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1.1. RESUMEN

1.1. Resumen

El cancer es hoy en dia una de las principales causas de enfermedad y muerte en el mundo
occidental. Sin embargo, es una patologia parcialmente prevenible si se interviene sobre
los factores de riesgo y si conseguimos un diagnéstico en fases precoces, dependiendo del
tipo de tumor. Esta es una de las razones por las que la busqueda de nuevos biomar-
cadores que nos ayuden a prevenir, detectar o tratar diferentes tipos de cancer, se ha
convertido en un punto central de la investigacién oncolégica en los ultimos anos. Y entre
esos biomarcadores estan los microRNA, cuya cuantificacién estd emergiendo como una

prometedora herramienta en este campo.

Teniendo en cuenta que el cancer diferenciado de tiroides es la neoplasia endocrina mas
frecuente, el objetivo de este proyecto es estudiar la expresion de microRNA en nuestra
poblacién de pacientes con carcinoma diferenciado de tiroides. Una vez estudiados dichos
perfiles de expresion, trataremos de determinar cual es la utilidad clinica de estos biomar-
cadores en nuestro medio: podrian ser de utilidad en el diagnéstico de nédulos tiroideos
de citologia dudosa ayudando a mejorar el abordaje terapéutico en esos casos, podrian
ser utiles también en el seguimiento del tumor de forma similar a otros biomarcadores
como la tiroglobulina y los anticuerpos antitiroglobulina, sobre todo en casos en los que
estos marcadores no pueden ser utilizados o pierden valor. Pero sobre todo, el objetivo
fundamental de este trabajo es buscar su posible relaciéon con la evolucién de la enfer-
medad y establecer asi si tienen valor como factores prondsticos, que puedan servir para
establecer un plan terapéutico y de seguimiento personalizado a cada paciente o incluso

para desarrollar nuevas terapias moleculares dirigidas.

1.2. La glandula tiroides: anatomia, histologia y fi-

siologia

El tiroides es uno de los 6rganos endocrinos de mayor tamano, con un peso habitual
de entre 15 y 20 gramos y con una gran capacidad de crecimiento. Suele estar formado
por dos lébulos unidos por una pequena banda de tejido conocida como istmo. Cada
l6bulo mide entre 2 y 4 cm en su didametro maximo, aunque el derecho suele estar mas
vascularizado y ser de mayor tamano y, a veces, puede encontrarse un lébulo piramidal
en forma de proyeccion digitiforme hacia arriba desde el istmo. La irrigacion del tiroides

proviene fundamentalmente de dos arterias, la arteria tiroidea superior que proviene de la
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

arteria cardtida externa, y la arteria tiroidea inferior que se origina en la arteria subclavia.
El volumen de irrigacién del tiroides es muy alto, estimado en torno a 46 ml/minuto por
gramo de tejido, siendo por tanto muy superior al flujo renal que estd en torno a 3

ml/minuto por gramo de tejido.

Figura 1.1: Anatomia del tiroides [1].

A nivel histoldgico, la glandula esta formada por unidades esféricas denominadas foliculos.
En el interior de dichos foliculos encontramos un coloide proteico de aspecto claro que
ocupa la mayor parte de la masa tiroidea. En un corte transversal el tiroides esta formado
por un conjunto de estructuras anulares estrechamente agrupadas y formadas, cada una
de ellas, por una sola capa de células foliculares. Se trata de un epitelio folicular cuyas
células tienen caracteristicas comunes con otros tipos de células secretoras, con una zona
apical repleta de microvellosidades que contactan con la matriz coloide y que es donde se
lleva a cabo la yodacion, la exocitosis y la fase inicial de la secrecion de hormonas tiroideas.
Entre las células del epitelio folicular o en el intersticio tiroideo, aparecen otras células
denominadas C o parafoliculares, que son las encargadas de la produccién de calcitonina,
hormona implicada en la homeostasis del calcio. Estas células C pertenecen al sistema
neuroendocrino, por tanto tienen una regulacién diferente a las células foliculares y origina

tumores de comportamiento muy diferente.
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1.2. LA GLANDULA TIROIDES: ANATOMIA, HISTOLOGIA Y FISIOLOGIA

