayores de 55 afios (n=168) 130 774 38 226
Menores de 55 afios (n=132) 8l 614 52 386

1.26 1.07-1.47 0.0026
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Tabla 6. Frecuencias y riesgos relativos (RR) de las variantes histolégicas mas frecuentes y caracteristicas histolégicas.

Patrén clasico Variante folicular Patréon combinado
Factor Asociado

n % RR (IC 95%) p n % RR (1C 95%) p n % RR (IC 95%) p
Invasién capsula tiroidea 62 14.8 0.77 (0.65-0.90) 0.0001 89 21.2 0.89 (0.70-0.91) 0.0002 268 64 1.34 (1.22-1.48) 0
Invasion linfatica 20 19.6 0.79 (0.53-1.21) 0.3477 14 13.7 0.47 (0.28-0.79) 0.0026 68 66.7 171 (1.23-2.39) 0.0016
Invasion venosa 17 20.5 0.87 (0.54-1.39) 0.6763 12 145 0.52 (0.29-0.91) 0.0231 54 65 1.68 (1.14-2.48) 0.0096
Extension extratiroidea 46 14 0.67 (0.53-0.84) 0.0001 63 19.3 0.72 (0.60-0.88) 0.0003 218 66.7 154 (1.33-1.78) 0
Metéstasis a ganglio linfatico 55 21.2 1.08 (0.09-1.29) 0.489 38 146 0.64 (0.49-0.83) 0.0001 167 642 1.24 (1.06-1.46) 0.0067
Metastasis extraganglionar 30 19.2 0.97 (0.70-1.33) 0.9732 19 12.2 053 (0.35-0.81) 0.0018 107 68.6 154 (1.17-2.02) 0.0016

FRANCIA COREA
20/46 (43,5%) 2.110/2.763 (76,4%)
ESTADOS UNIDOS Zoghlami et al. 2014 POLONIA Cho et al. 2014
~ 34/57 (60%) ——  127/233 (54.5%)
Kimbrell et al. 2015 Czarniecka et al. 2015
.
ITALIA / \
14/56 (25%) CHINA JAPON
Monti et al. 2015 80/182 (60,6%) 55/67 (82,1%)
Liu et al. 2014 Vuong et al. 2016
COLOMBIA.

212/301 (70,4%)

[T

BRASIL
57/118 (40,3%)
Uchimura et al. 2015

VIETNAM
44/53 (83%)
Vuong et al. 2016

Figura 7. Porcentaje de presencia de la variante patogénica BRAFV60E en diferentes poblaciones del mundo, incluida el presente estudio.
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Al explorar la asociacion entre BRAFV8%E y |as caracteristicas histoldgicas se
encontré que la probabilidad de desarrollar carcinoma es 1.14 veces mayor si el
tumor adquirié la mutacion en comparacion con los que no; por el contrario, la
probabilidad de desarrollar microcarcinomas es 54% menor entre los tumores
portadores de la mutacién que los no portadores.

La presencia de la mutacion se asocio con el patréon combinado (RR= 1.39; IC
(95%)= 1.06-1.31; p= 0.0075) y aumenta el riesgo en 1.39 veces de desarrollar esta
variante histologica. Los analisis de asociacion entre la mutacion y las
caracteristicas histologicas mostraron que la presencia de ésta aumenta el riesgo
en 1.07 veces (IC (95%)= 0.98 -1.18; p= 0.0483) y 1.11 (IC (95%)= 0.98 -1.23; p=
0.0305) de presentar invasion de la capsula tiroides y extensién extra tiroidea
respectivamente, las demas caracteristicas no mostraron asociacion (Tabla 8).

Tabla 8. Andlisis de asociaciéon entre la presencia de BRAF -V600E con las caracteristicas histolégicas.

BRAF-V600E
Factor Asociado Presente Ausente RR (IC 95%) P
n % n %
Tamafio tumoral
Carcinoma (n=261) 191 73.1 70 26.9 1.14 1.01-1.28 0.0084
Microcarcinoma (n=27) 14 51.8 13 48.2 0.46 0.22-0.93 0.0285
Microtumor (n=13) 7 53.8 6 46.2 0.36 0.12-1.03 0.0497
Variante histolégica
Células altas (n=6) 5 83.4 1 16.6 2.11 0.25-1.17 0.4784
Células claras (n=1) 0] (0] 1 100 0.25* 0.03-1.93 0.1561
Clasica (n=60) 37 63.8 21 36.2 0.74 0.46-1.20 0.2321
Columnar (n=1) 0] (0] 1 100 0.25* 0.03-1.93 0.1561
Esclerosante difusa (n=1) 0 0 1 100 0.25* 0.03-1.93 0.1561
Fascitis like (n=1) 0] 0 1 100 0.25* 0.03-1.93 0.1561
Folicular (n=65) 42 64.6 23 35.4 0.77 0.49-1.20 0.2627
Patrén combinado (n=166) 128 77.1 38 22.2 1.39 1.06-1.31 0.0075
Macrofolicular (n=1) 0] 0 1 100 0.25* 0.03-1.93 0.1561
Sdlida (n=1) 0] (0] 1 100 0.25* 0.03-1.93 0.1561
Caracterisicas histoloégicas
Invasion capsula tiroides (n=236) 174 73.7 62 26.3 1.07 0.98-1.18 0.0403
Extension extratiroidea (n=185) 142 76.7 43 23.3 1.11 0.98-1.23 0.0305
Metéastasis a ganglio linfatico (n=153) 110 71.9 43 28.1 0.99 0.80-1.23 0.9801
Metéastasis extra ganglionar (n=104) 75 72.1 29 27.9 1.04 0.75-1.45 0.7837
Invasion linfatica (n=70) 52 72.9 19 27.1 1.17 0.76-1.80 0.443
Invasion venosa (n=43) 30 69.8 13 30.2 1.08 0.60-1.91 0.7899
Multifocalidad (n=134) 90 67.2 44 32.8 0.84 0.66-1.07 0.1832

