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RESUMEN

La importancia del estudio del nédulo tiroideo es excluir una lesiéon maligna, ya que,
aunque la mayoria son lesiones benignas, existe un riesgo de malignidad de un 5-
10 %. La mayoria de estos son carcinomas bien diferenciados, que se originan del
epitelio folicular. A pesar de que la mayoria de las lesiones son benignas, la
distincion entre estas y los carcinomas, es crucial para un tratamiento y
seguimiento apropiado. La biopsia por puncidon con aguja fina permite realizar el
diagnostico en la mayoria de los casos, sin embargo, esta presenta limitaciones,
particularmente referidas al diagnéstico de las lesiones foliculares. En un esfuerzo
por mejorar la precision diagnostica de la biopsia y ofrecer nuevos criterios para el
diagndstico, multiples marcadores moleculares han sido propuestos, algunos de los
cuales presentan gran aprobacion, mientras que otros requieren aun validacion
para su implementacion. En este articulo se realiza una revision actualizada de los
marcadores moleculares que presentan mayor nimero de evidencias, los que son
metodoldégicamente mas asequibles y potencialmente utilizables para el diagndstico
prequirdargico del nédulo tiroideo.

Palabras clave: cancer de tiroides, marcadores moleculares, BAF, gen,
mutaciones.

ABSTRACT

The importance of the study of the thyroid nodule lies in excluding the possibility of
a malignant lesion because the majority of lesions are benign but there is a
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malignancy risk of 5 to 10%. Most of them are well differentiated carcinomas
originating in the follicular epithelium. In spite of the fact that the majority are
benign lesions, distinguishing them from carcinomas is crucial to treatment and
adequate follow-up. Fine-needle biopsy allows making the diagnosis in most of
cases. However, this method is restricted, particularly when diagnosing follicular
lesions. In an effort to improve the diagnostic accuracy of biopsy and to provide
new diagnosing criteria, a number of molecular markers have been put forward,
some of which has wide range of approval whereas others still awaits to be
validated for further implementation. This article presented an updated review of
molecular markers with higher number of evidence, more accessible and potentially
usable from a methodological viewpoint for diagnosis of the thyroid nodule before
surgery.

Keywords: thyroid cancer, molecular markers, fine needle biopsy, gene,
mutations.

INTRODUCCION

El cancer de tiroides es la enfermedad endocrinolégica maligna mas frecuente.
Aproximadamente un 10 % de la poblacién desarrollara un nédulo palpable a lo
largo de su vida; de ellos, 5-10 % llegara a ser maligno.® Su diagndstico
preoperatorio continda siendo un reto, porque los métodos para definir la
benignidad y la malignidad son todavia poco precisos. La biopsia por puncién con
aguja fina (BAF), ha mejorado el manejo clinico del nédulo tiroideo, ha permitido
disminuir a menos de la mitad el nUmero de intervenciones quirdrgicas, y es
considerada hoy el procedimiento diagndstico de primera eleccion. Sin embargo,
aun aceptando su innegable utilidad y el avance que ha supuesto, cada vez es mas
patente que esta técnica tiene limitaciones importantes relacionadas con la
adecuada toma de muestra, y la dificultad para distinguir entre las lesiones
foliculares benignas y malignas. Se han realizado numerosos intentos para mejorar
el diagndstico preoperatorio del ndédulo, en este sentido, algunos marcadores
moleculares estan siendo identificados como posibles dianas para el diagnéstico
inmunohistopatoldgico molecular por el método de reaccidon en cadena de la
polimerasa (PCR), e incluso, algunos de estos marcadores se estan ensayando en
muestras de BAF para el diagnéstico inmunocitolégico preoperatorio. Estos
marcadores diagndsticos se utilizan cada vez con mayor frecuencia, con la finalidad
de establecer mayor precision entre lesiones benignas y malignas.

En la etiologia del cancer de tiroides se han involucrado numerosos factores
genéticos, como la presencia de alteraciones en las vias metabdlicas intracelulares,
generadas frecuentemente por mutaciones en genes especificos que regulan esas
vias, alteracion en su expresion, cambios epigenéticos como la metilacion de genes
especificos del tiroides, y ademas, algunos factores ambientales.