1.2.1. Fisiologia del tiroides y produccion hormonal

La principal funcién del tiroides es la produccién de hormona tiroidea en cantidad sufi-
ciente como para cubrir la demanda de los tejidos periféricos. Las hormonas tiroideas se
sintetizan a partir de la tirosina, pero para ello, es necesario el transporte diario de yodu-
ro potdsico al interior de la célula tiroidea a través del cotransportador sodio-yodo (NIS)
localizado en la membrana basolateral cercana a los capilares, su transferencia al coloide
y su oxidacién por la peroxidasa tiroidea (TPO), ademés de la sintesis de un homodimero
glucoprotéico conocido como tiroglobulina (Tg). Como puede observarse en la figura 1.2
la captacion del yodo y su transporte a través del NIS esta estimulada por la hormona
estimulante del tiroides o TSH, cuando se une a su receptor en la membrana basolateral.
Una vez que ha sido transportado al coloide a través de la pendrina (PDS), el yoduro
es oxidado por accion de las enzimas oxidasas duales DUOX1, DUOX2 y por la TPO,
uniéndose posteriormente a los residuos de tirosina de la tiroglobulina para yodarlos y
formar en esta regién apical de la célula folicular la monoyodotirosina (MIT) y la diyo-
dotirosina (DIT). La TPO, ademds, cataliza la unién de dos moléculas de DIT o una de
DIT y otra de MIT para formar T4 o tiroxina y T3 respectivamente, que son almacenadas
en el coloide y unidas todavia a la tiroglobulina. Posteriormente el coloide es pinocitado
por la célula folicular y se forman fagolisosomas dentro de los cuales la tiroglobulina es
digerida por proteasas especificas que liberan T3, T4, MIT y DIT durante el transporte
del lisosoma a la membrana basolateral. La T3 y la T4 se transportan al exterior de la
célula folicular hacia los capilares y se unen a proteinas plasmaticas tales como la globu-
lina transportadora de tiroxina (TBG), la prealbimina o la albimina. E1 MIT y el DIT
son desyodizados por la yodotirosina halogenasa para reciclar el yoduro e incorporarlo de

nuevo a la célula tiroidea.

En la circulacion, el 70 % de las hormonas tiroideas van unidas a la TBG y menos del
0.5% va en forma libre, siendo esta pequena fraccién la que determina la actividad de
dichas hormonas a nivel periférico. La mayor parte de hormona liberada es T4, so6lo un
10% de T3 y una pequena cantidad de rT3 o T3 reversa que es biolégicamente inactiva.
En cualquier caso la T4 debe ser desyodada a T3 en los tejidos periféricos para ejercer
su accion. Esta T3 actua sobre practicamente todas las células del organismo y entre
sus principales acciones se encuentran la regulacion del metabolismo basal, un efecto
inotropico y cronotropico sobre el corazén, un papel fundamental en el desarrollo fetal
especialmente en el desarrollo cerebral, el desarrollo esquelético durante la infancia y la

regulacién del remodelado y mineralizacion 6seos.
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Figura 1.2: Sintesis de hormona tiroidea [2].

Regulacién de la funcion tiroidea

La funcién del tiroides esta regulada por el llamado eje hipotdlamo-hipofiso-tiroideo que
forma un mecanismo de control por retroalimentacion. Ademaés, existe una relacion inversa
entre el nivel de yodo presente en la glandula y la velocidad de la produccién hormonal.
Es una forma de mantener la estabilidad en la velocidad de sintesis hormonal a pesar de
las posibles fluctuaciones de los niveles de yodo disponible y las variaciones en la cantidad

de hormonas tiroideas libres, que son detectadas por el eje por pequenas que sean.

La TRH o hormona liberadora de tirotropina se origina en los nticleos paraventriculares del
hipotalamo, discurre por las neuronas peptidérgicas de la eminencia media y se libera cerca
del plexo portal hipotalamo-hipofisario, para estimular la producciéon de TSH en las células
tirotropas de la adenohipdfisis. La presencia de T3 y T4 en el sistema nervioso central
inhibe la sintesis de TRH y bloquea su capacidad para estimular a las células tirotropas.
La TSH es la principal regulacion de la morfologia y funcion del tiroides y esta formada
por una subunidad o que es comun a otras hormonas como la hormona luteinizante
(LH), la foliculoestimulante (FSH) o la gonadotropina coriénica humana (hCG), y otra
subunidad S que es especifica. La TRH estimula la produccién de ambas subunidades y
las hormonas tiroideas la suprimen, de modo que son las dos principales reguladoras de
la produccién de TSH. Para protegerse de la degradacion y para conseguir una actividad
biolégica completa, la TSH debe glicosilarse y para este proceso también es fundamental

la TRH. Por otra parte, existe una relacion inversa entre la concentracion de T4 libre en el

27



1.3. CANCER DIFERENCIADO DE TIROIDES

HIPOTALAMO
u
TRH (+)
SRIH ()
T4+T3 ()
HIPOFISIS
T4+T3() TSH (+)
TIROIDES

Figura 1.3: Eje hipotdlamo-hipdfisis-tiroides. Adaptado de Williams [2].

suero y la TSH, de modo que la TSH es un indicador muy sensible del estado tiroideo en
los pacientes que conservan el eje hipotalamo-hipofisario normal. Otro factor que puede
influir en la produccion de TSH es la somatostatina, producida también en el hipotalamo

y que disminuye la secrecién de TSH a través de una proteina G inhibidora [2].

1.3. Cancer diferenciado de tiroides

1.3.1. Definicién y caracteristicas generales

El cancer de tiroides supone sélo un 1% de todos los tumores que puede presentar el ser
humano, lo que corresponde a un 0.5% en hombres y un 1.5% en mujeres [3], pero atin
asi es la neoplasia endocrina mas frecuente. La prevalencia del nédulo tiroideo ronda entre
el 20 y el 50% en la poblacién general y de ellos entre un 7-15% son malignos, pero la
mayoria de ellos son de escasa relevancia clinica (microcarcinomas papilares) [4]. Ademas,
la incidencia del cancer de tiroides, especialmente el carcinoma diferenciado, estd aumen-
tando de forma rapida, al menos en Estados Unidos. La epidemiologia en Europa puede

ser sensiblemente distinta, probablemente debido a diferentes factores ambientales que de-
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terminan diferencias en los factores patogénicos, la presentacion clinica y el manejo de la
enfermedad. Otro dato a tener en cuenta es que en los iltimos anos, la presentacién clini-
ca ha cambiado de carcinomas avanzados a tumores incidentales descubiertos mediante

ecograffa tiroidea [5].