*Se adiciond 1 a todas las frecuencias para el calculo del RR

n: Corresponde al nUmero de muestras con tenian evaluaciéon (presencia o ausencia) de esta caracteristica.
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Por muestreo aleatorio simple, se seleccionaron 30 casos para confirmar los
resultados de BRAFV6%E mediante secuenciacion. Se encontré concordancia del
100% en muestras negativas y del 96.6% (29/30) en muestras positivas para
BRAFV69°E (Figura 8). En una muestra se detect6 BRAFY6%FE mediante PCR alelo
especifico, pero no fue detectada por secuenciacion, corresponde a un
microcarcinoma variante patron clasico.

o

—

— f
—

r/\. "" I‘Il | { / \ | . X \
/ } | 1
/ 14 J

y A Y ..l ¥ d X i } \ X V' ‘.. ‘LI i L A

C T A GCTACAGTGW AW AATTCTTCG A

)

M N\ AN 1 v oAttt N A \ AN

| l|I \ \ /f\ I|'I |III . II L | il.-'\,l" 4/\ ! \ | ,'I |II J'I || ‘||| \ |

B. ! 1: ! I.' ] \ LY \ - 'II II! ! o ) " LY - -l' 1 | ._"I | [ /
F||l '_11 ! L "ill. 1 . 'l Y 'aral l‘k 4 ' ~ ] — - ‘_"_L_ ] :.'I 1 . -Fﬂ.: 3 _',‘!:I )

il

CTAGCTACAGAITG A A ATCTCG A

Figura 8. Resultado de andlisis de secuenciacién para BRAFV69E A Secuencia de muestra de
tumor negativo para la mutacién. B. Secuencia de muestra de tumor positivo para la mutacién.

9.3. Metilacion del promotor del gen RASSF1A

El patron de metilaciéon del promotor del gen RASSF1A se determind en las
muestras analizadas. En 14% (42/301) de estas se identificd esta alteracion
epigenética, fue mas frecuente en mujeres y en pacientes > 55 afios; sin embargo,
no fue estadisticamente significativo (Tabla 9).

Tabla 9. Andlisis de riesgo relativo (RR) entre el patron de metilacién del gen RASSF1A
y factores demogréficos.

Patron de metilacion

Factor Asociado Metilado No metilado RR (IC 95%) p
n % n %
Sexo
Mujeres (n=266) 106  39.8 160  60.2 116  0.71-1.88 0.5262
Hombres (n=35) 12 34.3 23 65.7
Edad
55 afios 0 mas (n=168) 67 39.9 101  60.1 104 078138 07865
Menores de 55 afios (n=133) 51 38.3 82 61.7
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La frecuencia de tumores hemimetilados y no metilados se calculo, los resultados
mostraron que el 34.5% (104/301) y el 51.5% (155/301) de los tumores presentaron
hemimetilacion o no metilacion del promotor, respectivamente. La figura 9 muestra
los resultados de amplificacion de la MSP utilizando iniciadores no metilado (panel
superior) y metilado (panel inferior) de 10 muestras. Se observd amplificacion en los
carriles 2, 3, 4, 7 y 10con los iniciadores especificos para ADN no metilado y
metilado.

500pb
400pb

300ph
200pb

100pb

Figura 9. Electroforesis de productos de MSP utilizando iniciadores especificos para ADN no
metilado (arriba) y metilado (abajo). MP: Marcador de peso. Carriles 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10:
Muestras (1, II, Ill, 1V, V, VI, VII, VIII, IX, X). C+: Control positivo. C-: Control negativo.

La exploracién de asociacion entre el patréon de metilacion y las caracteristicas
histol6gicas evidencid que la probabilidad de desarrollar metastasis a ganglios
linfaticos es 34% menor en los tumores metilados (Tabla 10). Adicionalmente, se
exploré la asociacion entre la presencia de BRAFV60E y el patrén de metilacion de
RASSF1A, los resultados no mostraron asociacion significativa (RR= 1.08; IC
(95%)= 0.78-1.48; p= 0.62).
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Tabla 10. Andlisis de asociacion entre el patron de metilacion del gen RASSF1A

y las caracteristicas histoldgicas.

Patrén de metilacién

Factor Asociado Metilado No metilado RR  (IC95%) p
n % n %
Tamafio tumoral
Carcinoma (n=261) 97  37.2 164 628 0.7 050-0.98 0.0643
Microcarcinoma (n=27) 14 519 13 481 136 0.92-2.02 0.1582
Microtumor (n=13) 7 53.8 6 46.2 134 0.79-2.27 0.3178
Variante histoldgica
Células altas (n=6) 2 33.3 4 66.7 0.84 0.27-2.65 0.7661
Células claras (n=1) 0 0 1 100 0.84* 0.16-4.21 0.8304
Clésica (n=60) 23 39 36 61 099 0.69-1.41 0.9693
Columnar (n=1) 1 100 0 0 170 0.75-3.84 0.3303
Esclerosante difusa (n=1) 1 100 0 0 170 0.75-3.84 0.3303
Fascitis like (n=1) 0 0 1 100 084 0.16-4.21 0.8304
Folicular (n=65) 23 354 42 646 0.87 0.61-1.26 0.4764
Patron combinado (n=164) 65  39.6 9 604 102 0.77-1.35 0.8668
Macrofolicular (n=1) 1 100 0 0 170 0.75-3.84 0.3303
Sélida (n=1) 1 100 0 0 170 0.75-3.84 0.3303
Caracteristicas histoldgicas
Invasion capsula tiroides (n=236) 91 384 146 616 091 065126 05815
Extension extratiroidea (n=185) 69 371 117 629 087 065115 03412
Metéstasis a ganglio linfatico (7=153) 48 314 105 68.6 066 049-0.88 0.0047
Metastasis extra ganglionar (=104) 39 375 65 625 093 069126 0.6602
Invasion linfética (n=70) 25 357 45 643 088 062126 0.495
Invasion venosa (n=43) 20 465 23 535 122 085174 0.289
Multifocalidad (n=134) 54 40 81 60 11 080151 05269