Una de las principales alteraciones detectadas en el cancer diferenciado de tiroides
es la activacion de la via de las proteinas quinasas activadas por mitdbgenos
(MAPQ). Esta via depende de la activacion de un receptor de membrana con
actividad tirosina quinasa (RET), que al unirse a su ligando se fosforila, a su vez
activa una cadena de fosforilaciones sucesivas de distintas proteinas
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citoplasmaticas. Este proceso finalmente genera cambios conformacionales en
proteinas que se unen al acido desoxirribonucleico (DNA) de la célula efectora, y
modifican la expresion de distintos genes que regulan fenémenos de proliferacion y
diferenciacion celular.?

Los marcadores moleculares tiroideos corresponden a mutaciones genéticas que se
originan en las células tiroideas malignas, reconocibles por técnicas de biologia
molecular.® Se han descrito varias alteraciones (mutaciones genéticas) en
neoplasias tiroideas, y se ha visto que diferentes genes y sefiales estan implicados
en el desarrollo de este tipo de tumor.3#

Las alteraciones genéticas mas comunes presentes en el carcinoma papilar de
tiroides (CPT), son las mutaciones en los genes de la familia de quinasas tipo
serina-treonina (BRAF), en la proteina G monomérica, una pequefia GTPasa, con
actividad reguladora GTP-hidrolasa (RAS), las mutaciones del gen que codifica un
factor de transcripciéon nuclear de 43,7 kilo Dalton (KDa) (P53), y los
reordenamientos del gen RET con genes del CPT denominado RET/CPT; mientras
que en el carcinoma folicular de tiroides (CFT) se encuentran predominantemente la
pérdida de heterocigocis de los loci 3p y 7q, mutaciones en el gen RAS, asi como
las fusiones genéticas del factor de transcripcion tiroideo (PAX8) con el peroxisome
proliferator-activated receptor gamma (PPARG).5®

El objetivo de esta revision es la actualizacion de los principales marcadores
moleculares estudiados en el cancer de tiroides, los que son metodolégicamente
mas asequibles para su determinacion y su utilizacibn como herramienta adicional
al estudio citolégico del nédulo tiroideo, y como nuevas opciones terapéuticas,
principalmente, para los pacientes que no responden a las terapias convencionales.

DESARROLLO

BRAF

El gen BRAF forma parte de la familia de quinasas tipo serina-treonina, que median
la transduccién de sefales de la ruta de las proteinas quinasas activadas por
mitégenos y las quinasas reguladas por sefales extracelulares (MAPQ/ERQ), una
via importante para la regulaciéon celular, el crecimiento, la diferenciaciéon y la
promocion de la apoptosis.” La mutacion ocurre en el cromosoma 7, exén 15, con
un cambio de timidina por adenosina en posicién 1799 (T1799A) del gen, que
provoca el reemplazo del aminoacido valina por acido glutamico en la proteina
quinasa sintetizada. Esto se especifica y denomina como BRAF V600E, que es la
sigla mas utilizada en la literatura.® La mutaciéon genera una activacién constitutiva
(independiente de estimulo o unién en receptores de membrana celular), de esta
via de quinasas, y por tanto, de la cadena de sefales intracelulares ya descrita, con
efectos en proliferacion y diferenciacion celular.

Las mutaciones del gen BRAF representan la alteracion genética mas comun en el
CPT, y se encuentran muy relacionadas con este tipo de cancer, ya que no se halla
presente en otros tipos histoldgicos. Las mutaciones de este gen en la posicion 600
(BRAF V600E), y menos frecuentemente en la 599 y 601, resultan en una
activacion constitutiva de la quinasa, que se detect6 en 26-69 % de los CPT
esporadicos. Generalmente estas mutaciones se relacionan con la variedad clasica
del CPT, con los cambios nucleares caracteristicos y la arquitectura en papilas,
aungue también se encontraron en otras variedades. Es la mutacion mas frecuente
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en los carcinomas papilar y anaplasicos que se originan a partir de la
desdiferenciacion de un CPT. Hasta la fecha, la mutacion BRAF no ocurre en los
carcinomas foliculares o el medular, o en lesiones tumorales benignas de la
glandula.®

En muchos estudios se encontr6 asociacion entre la presencia de BRAF, mayor edad
al diagnéstico, estadio mas avanzado de la enfermedad al diagnéstico, y mayor
frecuencia de recurrencia y/o metastasis. También se encontré asociacién con
tumores indiferenciados.0:1?