Para comprender los diferentes tipos de tumores tiroideos, debemos saber que existen dos
tipos celulares implicados en la produccién hormonal y que componen el tejido tiroideo tal
como se dijo en la seccion 1.2: las células foliculares, que son responsables de la captacion
de yodo y la sintesis de las hormonas tiroideas, y las células parafoliculares o células C
que se encargan de la produccién de calcitonina, hormona implicada en la homeostasis
del calcio. De los diversos tipos de cancer de tiroides, los mas comunes son aquellos que
derivan de la estirpe de células foliculares, constituyendo aproximadamente un 95 % del
total. Otro tipo mucho més minoritario es el carcinoma medular de tiroides (3%), que
deriva de las células C o parafoliculares y es un tumor neuroendocrino. Por otra parte, los
tumores de estirpe folicular se dividen habitualmente en bien diferenciados, pobremente
diferenciados o indiferenciados. Los bien diferenciados, incluyen el carcinoma papilar de
tiroides (CPT) y el carcinoma folicular (CFT). Estos dos tipo de tumor bien diferenciado
pueden progresar hacia pobremente diferenciados e incluso acabar desdiferenciandose por

completo y convirtiéndose en carcinoma anaplésico (CAT) [6].

El carcinoma papilar de tiroides es el més frecuente en nuestra poblacién (90 % de todas
las neoplasias diferenciadas de tiroides), suele ser multifocal y metastatiza normalmente
a los ganglios linféticos regionales [7]. Caracteristicamente, el carcinoma papilar mues-
tra predominantemente estructuras papilares que consisten en un centro fibrovascular
rodeado de una sola capa epitelial, mezcladas con foliculos neoplasicos. El nicleo de esos
foliculos es muy caracteristico en el andlisis histolégico y frecuentemente tiene cuerpos
de psamoma, que son capas microscépicas calcificadas. Ademas, podemos dividir el CPT
en algunos subtipos con diferentes caracteristicas: hablamos de variante folicular cuan-
do predominan las estructuras foliculares sobre las papilares; variante esclerosante difusa
cuando hay afectacion difusa de uno o los dos l6bulos de la glandula, diseminacién linfati-
ca, fibrosis importante e infiltracién linfoide; variante de células altas cuando encontramos
papilas cubiertas de células cuya altura es al menos dos veces mayor que su anchura; y
finalmente variante de células columnares cuando tenemos nicleos estratificados y células
altas. Las dos ultimas variantes parecen ser mas agresivas [2]. En cualquier caso, la tasa
de supervivencia del CPT fue del 98 % en un informe en Estados Unidos sobre 15700

pacientes [3].
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En cuanto al carcinoma folicular, es menos frecuente (5-10 %) y puede ser convencional o
variante oncocitica o de células de Hiirthle. Suele ser unifocal, encapsulado y con una alta
tendencia a metastatizar en hueso y pulmén [7]. E1 CFT se puede dividir en minimamente
invasivo o ampliamente invasivo. Esta diferenciacion determina la agresividad y el pronos-
tico del CF'T, ya que los minimamente invasivos tienen una menor tasa de recurrencias
y metastasis asi como una mayor supervivencia. Es importante tener en cuenta que los
tumores minimamente invasivos pueden ser dificiles de distinguir del adenoma folicular,
porque la invasién capsular y vascular no pueden detectarse en un examen macroscépico.
Por el contrario, los ampliamente invasivos se distinguen facilmente de las lesiones be-
nignas [2]. La tasa de supervivencia para el carcinoma folicular fue del 92 % en el mismo

informe que mencionamos previamente [3].

El carcinoma anapléasico de tiroides, que suele derivar de tumores preexistentes bien di-
ferenciados, es muy poco frecuente, totalmente indiferenciado, fuertemente agresivo y
habitualmente insensible a los tratamientos habituales con cirugia o yodo radiactivo. De
hecho, el CAT es uno de los tumores mas letales en el ser humano [7], con una tasa de

supervivencia del 13 % [3].