*Se adiciond 1a todas las frecuencias para el cdlculo del RR
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9.4. Expresion del transportador NIS

En las muestras estudiadas se determiné la localizacion de expresion NIS. La
expresion correcta de la proteina — membrana basolateral- se evidencio en el 46.2%
(139/301), por el contrario, la expresion errada de NIS —citoplasmatica- se evidencié
en el 53.8% (162/301) de las muestras (Tabla 11).

Tabla 11. Caracteristicas de expresion del
transportador NIS.

Citoplasmatica Basolateral

Factor Asociado

n % n %
162 53.8 139 46.2

La figura 9 muestra resultados representativos al evaluar tejido normal y tumoral. El
control positivo (tejido normal) mostré patrén de tincion granular sobre la membrana
basolateral de los foliculos (A), todos los tejidos tumorales (C-D) mostraron tincion
homogénea no granular en el citoplasma. Igualmente, se observé diferencias en los
niveles de expresiéon al comparar las muestras tumorales (C-D).

Figura 9. Evaluacion de la expresion de la proteina NIS por IHQ. A: control positivo. B: control
negativo. C-D: muestras tumorales (400X)
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Al analizar la asociacién entre la localizacién de la expresion de la proteina con
datos demogréficos no se encontré ningun tipo de asociacion (Tabla 12).

Tabla 12. Andlisis de riesgo relativo (RR) entre la localizacion del transportador NIS

y factores demograficos.

Localizacion

Factor Asociado Citoplasmatica Basolateral RR (IC 95%) p
n % n %
Sexo
Mujeres (n=266) 139 52.3 127 47.7 079 0.60-1.03 0.1333
Hombres (n=35) 23 65.7 12 34.3
Edad
A 2 =1 2 4. 7 45.2
55 afios 0 mas (n=168) 92 548 6 2 104 084128 07127
Menores de 55 afios (n=133) 70 52.6 63 47.4

Para el analisis de asociacidn entre la expresion de la proteina y las caracteristicas
histoldgicas del tumor, solo se tuvo en cuenta el tamafio tumoral y la variante
histolégica (Tabla 13), se logra ver una tendencia a que la variante clasica se asocia

con la expresion aberrante de NIS.

Se explord la asociacion entre la expresion errada de NIS con la presencia de
BRAFV6E (RR= 1.05; IC (95%)= 0.90-1.24; p= 0.48) y con la metilacién en
RASSF1A (RR= 1.01; IC (95%)= 0.76-1.34; p= 0.90), sin encontrar asociacién con

estas alteraciones moleculares.
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Tabla 13. Analisis de asociacion entre la localizacion de la expresion del transportador NIS
y las caracteristicas histologicas.

Localizacion
Factor Asociado Citoplasmatica  Basolateral RR  (IC 95%) D
n % n %
Tamafio tumoral
Carcinoma (n=261) 139 533 122 467 09 069123 06162
Microcarcinoma (n=27) 16 593 11 407 11 07915 05524
Microtumor (n=13) 7 538 6 462 1 059167 0.9985
Variante histologica
Células altas (n=6) 3 50 3 50 092 041207 0849
Células claras (n=1) 1 100 0 0 124+ 055278 0.6525
Clasica (n=60) 38 644 21 %6 125 100157 0.0689
Columnar (n=1) 0 0 1 100 061 012307 047
Esclerosante difusa (n=1) 1 100 0 0 124 055278 0.6525
Fascitis like (n=1) 0 0 1 100 061* 012307 047
Folicular (n=65) 3 508 32 492 092 071121 05773
Patron combinado (n=164) 84 512 80 488 089 073110 032
Macrofolicular (n=1) 1 100 0 0 124 055278 0.6525
Solida (n=1) 0 0 1 100 061* 012307 047

*Se adiciond 1a todas las frecuencias para el calculo del RR

n: Corresponde al nimero de muestras con tenian evaluacion (presencia 0 ausencia) de esta caracteristica.
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9. DISCUSION

El CT es el cancer endocrino mas frecuente en el mundo, de estos, el tipo papilar
es el mas comun y se caracteriza por ser generalmente de buen pronéstico. Existen
diferentes factores de riesgo asociados con el desarrollo de la enfermedad que
activan vias de sefializacion en las células foliculares o modifican genes implicados
en estas rutas, resultando en la transformacion maligna de las células. En los
altimos decenios diferentes estudios permitieron articular vias metabdlicas
conocidas implicadas en el riesgo y desarrollo de la enfermedad, asi como
caracteristicas propias de los tumores que les confieren fenotipos agresivos y riesgo
a presentar recaida. En Colombia son pocas las publicaciones realizadas acerca de
la biologia molecular de la enfermedad; en este estudio exploramos algunas
alteraciones moleculares que estarian implicadas en desarrollo de la enfermedad y
asociadas con las caracteristicas demograficas de los pacientes e histologicas de
los tumores.

Este es el primer reporte en el pais que estudia la asociacion entre las
caracteristicas histologicas de los CPT y las alteraciones moleculares en los genes
BRAF, RASSF1Ay la expresion de la proteina NIS, y es extrapolable a la poblacion
colombiana por el nimero de muestras analizadas. Los resultados obtenidos
pueden utilizarse para caracterizar la enfermedad y disefiar a largo plazo,
estrategias que permitan un diagndstico precoz y tratamientos individualizados.