Hay publicaciones de centros que ya incorporan la determinacion de BRAF V600E y
otras mutaciones en su estudio preoperatorio de nédulos tiroideos. En Estados
Unidos, incluso se ofrece en forma de kit comercial un conjunto de determinaciones
de marcadores moleculares, que incluyen al BRAF V600OE, para analisis del material
de puncién tiroidea, como complemento a la citologia.>*?

En el paciente con una citologia positiva, y por tanto, con criterio quirudrgico,
algunos grupos sugieren la determinacion de BRAF V600E en material de puncion
para la planificacion del tipo de intervencion. Los casos positivos para la mutacion,
requeriran de una conducta quirdrgica mas agresiva, con diseccion ganglionar,
independiente de que la ecografia previa no evidencie adenopatias sospechosas de
diseminacion. Esta postura es motivo de controversia entre distintas publicaciones
hasta la fecha.*®

En el escenario del caso con cancer de tiroides ya operado, los estudios de
sobrevida (la mayoria, retrospectivos), se inclinan a demostrar que la presencia de
BRAF V600E en el tumor primario, se asocia con peor resultado a largo plazo, con
mayor tasa de recidiva, metastasis a distancia, ausencia de captacién de radioyodo
y mortalidad. En consideracion a estos resultados, se ha propuesto que la
determinacion de esta mutacion puede ser un elemento mas en la estratificacion de
riesgo posoperatorio, y podria incluirse en la practica clinica habitual, para asi
determinar un seguimiento mas estricto en los pacientes si la mutacion esta
presente.'4

RAS

Otro tipo de alteracion genética encontrada en el carcinoma tiroideo, son las
mutaciones que involucran regiones especificas (codones 12, 13y 61) de los 3
oncogenes RAS, llamados H-RAS, K-RAS y N-RAS. Las mutaciones en RAS se
encontraron en el CPT, carcinoma anapléasico tiroideo (CAT) y CFT, y fue su relacién
mas cercana con este ultimo. Tiene una incidencia de presentacion variable entre O
y 60 %. La mayor prevalencia la tiene la variante folicular (CFT). Asimismo,
aparece en lesiones benignas, por lo que podria sugerirse su presencia como un
evento temprano en la progresion hacia lesiones malignas, sin encontrarse ain
utilidad en la diferenciaciéon entre adenomas y carcinomas foliculares.'>¢ La
presencia de mutaciones del protooncogen RAS se ha implicado en las fases
iniciales de desarrollo de diversos tipos tumorales, y tiene lugar aproximadamente
en el 10-15 % de todos los carcinomas humanos.

Experimentalmente se ha observado que esa alteracion desestabiliza el genoma de
la linea celular tiroidea PCCL3, lo que es coherente con el inicio del proceso
neoplasico, ya que funcionalmente este protooncogen promueve la progresion
fenotipica.”-2° Un fallo en su funcion propicia la predisposicién de anomalias
gendmicas a gran escala. Se ha visto que existe cierta correlacion entre la
presencia de la mutacion del RAS y las edades avanzadas de la vida.
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Mutaciones del gen supresor P53, un evento tardio

La accion de la proteina P53 no solo es determinante en el proceso de proliferacion
celular, sino que se le atribuyen otras propiedades fundamentales, como la
organizacion de la reparacion de los errores en la replicacion del ADN. Se
comprende que el fallo de este mecanismo puede condicionar de forma decisiva el
desarrollo de la neoplasia.?%-2*