1.3.2. Etiologia del cancer de tiroides

La etiologia del cancer de tiroides sigue siendo en parte desconocida actualmente. Se han
identificado multiples factores genéticos y ambientales implicados en la génesis de esta
patologia. Sin embargo, el papel especifico de cada uno de ellos todavia no esta claro,

especialmente en el CPT [6].
Predisposicion genética

Se ha descrito un fuerte componente familiar en algunos tipos de cancer de tiroides, pero
no esta claro el papel de la genética en todas las histologias. Para estudiar la predisposicion
genética en el cancer se suelen utilizar estudios de casos y controles, de tal modo que la
razon de riesgo familiar se obtiene como la ratio entre la prevalencia familiar entre dos
cohortes de probandos, una con el fenotipo de la enfermedad y la otra sin él. Se han hecho
diversos estudios al respecto, en los que la razén de riesgo familiar para todos los canceres
oscilaba entre 2 y 4, sin embargo para el cancer de tiroides se ha obtenido la razén de riesgo
familiar més alta en dos estudios con series importantes realizados en Utah (razén de riesgo

familiar 8.5) y en Suecia (razén de riesgo familiar 12.4). Estos datos no significan que el
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cancer de tiroides presente una predisposicion genética especialmente alta, ya que debemos
tener en cuenta que por lo general una misma familia suele compartir ambiente y estilo de
vida, sobre todo entre familiares de primer grado. De modo, que existen otros estudios que
ayudan a discernir entre el componente genético y el ambiental en estos casos, los estudios
con gemelos comparando gemelos monocigotos (que comparten el 100 % de sus genes) y
gemelos dicigotos (que s6lo comparten el 50 % de sus genes) [6]. En este sentido también
se han hecho estudios, el mas importante fue realizado en Escandinavia y en él sélo se
pudieron analizar muestras de gemelos para obtener datos fiables en los casos de tumores
mas frecuentes. En concreto, en el cancer de tiroides no se encontré ninguna concordancia
en el grupo de monocigotos que constaba de 39 miembros ni en el de dicigotos que constaba
de 63, teniendo en cuenta ademas que se analizaron todos los tipos de tumores tiroideos.
Aunque la muestra era muy pequena para extraer conclusiones definitivas, estos resultados
hacen pensar en que la predisposicién genética no es tan alta [8] y que la agregacién
familiar en el cancer diferenciado de tiroides se debe también en buena parte a la presencia

de factores ambientales comunes [6].

Gracias a estos estudios se han descrito multiples factores genéticos y epigenéticos en la
carcinogénesis de la glandula tiroides, muchos de los cuales estan en comtin con otros tumo-
res sélidos [3]. La mayoria de los datos acumulados al respecto se relacionan con mutacio-
nes somaticas, muchas de las cuales ocurren de forma precoz en la transformacién celular
y por tanto, se consideran fundamentales para la carcinogénesis tiroidea. Por lo general,
en el cancer de tiroides se suelen producir mutaciones por dos mecanismos moleculares
distintos, las mutaciones puntuales y los reordenamientos cromosémicos. La mayoria de
las mutaciones en el cancer de tiroides se relacionan con la via MAPK (Mitogen-Activated

Protein Kinases) y con la via PI3K-AKT (phosphatidylinositol 3-kinase/protein kinase

B) [9].

Antes de describir con mas detalle las mutaciones més frecuentes implicadas en el carcino-
ma diferenciado de tiroides, es importante conocer las dos vias de senalizacién molecular
méas frecuentemente afectadas y su implicacion en la carcinogénesis, ya no sélo de la

glandula tiroides:

= Via de la MAPK: la via de las quinasas activadas por mitégenos es una ruta de

senalizacion intracelular evolutivamente muy conservada y es una de las cascadas
moleculares con mayor importancia en la regulaciéon de multiples procesos celulares

(diferenciacién, proliferacién o migracién celular). Como en la mayoria de las vias
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de senalizacion, comienza con la activacién de un receptor de membrana que en
ocasiones es de tipo tirosin-quinasa y en otras ocasiones, asociado a proteinas G.
La cascada de senales se inicia mediante la unién de la proteina RAS! a un GTP o
guanosintrifosfato, pasando de su forma inactiva a su forma activa. La forma activa
produce, a su vez, la activacién de la MAPquinasa-quinasa-quinasa o RAF, que fos-
forila a la MAPquinasa-quinasa o MEK. Finalmente, MEK activa a la MAPquinasa
o ERK, que se trasloca al ntcleo y activa mediante fosforilacién a gran cantidad
de sustratos como c-jun o c-Myc. Estos sustratos ponen en marcha procesos de di-
ferenciacion, proliferacion o migracion celular, cuya alteracion forma parte de los
hitos de la oncogénesis ya que puede dar lugar a la desdiferenciacion, crecimiento

descontrolado o invasion de otros tejidos por células malignas.

Se ha observado que la alteracion de esta via estd implicada en la carcinogénesis
de numerosos tumores humanos, incluido como veremos mas adelante el cancer
diferenciado de tiroides. De hecho, muchas de sus proteinas efectoras se identificaron
inicialmente como protooncogenes, ya que su activacion aberrante es un hallazgo

muy frecuente en las células tumorales [10].

s Via PI3K-AKT: la via de las fosfatidilinositol-3 quinasas constituye una familia de

quinasas que se caracterizan por su habilidad para fosforilar el anillo 3-OH del
inositol en los fosfolipidos. La clase I de PI3Ks son heterodimeros compuestos por
una subunidad catalitica y otra adaptadora o reguladora, y ademas se divide en otras
dos subclases, la IA que se activa por proteinas con actividad tirosin-quinasa, y la
IB que se activa por receptores acoplados a proteinas G. La activacién se produce
por la asociacién de PI3K con el receptor a través de uno o dos puentes disulfuro en
la subunidad adaptadora, dando lugar a una activacién alostérica de la subunidad
catalitica que fosforila los residuos de tirosina y esto pone en marcha el resto de la

cascada a través de proteinas efectoras, entre las que se encuentra la AKT.