La edad promedio de los pacientes al momento del diagnostico fue de 49 afios (DE
+ 14.03, rango: 12-82), similar a la registrada en estudios anteriores
(1,2,4,23,71,148-150), la enfermedad es mas frecuente en mujeres. La diferencia
entre mujeres y hombres afectados, esté relacionada con la exposicion a diferentes
factores de riesgo. Por ejemplo, las hormonas femeninas tienen un papel importante
en la predisposicion al desarrollo de CPT, los estrogenos incrementan los niveles
de la hormona TSH que promueve el crecimiento de la glandula tiroidea (43); la
variacion de esta durante y con el numero el embarazos aumenta el riesgo de
desarrollar la enfermedad (38,43,151); asi mismo, en las células foliculares se
encuentran receptores de progesterona que participan en la diferenciacion celular
(151).

Durante la recoleccion de datos y confirmacion del diagndstico, analizamos algunos
rasgos de interés en las muestra para describir las caracteristicas histologicas que
presentaba cada variante histologica diagnosticada; sin embargo, las variantes
clasificadas como de alto riesgo como la variante solida, esclerosis difusa o células
altas, esta caracterizacion fue limitada porque se presentaron en poca frecuencia,
en concordancia con los resultados de otros estudios (4,6,21,23,28,31,149,152).
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Chan J et al, propone algunos criterios para sub-clasificar la VFCPT en los subtipos
difuso, infiltrativo y encapsulado (29), los dos primeros considerados fenotipos
agresivos (25,28). El analisis de distribucion de las variantes histologicas en el
presente estudio determiné que la VFCPT es la segunda mas frecuente, por lo que
se debe hacer un diagndstico detallado en estos tumores, porque el mal diagndéstico
tiene consecuencias en el paciente con relacion a la calidad de vida y en las
instituciones de salud al aumentar los costos de tratamiento.

La OMS en la clasificacién de los tumores de tiroides (20), no define los tumores
hibridos, estos fueron descritos por primera vez por Baloch et al, como lesiones
solitarias y encapsuladas -similar al CFT- pero con caracteristicas nucleares del
CPT; es poco frecuente encontrarlos de manera multifocal o haciendo metastasis
ganglionar (153). Castro et al, proponen el origen de esto tumores de la siguiente
manera: los CPT son diploides y con rearreglos entre los genes RET, los CFT son
aneuploides y con mutaciones en el gen RAS; no obstante, las vias metabdlicas de
RET interactian con la de RAS en las células foliculares y desencadenan la
tumorigénesis (154). Cameselle et al, por su parte, no esta de acuerdo con la
existencia de estos tumores porque las lesiones de CFT y CPT tienen origenes
disimiles y se asocian con mutaciones diferentes y excluyentes (155).

En este trabajo, identificamos un comportamiento histolégico inusual que
denominamos patron combinado (23). Los CPT con este patron presentaron
asociacion significativa con metéastasis, y la mitad eran multifocales; esto difiere de
la definicion de tumores hibridos. El patrén combinado es agresivo y deberia
considerarse esta variante histolégica en el diagnostico de la enfermedad.

En Colombia, los estudios de asociacion entre la presencia de alteraciones
moleculares —mutaciones, metilacion, etc. - con las caracteristicas histologicas de
los CPT son pocos. Uno evalud la frecuencia de la variante patogénica BRAFV600E
con las caracteristicas histolégicas; sin embargo, el nUmero de muestras analizadas
es reducido (n=24), lo que no permite generalizar las asociaciones; sin embargo, en
ese estudio se reporté una frecuencia de mutacion del 66%, similar a la reportada
en la literatura (156). Otros cuatro evaltan polimorfismos asociados con el riesgo
de desarrollar CT (157-160). Esta investigacion es el primer registro que se tiene
en el pais acerca de la frecuencia de alteraciones moleculares en CPT y su
asociacién con las caracteristicas histologicas.

Biolégicamente, la via molecular que se altera y da origen a la variante patogénica
BRAFVY60°E en melanomas y células foliculares es MAPK (94,161-166), por esta
razon, utilizamos un estuche comercial que funciona con base en PCR-alelo
especifica disefiado para el diagnéstico en melanomas. Ahn et al, reportaron mayor
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sensibilidad (>99%) y especificidad (88%) utilizando el estuche comercial Cobas
4800 V600 mutation test para detectar la variante patogénica BRAFY6OE en
muestras con reducidas cantidades de ADN extraidas de tejidos FFEP en
comparacion con la secuenciacion (167). El estuche comercial solo muestra los
resultados del analisis molecular en términos de la presencia o ausencia de la
variante molecular (Anexo 1), y no permite conocer las condiciones de amplificacion.
Hay estudios donde exploran la utilizacion de ACAF, microcarcinomas e incluso
muestras de sangre, para andlisis molecular del gen BRAF
(9,35,53,58,60,68,90,127,168-171). Sullivan et al, determinaron que Ila
secuenciacion detecta variantes patogénicas en muestras hasta con el 5% de
células tumorales; sin embargo, concluyen que los andlisis moleculares no podrian
hacerse en algunos microcarcinomas o muestras obtenidas por ACAF, debido a la
reducida cantidad de células tumorales presentes alli (172).