Se ha comprobado que en los carcinomas tiroideos el gen supresor P53 es
inestable.?? El porcentaje de las diferentes mutaciones halladas orienta a pensar
que tienen lugar al azar. Esas mutaciones parecen ser un evento tardio en la
patogénesis de la neoplasia, por lo que constituye un rasgo indicativo de tumores
pobremente indiferenciados. La expresion de P53 esta aumentada en el 11 % de los
CPT, en el 14 % de los CFT, en el 25-41 % de los carcinomas pobremente
diferenciados y entre 64 y 71 % de los carcinomas indiferenciados. Este aumento
de la expresion acontece sin que ello signifique la existencia de mutaciones en el
correspondiente gen.?3-25

Existe una clara correlacion entre la presencia de mutaciones o cambios en este
gen y la agresividad del tumor, lo cual es coherente con la pérdida de la funcion
bioldgica del gen supresor P53. Al carecer del mecanismo de control adecuado que
regula la correcciéon de errores en el proceso de sintesis y reparacion del ADN, se
abre la probabilidad de que se produzcan nuevas mutaciones tras cada division
celular.

Esa probabilidad se ve aumentada si, como ocurre en las neoplasias, existe un
incremento en la proliferacion celular. También es de resefiar que se ha encontrado
pérdida de heterocigosidad de P53 en muestras de la variante de células altas de
CPT, pero no en las muestras de CPT clasico, lo que se relaciona con el peor
prondstico de aquel subtipo tumoral.?® Igualmente, se han encontrado mutaciones
de P53 hasta en el 38 % de los CPT con componente insular, que, como es
conocido, se asocian a un prondstico mas sombrio. De forma inquietante se
comprueba que en mas del 75 % de los carcinomas indiferenciados se encuentran
mutaciones del P53, por lo que esa alteraciéon juega un papel importante en el
comportamiento clinico-patolégico del carcinoma tiroideo.?%:24

Diez afos después del accidente de Chernobyl se estudié la presencia de
mutaciones de P53 en las muestras de cancer de tiroides de los sujetos que
estuvieron sometidos a la radiacion. Los resultados sugirieron que las mutaciones
en los codones 167 y 183 podian desemperfiar un papel importante en la
patogénesis de este subtipo de CPT secundario a radiacion;?® sin embargo, otros
autores son reacios a admitir que la radiacion desempefie un papel en el aumento
de la tasa de mutaciones de P53.%° No obstante, se ha especulado que el
tratamiento con yodo 131 (1131) en los enfermos que presentan mutaciones en
P53, puede causar cambios evolutivos en los tumores diferenciados y favorecer su
transformacion en carcinomas indiferenciados.?®

Deteccién de reordenamientos

Las mutaciones o reordenamientos del gen RET denominadas RET/CPT1, RET/CPT3
y el PAX8/PPARG se pueden analizar mediante el método de PCR, seguida por la
secuenciacion de los productos obtenidos. Como controles positivos para cada tipo
de reordenamiento se utiliza acido ribonucleico (ARN) obtenido de uno mas
tumores, o lineas celulares que contienen esa alteracion genética en particular.
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El RET, un protooncogen emblematico del tiroides, es un protooncogen localizado
en el cromosoma 10g11.2, que codifica un receptor transmembrana de tirosina
quinasa. Los reordenamientos conocidos de este gen llevan a una activacion
constitutiva del receptor RET, que conducen una cascada de sefiales que terminan
promoviendo el crecimiento y la transformacion celular. Los méas comunes,
RET/CPT1 y RET/CPT3, resultan de una inversiéon intranuclear del brazo largo del
cromosoma 10, llevando a una fusion de RET con el gen H4/D10S170 o el
RFG/ELEL. Estas alteraciones son mas comunes en pacientes jovenes y expuestos a
radiaciones externas.?’

Los reordenamientos estan restringidos al CPT, y representan un marcador de este
tipo de tumores, por lo que se propone su estudio en el material de las BAF como
informacion adicional a la citologia de los nédulos tiroideos.

Se han utilizado sondas especificas para localizar RET/CPT1, 2 y 3. Los hallazgos
fueron coherentes con el resultado histolégico final sin la existencia de falsos
positivos. Esa técnica, por tanto, se presenta como de gran utilidad en los casos de
diagnosticos dudosos, o en las muestras con material insuficiente. Se concluye que
el estudio mediante reaccion en cadena de la polimerasa reverso transcriptasa (RT-
PCR) del gen RET/PCT puede proporcionar un marcador especifico de CPT. Ese
analisis permite su aplicacién en el material citolégico, lo que mejoraria el
rendimiento diagnéstico de la citologia tradicional, si bien raramente se plantean
dudas en el diagnéstico citolégico del CPT.