AKT también es conocida como PKB o proteina quinasa B y hasta el momento
se han identificado tres miembros de esta familia, AKT1 (PKBa), AKT2 (PKBj)
y AKT3 (PKBr). Cuando se activa la via, AKT interacciona con los fosfolipidos
producidos por la unién de PI3K con el receptor y se produce una traslocacién a
la cara interna de la membrana, donde AKT sufre cambios conformacionales que

exponen sus dos principales dominios de fosforilacién. Una vez que ocurre esto,

'Rat Sarcoma viral oncogene.
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AKT interacciona con otra protefna efectora, PDK12, fosforildndose y activandose.
La AKT activada es trascolada por mecanismos que no son bien conocidos hasta el
nicleo, donde se localizan gran parte de sus sustratos, implicados en la supervivencia

celular, la progresion del ciclo celular y el crecimiento celular.

Se ha observado que AKT esta implicada en diferentes procesos caracteristicos del
cancer, cuando la via de senalizacién se altera. Por ejemplo, en la autonomia de la
senal de crecimiento, ya que una sobreexpresién o activacion constante puede llevar
a una respuesta aumentada a los niveles ambientales de factores de crecimiento; la
insensibilidad a las senales antiproliferativas a través de la inhibicion de los procesos
regulados por pb3 y la induccion de p27 y p21 que promueven la proliferacién; la
inhibicién de la apoptosis, inactivando factores proapoptdticos como la procaspasa-9
o el Fas-ligando que forma parte de la familia del factor de necrosis tumoral (TNF); el
potencial replicativo ilimitado, aumentando la actividad telomerasa; la angiogénesis,
a través de la activacion de la éxido nitrico sintasa que a su vez activa los factores
de crecimiento endotelial; y por ultimo, la invasion y las metdastasis, inhibiendo la

muerte celular programada y estimulando la secrecién de metaloproteasas [11].

Los genes mutados en estas vias codifican el receptor de membrana con actividad tirosin-
quinasa RET? (presente en el 30 % de carcinomas papilares), también el receptor NTRK1
1y otros transductores intracelulares como por ejemplo BRAF® (presente en el 40 % de los
carcinomas papilares) o RAS (en el 15 % de los CPT de variante folicular) [7]. En estudios
mas recientes se han encontrado otros oncogenes importantes como el promotor TERT®,
cuya asociacion con BRAF esta cobrando importancia como marcador de un prondstico
més desfavorable en el CPT [4]. En el caso de los carcinomas foliculares la mutacion RAS
también es relevante y PAX8/PPAR~” se ha descrito en el 50-80 % de los CFT [7], [3], [9].
Sin embargo, debemos tener en cuenta que la mutacién RAS también puede identificarse
en los adenomas foliculares benignos y su papel en la progresién a carcinoma folicular
aun no estd clara [6]. En cuanto al carcinoma anaplasico, es importante la mutacién de
P53. Finalmente, en el carcinoma medular, el principal factor de riesgo genético es la

mutacion del proto-oncogén RET, cuya identificaciéon es muy importante en el sindrome

23:phosphoinositide-dependent kinaselklinasel
3Rearranged during transfection.
4Neurotrophic tyrosine kinase receptor.
5Proto-oncogene B-Raf.

6Telomerase reverse transcriptase.
"Peroxisome proliferator-activated receptors.
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de neoplasia endocrina miltiple tipo 2 (MEN-2) [7]. A continuacién, se revisan con més

detenimiento cada una de esas mutaciones:

= Mutacién BRAF: es una quinasa serina-treonina que produce una fosforilacién que

activa a MAPK| tras haber sido activada por RAS. BRAF se activa normalmen-
te por una mutaciéon puntual que produce una sustitucién de timina por valina en
la posicién 1799 y de valina por glutamato en el residuo 600 (Val600Glu). Existe
una alta correlacion genotipo-fenotipo, y es una mutacién que se detecta casi de
forma exclusiva en el carcinoma papilar o el carcinoma papilar variante folicular.
Esta mutacién constituye el 98-99 % de todas las mutaciones de BRAF en el cdncer
de tiroides, incluyendo un 40-45 % del carcinoma papilar generalmente de variante
clésica y de células altas, un 20-40 % del carcinoma de tiroides pobremente diferen-
ciado y un 30-40 % del anapldsico, sugiriendo que esta mutacién favorece el paso
de un estadio temprano a la desdiferenciacion. Existen otras mutaciones de BRAF

mucho menos frecuentes que estan asociadas a otras formas més raras de CDT.

= Mutacién RAS: los genes RAS codifican proteinas G que transmiten informacién

entre receptores tirosin-quinasa (TRK) y receptores acoplados a proteinas G rela-
cionados con la via de las MAPK y PISBK-AKT. Los codones mas frecuentemente
afectados de los genes RAS en el cancer de tiroides son el 12, el 16 y el 61, dando
lugar a mutaciones activadoras. Las mutaciones de RAS se pueden encontrar en
un 10-20% de los tumores papilares sobre todo de variante folicular, un 40-50 %
de los foliculares y un 20-40 % de los anaplésicos y pobremente diferenciados. Es-
ta mutacion se puede encontrar también en adenomas foliculares benignos, por lo
que podria ser un evento precoz en la carcinogénesis tiroidea que predisponga a la

desdiferenciacion celular y la transformacién anaplasica.