Los porcentajes de deteccion de BRAFV6E en el mundo son diferentes (Figura 2),
con la utilizacién del estuche comercial en este estudio encontramos que el
porcentaje registrado fue alto, 70.4%, en comparacién con los registrados para
Francia o Italia, 43.4% y 44% respectivamente (173,174), pero por debajo de paises
como Japon y Corea con porcentajes de 82.1% y 76.4% respectivamente (175,176).
La confirmacion de la presencia de BRAFY69E mediante secuenciacién, mostré
discordancia en una muestra que corresponde a un microcarcinoma variante
clasica; Ahn et al, reportaron mayor sensibilidad en la deteccion de BRAFV600E
utilizando PCR alelo especifica en comparacién con la secuenciacion (167), similar
a lo encontrado en este estudio. Debido a que se trata de una muestra pequenia, la
concentracion de ADN mutado es reducida y probablemente su concentracién no
alcanz6 el minimo requerido para ser detectado por secuenciacion y esta sea la
causa por la que se obtuvo este resultado.

Algunos estudios demuestran que una dieta con alta concentracion de | es un factor
de riesgo para el desarrollo de CPT con BRAFV6%E (22 177,178), porque el | afecta
los mecanismos de reparacion del ADN, favoreciendo la aparicion de alteraciones
moleculares. Sin embargo, Frasca et al, no consideran que la concentracion de | en
la sal, sea un factor de riesgo para presentar la variante patogénica (36). En
Colombia el CT ocupa el noveno puesto en incidencia (12,179) y la sal es yodada;
adicionalmente, la figura 6 muestra que en regiones con altos consumos de sal,
como Japoén y Corea las frecuencias de BRAFY6%E son altas; sin embargo, es
necesario mas estudios que permitan determinar el papel de esta como factor de
riesgo para la aparicion de variantes patogénicas BRAF en nuestra poblacion.

Aligual que otros estudios, encontramos asociacion entre la presencia de la variante
patogénica BRAFY6E vy personas mayores de 55 aflos de edad
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(24,34,37,62,163,177,178,180-184); ademas, no encontramos asociacion entre la
variante patogénica y el sexo (24,92,127,183).

Los andlisis de asociacion entre la variante patogénica y las variantes histologicas
mostrd solo asociacion significativa con el patron combinado (p= 0.0075). El andlisis
de los tumores con patron combinado conformado por la variante clasica 'y VFCPT
mostr6 que el 77.4% portaban BRAFV6%°E indicando que la mutacién se asocia con
fenotipo agresivo y tiene un papel en la desdiferenciacion de las células.

Otros autores muestran asociacion entre la variante patogénica y las variantes
histolégicas de células altas, clasica (34,36,58,139,183,185-187) y VFCPT
(18,58,59); en este estudio no encontramos asociacion significativa con estas
variantes histolégicas aun cuando el porcentaje de tumores con este diagndstico y
portadores de la variante patogénica fue superior al 63%. Los subtipos infiltrativo y
difuso de la VFCPT se asocian con caracteristicas histologicas de riesgo; sin
embargo, los resultados de este estudio no permiten determinar si los tumores con
patrén combinado que estaban conformados por VFCPT y cualquier otra variante
histolégica y que ademas fueran portadores de BRAFV6%E presentaban alguno de
los subtipos infiltrativo o difuso.

El analisis de asociacion entre la presencia de la variante patogénica y el tamafio
del tumor mostré que BRAFV60E estqd mas frecuentemente en los carcinomas y
disminuyen el riesgo de desarrollar microcarcinomas. Oler et al, registran asociacion
significativa entre la presencia de la variante patogénica y tumores > 10 mm, y baja
frecuencia de microcarcinomas BRAFVY69E positivo (188). Diferentes estudios
registran que la alteracion molecular les confiere a los microcarcinomas
caracteristicas de riesgo como invasion extra tiroidea, multifocalidad y metéstasis
linfoide, similar a los tumores > 10 mm (35,37,189-191).

En este estudio, el porcentaje de microcarcinomas con BRAFVY%E positivo fue de
51.8%, similar a lo reportado en otras series (34,55,185,192); sugiriendo que la
adquisicién de la variante patogénica es un evento temprano en la carcinogénesis
de los CPT (35,71,182), ademas, estos resultados sugieren que los
microcarcinomas deben ser tratados como tumores con riesgo de desarrollar
caracteristicas histologicas de fenotipos agresivos.

Los andlisis estadisticos mostraron asociacion significativa entre la presencia de
BRAFV600E y |3 invasion de la capsula tiroides (p=0.0403) y la invasion extratiroidea
(p=0.0305), similar a lo reportado en otros estudios
(36,37,62,165,178,182,186,188,193,194). Estas son dos caracteristicas
histolégicas de tumores en estadios avanzados y se asocian con procesos de
invasién y migracion de células cancerigenas. Li et al, determinaron que la variante
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patogénica BRAFV6E promueve la expresion de genes implicados en la
degradacion de la matriz extracelular (64,68), lo que aumentaria la probabilidad de
metéstasis y de recaidas (59), por lo tanto, se pensaria que la mayoria de los
pacientes examinados en esta serie tienen tumores con riesgo de presentar
recaidas.

Algunos autores consideran que la multifocalidad es un factor de mal prondstico
porque se asocia con recaida (195) y micro metastasis intra-glandular,
caracteristicas que se presentan con frecuencia en tumores agresivos
(187,189,190,196). Los resultados no mostraron asociacion entre multifocalidad y la
variante patogénica y esta y los microcarcinomas. La ausencia de asociacion es por
la forma en que se evalu6 y diagnosticé los microcarcinomas (sumatoria de los
diametros de las lesiones para determinar el tamafio del tumor), y no se analizé
cada una independientemente.