La activacion del protooncogen RET se ha relacionado tanto con el desarrollo del
CPT (estirpe folicular), como del carcinoma medular (célula parafolicular), pero su
contribucion al desarrollo de ambas neoplasias tiene lugar de manera diferente. En
el CPT existen reagrupamientos somaticos del RET, con variedad de genes
activados que contribuyen a la expresion de las oncoproteinas quiméricas RET/CPT,
mientras que en los tumores de estirpe medular existen mutaciones en la linea
germinal, frecuentemente puntuales, que conducen a la activacion constitucional de
la funcion de la proteina RET, responsable fundamental en el desarrollo de la
neoplasia endocrina mdiltiple tipo 2 (MEN-2).28:2°

Las mutaciones en los exones 10 y 11 estan relacionadas con MEN-2A, y las
mutaciones del exén 16 con el MEN-2B.2%:30 Estas alteraciones se investigan por
amplificacion mediante PCR de distintos exones del gen RET, seguido por
secuenciacion y busqueda de las mutaciones.

Los reordenamientos del protooncogen RET (10g11.2) son probablemente uno de
los cambios genéticos mas frecuentemente hallados en los CPT, con una mayor
frecuencia en edades pediatricas.3!

Hasta la fecha se han descrito 8 tipos de reagrupamientos (inversiones y
translocaciones) de RET, identificadas como RET/CPT1 a RET/CPT8.3° A su vez, se
han tratado de asociar determinadas mutaciones del RET/CPT con diversos
factores, como exposicion a radiaciones, edad, e incluso, a las variantes
histoloégicas del CPT, sin lograr establecer conclusiones firmes. No hay consenso
sobre la presencia de la mutacién, y su relaciéon con el comportamiento biolégico de
la neoplasia o su respuesta al tratamiento, y por el momento esas supuestas
relaciones carecen de implicaciones practicas.3!
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En este sentido, también cabe sefalar que algunos autores han observado que el
reagrupamiento RET/CPT3 se asocia con un curso clinico méas agresivo en los
adultos.?7:28:32.33 Esg reagrupacion es mas frecuente en pacientes que son
sometidos a radiacion externa,?® y parece que la exposicién prolongada a
radiaciones se asocia con un cambio de RET/CPT1 a RET/CPT3.28

Fusion del factor de transcripcion tiroideo (PAX8) con el peroxisome
proliferator-activated receptor gamma (PPARG)

Hay estudios recientes que demuestran la importancia que puede tener la
translocacion genética entre las regiones 3p25 y 213, que supone la fusion del
factor de transcripcion tiroideo PAX8 con el PPARG.3*

La fusion de estos 2 genes y la pérdida de heterocigosis de los loci 3p y 7q
representan potenciales biomarcadores moleculares de utilidad en el CFT. Se
comporta como un oncogen que acelera el crecimiento celular, reduce la apoptosis,
y permite la unién de las lineas celulares al lecho tisular que lo rodea.®

El gen PAX8, localizado en el cromosoma 2q13 y el gen PPARG, localizado en el
3p25, codifican factores especificos de transcripcion tiroideos. El gen PAX8 es
esencial en el desarrollo de células foliculares, y se encuentra mutado en casos de
hipotiroidismo congénito por disgenesia tiroidea. El gen PPARG pertenece a una
familia de translocacion de cromosomas, que lleva a la fusién de los exones 7, 8y 9
de PAX8 con el exdn 1 de PPARG, lo que ocasiona alteracion en la funcion
transcripcional normal.