» Reordenamientos RET/PTC: consiste en un reordenamiento cromosémico por el que

una porcion del gen RET se fusiona con otro gen de entre muchos posibles, dando
lugar a diferentes tipos de genes quiméricos en los que se mantiene la porcién de
RET que codifica el dominio tirosin-quinasa intacto, fusionado al promotor activo de
otro gen, dando lugar a la expresién y dimerizacién de la proteina RET/PTC. Esto
produce una estimulacién cronica de la via de senalizacién de las MAPK que lleva a
la aparicién del cancer de tiroides. Hay diferentes tipos de reordenamiento, los mas
comunes son el RET/PTC1 y el RET/PTC3 y su distribucién es muy heterogénea.

Ademas se ha comprobado que el reordenamiento RET/PTC puede estar presente
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en una gran proporcién de células tumorales y ser detectado por multiples métodos
(fenémeno conocido como RET/PTC clonal) o bien ocurrir sélo en una pequena
fraccion o incluso células aisladas y por tanto, ser detectables sélo por métodos
ultrasensibles (RET/PTC no clonal). El RET/PTC clonal ocurre en un 10-20 % de
los carcinomas papilares y es especifico de este tumor, mientras que el RET/PTC
no clonal se da con mayor prevalencia en los tumores papilares pero también en otro
tipo de lesiones tiroideas, incluso benignas. Esa es una de las posibles razones por

la que la prevalencia varia entre diferentes series de pacientes [9].

= Promotor del gen TERT: TERT es la subunidad catalitica de la telomerasa, que

juega un papel fundamental en la inmortalidad celular y la oncogénesis. Mutacio-
nes de este promotor se han identificado en recientes estudios en aproximadamente
un 7-22% de los CPT y el 14-17% de los CFT, pero con mayor prevalencia en
tumores desdiferenciados. En algunas series se ha encontrado mayor frecuencia de
mutaciones TERT en CPT que también tenfan mutaciones BRAF, y parece que
estd combinacién se asocia con un peor pronéstico del tumor [4]. Las mutaciones
de este gen promotor ocurren en dos puntos calientes, en las posiciones 124 y 126

cercanas al lugar de inicio AGT, confiriendo una mayor actividad del promotor [12].

» PAX8/PPAR: cuando el gen PAXS8 se fusiona con el gen PPARy hay una fuerte

sobreexpresién de la proteina quimérica. Esta mutacién es frecuente en el carcinoma

folicular (30-35%) y también en la variante folicular del carcinoma papilar. No
suele superponerse con las mutaciones puntuales de RAS, lo que hace pensar que

representan distintas vias patogénicas en el desarrollo de los carcinomas foliculares.

= Reordenamientos NTRK1 o TRK: los reordenamientos cromosémicos que afectan a

este otro receptor también se pueden dar en los carcinomas papilares pero con menos

frecuencia que el RET/PTC, en el 2-15% de los casos segun la serie.

Ademas de las mutaciones de BRAF y RAS, que como ya hemos dicho parecen representar
eventos tempranos en la carcinogénesis tiroidea y que pueden predisponer a la desdife-
renciacién celular, los carcinomas anapléasicos y pobremente diferenciados habitualmente
presentan otras alteraciones genéticas adicionales que sélo se encuentran en este tipo de
tumores y que, por tanto, parecen ser eventos mas tardios. Algunas de ellas son las mu-

taciones del gen TP53 que codifica la proteina p53, un importante gen supresor tumoral
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que pierde su funcién cuando muta (50-80 % de carcinomas anaplasicos), y CTNNB1® que
codifica una [-catenina implicada en la adhesién celular (60 % de carcinomas anaplési-
cos) [9].

Receptor tirosin-quinasa
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Figura 1.4: Principales vias de senalizacion implicadas en la carcinogénesis del tiroides.
Adaptado de Nikiforov [9].

Factores de riesgo ambientales

Sabemos que la radiacion ionizante es carcinogénica para la glandula tiroides y que en mu-
chas ocasiones condiciona un peor prondstico, apoyandonos ademas en los datos recogidos
tras las bombas nucleares de Hiroshima y Nagasaki y el desastre nuclear de Chernobyl,
ya que en ambos casos se ha observado un aumento de la incidencia del cancer de tiroides
fundamentalmente de estirpe papilar, especialmente cuando la exposiciéon a la radiacion
ambiental se produjo en la infancia. En 2006 se publicaron datos de un estudio transversal
en Japon entre 4091 supervivientes de las bombas de Hiroshima y Nagasaki a los que se
sometio a una exploracién tiroidea especifica, encontrando que la prevalencia de cancer de
tiroides y patologia nodular estaba claramente incrementada y relacionada con la dosis de

radiacién recibida (44.8 % en total, 2.2 % para tumores malignos). Estimaron que un 37 %