Algunos autores consideran que BRAFV6E debe ser utilizado como factor
prondéstico de agresividad en CPT; sin embargo, son necesarios mas estudios que
permitan determinar el papel como biomarcador (68,90), por ejemplo, algunos
demuestran que inhibiendo la fosforilacion de ERK en CPT portadores de BRAFV600E
se aumenta la respuesta al tratamiento con 3!l, esos resultados muestran que la
activacion constitutiva de ERK es uno de los mecanismos principales en la des
diferenciacion de la célula durante la carcinogénesis (97,200), y el analisis de la
presencia de BRAFV6%E permitiria disefiar tratamientos eficaces para estos casos.
La utilizacion del andlisis de BRAFY5%°E es un complemento del diagndstico de la
enfermedad.

Algunos autores reportan asociacion entre la presencia de BRAFVY6%E con
enfermedades benignas de tiroides (bocio, tiroiditis de Hashimoto, hipotiroidismo,
hipertiroidismo, etc.) (90), en este estudio no se encontré asociacion.

La MSP es una técnica de alta sensibilidad, que detecta secuencias especificas de
ADN metilado, requiere menos inversion de tiempo, dinero y detecta y amplifica
ADN en concentraciones de hasta 10% (136,201).

El patron metilado del promotor del gen RASSF1A se ha encontrado en otros tipos
de canceres solidos como pulmdén, mama, carcinoma nasofaringeo, rifién y ovario
(132-134). En CT RASSF1A se ha encontrado metilado en carcinoma medular e
indiferenciado  (69,131,134-137,140). Los porcentajes de metilacion son
controversiales. Algunos autores observaron hipermetilacion del promotor en
lesiones benignas y reportan incremento gradual de esta durante el progreso de
adenoma a carcinoma en tumores tiroideos (90,137); Xing et al, menciona que la
metilacion es un evento temprano durante la tumorigénesis, frecuentemente en
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neoplasias benignas como los adenomas (136), y se propone que hace parte de la
secuencia adenoma — carcinoma (137,140). Al comparar los porcentajes de
metilacion de los adenomas con los de CPT, encuentran porcentajes bajos de
hipermetilacion; otros por el contrario encontraron porcentajes altos de
hipermetilacion en CPT (139,140,202). Recientemente se reportd que los
porcentajes de metilacion son >30% en CPT (131,138) y del 60% en CFT (136,138).
En este estudio el gen RASSF1A se encontrdé metilado en el 39.2% de los tumores,
de estos la mitad son patrén combinado; posiblemente, la inactivacion epigenética
de RASSF1A no tienen importancia en la progresion una vez el tumor se ha
establecido.

Schagdarsurengin et al, reportan altas frecuencias de metilacion en pacientes > 50
afos de edad y argumentan que el silenciamiento de GST, hace mas susceptible a
personas mayores de desarrollar CT (137). En este estudio no se encontrd ninguna
asociacion al analizar el patrén de metilacibn de RASSF1A vy las caracteristicas
demograficas de los pacientes, resultados similares a lo reportado en estudios
anteriores (140).

No se encontré asociacion entre la metilacion de RASSF1A y las variantes
histoldgicas, los estudios publicados no muestran analisis al respecto; se podria
proponer que la metilacion de RASSF1A no tienen participacién en la diferenciacion
celular durante la carcinogénesis; sin embargo, se requieren disefiar estudios que
permitan confirmar esta hipdtesis. En términos generales, se puede observar una
tendencia de los CPT a la no metilacion de RASSF1A.

Algunos autores concluyen que la metilacion de RASSF1A se asocia con aumento
en el riesgo a desarrollar metastasis a distancia y estadios avanzados del tumor
(132,138); mientras que otros afirman que no hay asociacion entre el patron de
metilacion y las caracteristicas histolégicas (137). En este estudio, no se encontré
asociacion significativa entre la metilacién y las caracteristicas histoldgicas de los
tumores. Especificamente, el resultado de asociacion entre RASSF1A metilado y el
tamafo del tumor (Tabla 8) puede ser producto de un artefacto estadistico generado
al momento de la clasificacién de los microcarcinomas, para ello, se tuvo en cuenta
la sumatoria de los didmetros en lesiones multifocales y no como lesiones
independientes; esto implica que la frecuencia de microcarcinomas es mas elevada,
probablemente asociada con metilacion y concorde con el hecho que la
hipermetilacion es un evento temprano que favorece la proliferaciéon (131,136,203).

Este estudio reporta para el gen RASSF1A bajas frecuencias de metilacion para

ambos alelos (39.2%) pero altas frecuencias de hemimetilacion (78.8%), sobre todo
en tumores agresivos; Dammann et al, proponen que RASSF1A pertenece al grupo
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de GST haploinsuficientes, es decir, requiere la inactivacion de un solo alelo para
promover la carcinogénesis. El silenciamiento de GST, requiere de la inactivacion
de los dos alelos segun la hipétesis Knudson de los “two-hit” (204), o de eventos
moleculares como la pérdida de heterocigosidad (LOH= Loss Of Heterozygosity);
Varios autores afirman que la inactivacion epigenética y LOH de RASSF1A es un
evento comun, mientras que las mutaciones del gen son poco frecuentes
(131,134,138,141). Diferentes estudios concluyen que la presencia de BRAFV690E y
la metilacion de RASSF1A son eventos mutuamente excluyentes en CT, pero
ambos contribuyen a la activacion de la via de sefalizacion MAPK (90,135-
137,139,142); en este estudio no se observé asociacion entre estos dos eventos
genéticos (RR: 1.08. IC (95%): 0.78-1.48. p=0.62).