Este tipo de mutaciéon se encuentra frecuentemente en el CFT, pero no es un
marcador especifico del cancer de tiroides,® parece estar involucrada en la
progresion de adenoma a carcinoma. Aun no se dispone de estudios clinicos que
avalen su utilidad como biomarcador diferenciador en este tipo de lesiones.3®

La pérdida de heterocigosis en regiones de los cromosomas 3p y 79,
frecuentemente se encuentra en los primeros pasos de la transformacién tumoral
folicular. La mayoria de las alteraciones se han reportado en el locus 7g21.2, y su
hallazgo podria ser una ayuda para los citopatélogos en el diagnéstico del CFT.36
Estas alteraciones se pueden investigar mediante la aplicacion de PCR, basada en la
deteccion de secuencias microsatélites polimorficas.

Utilidad de los marcadores moleculares como nuevo blanco terapéutico

Dado que las opciones terapéuticas para los pacientes con canceres de tiroides
agresivos, que no responden a las terapias estandar, son limitadas, el desarrollo de
nuevas estrategias terapéuticas es un objetivo importante de investigacion.3’

Las quinasas RET y BRAF, y su cascada de efectos, representan posibles blancos
para nuevas terapias para el cancer. La quinasa RET representa un blanco potencial
para nuevas drogas que ayuden al tratamiento de ambos tipos de tumores de
tiroides, papilar y medular, en los cuales las mutaciones activas en el protooncogen
se han descrito como iniciadoras del proceso oncogénico. Asimismo, las
activaciones de la quinasa BRAF también constituyen un evento inicial en la
tumorogénesis papilar tiroidea, y su presencia se relaciona con mayor agresividad
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de los tumores, por lo que su utilidad terapéutica esta siendo estudiada en
multiples ensayos. Otros tipos de mecanismos de transduccion de sefales
potencialmente involucrados también estan siendo investigados como posibles
blancos terapéuticos.3®

El cuadro resume los genes o regiones cromosdmicas mas comunmente alteradas
en los canceres de la glandula tiroides.

Cuadro. Genes o regiones cromosdmicas mas cominmente alteradas en los
canceres de la gldndula tiroides

Carcinoma Gen o region Funcién transcripto Referencias
folicular cremosomica alterada bibliograficas
Carcinoma M-RAS Proteinas segundos
folicular k-RAS mensajeros 30,39-42
Carcinoma Genes fusionados por
folicular PAXS/PPAR translocacion (2q:3p) 30,39,42,43
(13:25)

Carcinoma Hosphoinositide 3- Fosfo-inositol
folicular kinase phosphatase quinasa/proteinquinasa B

and tensin homologue PTEMN: inhibidor de 43

(PI3K/AKT y PTEM) PIZK

Carcinoma Pérdida de
papilar heterocigosis

en cromosomas 3p y - 42

7q
Carcinoma BRAF Serina treonina quinasa
papilar tipo B 30,39-44
Carcinoma RET/PTC Fusion gen RET con genes
papilar (RET/PTC1, del carcinoma tircideo 30,43
RET/PTC3) papilar
Carcinoma RAS Proteina G de membrana 40
papilar
Carcinoma Neurotrophic tyrosine
papilar kinase, receptor, type Receptor tirosina quinasa 41,43
1 (NTRK1)

Chiganer G, Ghersevich 5, Sanchez A, Movelli JL. Biologia Molecular en el cancer de
tiroides. Rev Med Rosario, 2011;77:147-56.%7

CONCLUSIONES

En los ultimos afios, el descubrimiento de las bases moleculares del cancer de
tiroides ha generado la posibilidad de contar con nuevos marcadores genéticos, no
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solo para el diagndstico, sino para el tratamiento del cancer de tiroides, sobre todo,
en las lesiones en que la citologia no pueda realizar un diagnéstico certero.

La via de serializacién de las quinasas constituye uno de los objetivos de mayor
probabilidad. La mayoria de estos marcadores se encuentran aun en fase
experimental, con resultados alentadores, pero no del todo uniformes, pero que
probablemente pasaran a formar parte de nuevos protocolos para el diagndéstico,
con fines terapéuticos y hasta para la estratificacion de los riesgos posoperatorios.
En un futuro no lejano podran incluirse en la practica de la clinica habitual, para asi
mejorar el diagnoéstico del nédulo tiroideo y lograr un seguimiento mas estricto en
los pacientes que presenten alguna mutacién genética.
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