8cadherin-associated protein.
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de los tumores malignos estaban relacionados con la exposicién a la radiacién con una
dosis media de 0.449 Sievert (SV). Los datos obtenidos del desastre nuclear de Chernobyl
aporta una informacién algo diferente, ya que las bombas supusieron una exposicion a
altos niveles de radiaciéon de corta duracién, mientras que en el caso de Chernobyl se
trata de una exposicion crénica a isétopos radiactivos ingeridos, entre ellos el radioyodo
(I131 y I133). Desde 1986 se han detectado miles de carcinomas de tiroides en esa zona,
aunque con una baja mortalidad. Quizé tenga también relacién con este aumento de la
incidencia asociada con la radiacion el hecho de que se trata de una zona deficiente en
yodo en la dieta, de hecho se ha observado un efecto protector de la administracién de
yoduro potdsico incluso meses después de la explosién [13]. Recientemente se ha publicado
un estudio transversal realizado entre los residentes del drea de Fukushima, menores de 18
anos en el momento del accidente, para establecer la prevalencia de trastornos tiroideos y
su posible relacién con la exposicion a la radiacién. Se llevo a cabo un cuestionario, una
ecografia tiroidea (n 1137), andlisis de sangre entre los que se incluia hormonas tiroideas
(n 731), medicién de yoduria (n 770) y concentraciéon de 1131 en deposiciones (n 1137).
No se encontré ninguna relacién significativa entre esos indicadores y tampoco se diag-
nostico ningiin caso de cancer de tiroides, de modo que concluyeron que a los 20-30 meses
del accidente de Fukushima no se pudo establecer ningiin efecto deletéreo de la exposicion

a la radiacién en la poblaciéon menor de 18 anos en aquella zona [14].

En nuestro entorno es mas frecuente un nivel bajo, crénico e intermitente de exposicion a
este tipo de radiaciones, procedente por ejemplo de radiografias cervicales o tomografias
computerizadas, asi como de tratamientos con radiacién ionizante [6]. De hecho, la primera
vez que se observé la relacion entre la exposicién a la radiacién ionizante y el aumento
de la incidencia del cancer de tiroides, fue en 1950 en ninos sometidos a radioterapia por
neoplasias del timo. Posteriormente, otros estudios confirmaron este aumento de incidencia
en ninos sometidos a radiacion externa para el tratamiento de patologias benignas de la
cabeza, el cuello y el térax [15]. Sabemos que el tiroides del nino es un érgano muy
radiosensible y se ha estimado que existe un exceso de riesgo relativo por Gray (Gy) de
hasta 7.7 (intervalo de confianza al 95 % de 2.1 a 28.7) y un exceso de riesgo absoluto de 4.4
por 10000 personas/ano/Gy para sujetos expuestos antes de los 15 anos. De hecho parece
haber una relacion inversamente proporcional con la edad en el momento de la exposicion.
La exposicion médica a radiaciones puede deberse a exploraciones dentarias, radiologia
intervencionista, exploraciones de medicina nuclear, tomograffas computerizadas (TC)
o tratamientos radioterapicos. En concreto, se cree que la TC es uno de los mayores

contribuyentes a este aumento de la exposiciéon a la radiacién en la poblacion general.
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Aunque todavia no hay datos claros sobre el riesgo de cdncer en sujetos expuestos a
exploraciones de este tipo, si que se han realizado estimaciones de riesgo para diferentes
edades y con diferentes zonas exploradas: en general se ha estimado mayor riesgo para
mujeres que para hombres y cuanto menor es la edad de exposicion. Por ejemplo, en el caso
del TC de térax, que es el que mayor dosis de radiacion aporta, el exceso de riesgo por cada
10000 exploraciones oscila desde 35 casos/10000 TC en recién nacidos a 11 casos/10000
TC en ninos de 10 anos. En el caso de la radioterapia, se ha observado que el tratamiento
para multiples tumores tales como tumores de cabeza y cuello, pulmén, linfoma, leucemia,
mama y cerebro, pueden suponer una dosis de radiacién para el tiroides >0.25 Gy. De
hecho, el cancer de tiroides es una de las neoplasias secundarias més frecuentes en ninos
que han recibido tratamiento radioterapico para el Linfoma de Hodgkin, con un riesgo

acumulado en los 30 anos siguientes del 4.4 % [16].

Incluso podemos ir atin mas lejos en la asociacion entre factores genéticos y ambientales:
hay una alta asociacién entre los reordenamientos cromosémicos especificos del carcinoma
papilar y la exposicién a la radiacién ionizante. Por ejemplo, el reordenamiento RET /PTC
estd presente en mas o menos el 80 % de los sujetos con carcinoma papilar que ademds han
estado sometidos a radiacion ionizante. Este hecho se ha observado después del accidente
de Chernobyl. Algo similar se ha visto con el reordenamiento BRAF/AKAT9. De hecho,
estas dos mutaciones son mas frecuentes en aquellos que desarrollaron carcinoma papilar
en los primeros diez anos tras el accidente, comparados con aquellos que desarrollaron
la enfermedad mas tarde. Por otra parte, se ha observado un fenémeno opuesto para las
mutaciones puntuales en BRAF y RAS, que son menos frecuentes en los tumores relacio-
nados con la radiaciéon. La misma asociacién se encontrd en los pacientes con carcinoma
papilar relacionado con las bombas de Hiroshima y Nagasaki. Esta relacién entre radia-
cién ionizante y reordenamientos cromosémicos se ha podido reproducir in vitro y parece
que podria estar relacionada con la localizacién de los genes en la arquitectura nuclear o

con la fragilidad cromosémica [9].