El complejo proteico que capta y transporta | al interior de las células foliculares es
esencial en la yodo terapia para eliminar las células neoplasicas remanente del
tratamiento quirdrgico. Estudios anteriores reportan alteraciones en la expresion de
NIS (205). Arturi et al, reportaron que las alteraciones en NIS son propias de los
tumores primarios y no se deben a alteraciones adicionales en las células
metastasicas durante la desdiferenciacion (205). En CT se evidencia disminucion
en la acumulacién de 3!l por la reduccién en la expresion de NIS, lo que significa,
resistencia a la radioterapia y fracaso en el tratamiento, por lo que es necesario
comprender el mecanismo molecular para disminuir la resistencia a la terapia (106).
El CPT es sensible al tratamiento con 31I; sin embargo, algunos estudios muestran
gue entre el 20-30% de los carcinomas diferenciados son resistentes (103—-105).

En este estudio se analizo la frecuencia de expresion y localizacion de la proteina
NIS por IHQ. Los resultados de expresion de la proteina son controversiales,
mientras que algunos reportan disminucién o pérdida de la expresion (107), otros
reportan sobre expresion en CPT en comparacion con el de tejido normal o nédulos
benignos (100,105,107,109,113-117). La glicosilacion de las proteinas, entre otras
funciones, determinan la localizacion de la misma (109), en este caso, dirige a NIS
hacia la membrana basolateral de las células foliculares. Estudios previos en CPT
analizaron la expresion de NIS por western blot y encontraron que se encuentra
parcialmente glicosilada en la membrana basolateral, independientemente de si
presenta 0 no expresion citoplasmatica; esta Ultima podria corresponder a la
proteina inmadura y su tincion no esta relacionada con la actividad de la proteina,
frecuente en tumores tiroideos (109); por tanto, las alteraciones en la expresiéon de
NIS se debe a modificaciones a nivel transcripcional y postranscripcional (109).

En este estudio, los tejidos que expresaron NIS sobre la membrana basolateral
mostraron la mayor intensidad, mientras que los tejidos con expresion
citoplasmatica mostraron la menor intensidad pero mayor cantidad (sobre
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expresion), que podrian corresponder a formas inmaduras de la proteina debido a
alteraciones en los mecanismos de regulacion a nivel traduccional y que generan
una localizacion errada de NIS (112), y esta es una de las principales razones por
las que se encuentra en altos niveles de expresion citoplasmatica en las células
tumorales (96). Encontramos que la expresion errada de NIS fue mas frecuente en
carcinomas — tumores >10mm (85,8%), por lo que se podria pensar que las
alteraciones en la expresion de la proteina corresponde a un evento tardio en la
carcinogénesis del CPT; sin embargo, son requeridos mas ensayos para corroborar
esta hipotesis.

Peyrottes et al, mencionan que la tincion citoplasmatica dificulta la evaluacion de los
resultados de IHQ en discernir la inmunoreactividad de la membrana basolateral
(109) y que las diferencias en la intensidad de la expresion, podrian deberse a
variaciones en la concentracion del anticuerpo primario (109); en este estudio, la
mayoria de tumores con tincion citoplasmatica mostré intensidad baja que no
interferia con la identificacion de la membrana basolateral y proteinas NIS que se
encontrara alli ubicada, en los casos que la presentaran.

La disminucién en la captacion de | se debe principalmente a la localizaciéon de la
proteina en la célula mas que a la ausencia de su actividad (100). Recientemente,
Choi et al, mencionaron que ademas de la localizacién correcta de NIS —membrana
basolateral- se requiere de estimulacion por parte de la TSH y polarizacién celular
(106,112). La TSH no solo controla la transcripcién y biosintesis de NIS en las
células foliculares, ademas regula el metabolismo del I mediante la via de
sefalizacion AMPc; recientemente se demostr6 que la estimulacion con TSH
aumenta la captacion de 3 in vivo e in vitro asi como la expresion de NIS (96,98),
ademas es requerido para la translocacion a la superficie de la membrana
basolateral sin interferir en su funcion; en ausencia de TSH, NIS se observo en
citoplasma (96,118). Bruno et al, demostraron que la inhibicién de TSH disminuye
los niveles de ARNm de NIS pero no los de TSHR (Thyroid-Stimulating Hormone
Receptor) (119). Algunos autores concluyen que aumentar las concentraciones de
TSH y TSHR podria mejorar la expresion de NIS y regular la translocacion correcta
de esta proteina dentro de la célula, y asi aumentar la adsorcién de 311 (96,97).
Otros autores proponen en CPT con BRAFVY6E es posible inhibir la fosforilacion de
ERK para regular la expresion de NIS y TSHR (97,206).

Estos son algunos mecanismos identificados para la regulacion en la expresion de
NIS; sin embargo, se requieren mas estudios que permitan identificar el papel de
BRAFV60E gsobre la inactividad de NIS; recientemente, diferentes estudios
mostraron asociacion entre la presencia de BRAFV6E y silenciamiento en la
expresion de NIS por metilacion del promotor (106,122-125), consideramos que se
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requieren mas estudios que permitan comprobar esta hipétesis, dado que el
problema en la captacion de | no se debe a inhibicion o reduccion en la expresion
de NIS, sino a los mecanismos postraduccionales de la proteina. La evaluacién de
la expresion de NIS seria Gtil en el manejo y enfoque terapéutico de los pacientes
con CPT, para predecir la presencia o posible desarrollo de metastasis. En este
estudio no se encontré asociacion entre la presencia de BRAFY%E g |a metilacion
en RASSF1A con la expresion citoplasmatica de NIS.
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10. CONCLUSIONES

Este es el primer reporte en poblacién colombiana que estudia la asociacion
entre caracteristicas histologicas de CPT y alteraciones moleculares en los
genes BRAF, RASSF1A y la expresion de la proteina NIS. Con estos
resultados se estratificO el comportamiento de los tumores CPT
diagnosticados y tratados en el INC.

En el diagndstico de la enfermedad debe incluirse los subtipos de la variante
folicular del CPT porque hay diferencias importantes en el comportamiento
del tumor y el tratamiento requerido depende del este subtipo tumoral.

El patron combinado se postula incluirlos en el diagnostico del CPT porque
esta variante se asocia con caracteristicas histologicas y moleculares de
fenotipos agresivos y resistentes al tratamiento.

Los microcarcinomas se asocian con invasion extra tiroidea, metastasis,
multifocalidad y la mayoria presentan la mutacion BRAFY6%E |o anterior
implica que su manejo y tratamiento debe ser similar al de tumores agresivos.

En este estudio no se evidencid asociaciéon entre la multifocalidad vy
microcarcinomas con la presencia de BRAFY6%E: Ja manera en que se
clasificaron los microcarcinomas puede ser la causa de no encontrar
asociacion entre estas caracteristicas.

Muestras con metilacion parcial de RASSF1A se encontré en alta frecuencia;
sin embargo, la metodologia utilizada para este analisis, no permitié
comprobar si corresponde a esta 0 a contaminacion con células normales.

La proteina NIS se acumula con mayor frecuencia en el citoplasma de las
células tumorales, porque estas sufre modificaciones que le impiden ubicarse
sobre la membrana basolateral de la célula, esta seria la principal causa de
resistencia al tratamiento con 131,

La IHQ para NIS es excelente para implementarla y que sea considerada
para determinar el prondstico al tratamiento.

Algunos autores plantean que la presencia de BRAFVY6%E aumentan la
actividad de metil-transferasas que explicaria la resistencia al tratamiento con
1131, Los resultados de este estudio permiten negar este postulado debido a
que la resistencia al tratamiento se debe a una ubicacién errada de la
proteina NIS y no a la ausencia de la misma.

No se encontré asociacion entre la presencia de BRAFV6E nj el patron de
metilacion en RASSF1A con la expresion citoplasmatica de NIS; sin
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embargo, estos analisis deben ser considerados dentro del diagnostico y
tratamiento de la enfermedad.
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11. RECOMENDACIONES

Es necesario conocer la influencia de la concentracion de yodo en la dieta,
como factor de riesgo para desarrollar CPT con la mutacion BRAFV6%E, En
Colombia la sal es yodada y se desconoce la frecuencia y cantidad de uso
en el consumo diario.

Implementar estudios que confirmen la hipétesis de la metilacion de
RASSF1A como un evento temprano en la carcinogénesis del CT y postular
este evento molecular como posible biomarcador.

Explorar otras alteraciones cromosomicas como la pérdida de
heterocigocidad del brazo corto del cromosoma 3 donde se ubica RASSF1A,
qgue explicarian la baja frecuencia de silenciamiento del gen pero la alta
frecuencia de fenotipos agresivos encontrados en este estudio.

La hipermetilacion de los genes difiere considerablemente en diferentes
poblaciones del mundo, por eso es importante qgue en Colombia se lleven a
cabo mas estudios sobre metilacion para cada tipo de cancer.

Se requieren estudios para confirmar la asociacion entre la metilacion con
multifocalidad y microcarcinomas, y validar la utilizacion de RASSF1A
metilado como marcador de prondéstico en enfermedades benignas de
tiroides.

Comprobar si la alta frecuencia de tumores con hemimetilacion es porque
RASSF1A es un GST haplo-insuficiente o por otras razones como
contaminacion de la muestra con células normales.

Determinar si la sobre expresion de NIS es por activacion permanente de la
via AMPc por la TSH en respuesta a la acumulacion de | en sangre.

Comprobar si las alteraciones en NIS es un evento tardio en la
carcinogénesis de CPT por la alta frecuencia de presentacién en tumores
grandes.
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13. ANEXOS

13.1 Resultado de andalisis de mutacion del Cobas 4800 V600 mutation test.

cobas® 4800

BRAF V600 Mutation Analysis Report

Start of Run: 15-FEE20 15 1548 58 DMA Isclation Kit D #2: AD1S0TT232E00DY

Instrument Mame: COBAS INC Reagent Kit 1D #1: S415051729E005W

Instrument Serial No: S07T97_30756 Reagent Lot / Exp Date: 505172/ Oct-2014

Core Version: 2.0.0.1028 Reagent Kit 1D #2: 94150517T289E005W

BRAF AP Version: 1.0.0.1028 Operator: Laboperator

DA Isolation Kit 1D #1: AD1S077232E00DY

RUN STATUS VALID

RUN NAME: 13%FEB-2015 15:48 BRAF

Controls

Position Control Type Kit# Control Status Accepted By
A1 Mutant Conirel 1 Valid Laboperator
BO1 Wildtype Control 1 Valid Laboperator

Speacimens

Position Sample ID Kit# Test Result Accepted By
co1 001 1 Mutation Detected Labopearator
om 002 1 Mutation Detected Laboperator
ED1 003 1 Mutatisn Datected Laboparater
Fo1 004 1 Mutation Detected Laboperator
G0 005 1 Mutation Detected Laboperator
HO1 D& 1 Mutatisn Datected Laboparater
AD2 007 1 Mutation Detected Laboperator
BO2 (1] 1 Mutation Detected Laboperator
coz2 (1] 1 Mutation Mot Datected Laboparater
Doz oo 1 Mutation Detected Laboperator
ED2 011 1 Mutation Detected Laboperator
FO2 o012 1 Mutatisn Datected Laboparater
GOz 013 1 Mutation Detected Laboperator
Ho2 014 1 Mutation Mot Detected Laboperator
AD3 015 1 Irvalid R202 R203 Laboperator
BO3 016 1 Mutation Mot Detected Laboperator
co3 o7 1 Mutation Detected Laboperator
D03 o018 1 Mutation Detected Laboperator
E03 019 1 Mutation Mot Detected Laboperator
FO3 020 1 Mutation Detected Laboperator
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