Hay otros factores ambientales menos conocidos, como la ingesta de yodo (tanto por exceso
como por defecto) o la tiroiditis de Hashimoto [6]. Parece que el exceso de yodo puede estar
relacionado con el carcinoma papilar, mientras que el defecto de yodo en la dieta podria
tener relacién con el carcinoma folicular [15]. En un estudio llevado a cabo en China en el
que se observaron méas de 1000 casos de carcinoma papilar en una regién con alto contenido
de yodo en el agua, se establecié una OR de 1.97 para la asociacion entre el carcinoma

papilar con una mutacion BRAF Val600Glu y ese alto contenido en yodo del agua [9].
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Los datos respecto a la tiroiditis de Hashimoto son contradictorios a pesar de que se han
llevado a cabo multiples estudios y de que se conoce la relacién entre inflamacion crénica y
cancer. En un estudio reciente realizado por Azizi et al, se analizaron de forma prospectiva
los datos de 2100 pacientes con 2753 ndodulos tiroideos con el fin de establecer la relacion
entre la tiroiditis de Hashimoto y el cancer de tiroides. Encontraron que la presencia de
anticuerpos antitiroglobulina (OR 2.24) y la TSH>1 mUI/L (OR 1.49) eran predictores
independientes para el cancer de tiroides en el andlisis multivariante corregido por sexo y
edad. Sin embargo, no hallaron relacién con la presencia de anticuerpos antiperoxidasa,
lo que sugiere que la relacion es anticuerpo especifica [17]. En una revisién, también muy
reciente, Noureldine et al recogen la informaciéon de numerosos estudios llevados a cabo
en pacientes sometidos a tiroidectomia y con antecedentes de tiroiditis de Hashimoto
en los que se ha reportado una mayor prevalencia de carcinoma papilar, en general con
una evolucién favorable y buen prondstico especialmente en mujeres. Sin embargo, en los
estudios llevados a cabo en muestras procedentes de punciones con aguja fina no se ha
encontrado esa asociacién. Concluyen, por tanto, que la tiroiditis de Hashimoto se podria
asociar al carcinoma papilar y que podria constituir un factor de riesgo para el desarrollo

de este tipo de tumores [18].

En cuanto a las mutaciones puntuales, también se ha observado relacién con algunos
factores ambientales. Por ejemplo, un estudio llevado a cabo en China, mostrd una alta
prevalencia de mutaciones puntuales de BRAF en pacientes con carcinoma papilar pro-
cedentes de regiones en las que el agua tiene un alto contenido en yodo comparado con
otras regiones donde este contenido es normal. Otro estudio mostré resultados similares
con mutaciones de BRAF en una region volcanica en la que el agua tenfa un alto con-
tenido en hierro, boro, vanadio y manganeso entre otros. Estos datos son consistentes
con el hecho de que las islas hawaianas pertenecen a una region del mundo con una alta
incidencia de cancer de tiroides, aunque la prevalencia de las mutaciones BRAF en esta

area todavia no ha sido reportada [9].

Se puede concluir que hay una predisposicion genética al cancer diferenciado de tiroides
y en el caso del papilar, parece ser debido a una variedad de mutaciones genéticas que
pueden ser comunes y de baja penetrancia o raras y de alta penetrancia. También parece
que la interaccién con factores ambientales juega un importante papel. Sin embargo, otra
nueva idea emergente, sugiere que los genes responsables podrian no ser de los genes
comunes codificantes de proteinas, sino genes no codificantes que han sido recientemente

identificados, como por ejemplo los microRNA (miR) [6]. Existe un creciente interés en
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este tipo de genes en los ultimos anos, que resumiremos en préoximas secciones.

1.3.3. Presentacion clinica

El carcinoma diferenciado de tiroides se suele presentar como un nédulo a nivel cervical,
generalmente 1inico, en muchas ocasiones detectado de forma incidental y que segun la
histologia del tumor y sobre todo su tamano y su velocidad de crecimiento, puede estar
acompanado de otra sintomatologia: molestias cervicales como disnea, disfagia, disfonia
por afectacién del nervio laringeo recurrente, dolor cervical anterior o compresion de otras
estructuras vecinas vasculares en casos mas graves. En funcion de la histologia del tumor,

la clinica suele variar:

» Carcinoma papilar: es més frecuente entre la tercera y la quinta década de la vida,
con una edad media de presentacion de 45 anos. Es también mas frecuente en mu-
jeres, el 60-80 % de los casos, la mayoria son menores de 4 cm y el incremento de la
incidencia en los tltimos anos parecer ser debido a las formas micropapilares. Por
otra parte, suele ser multifocal, bilateral entre un 20-80 % de los casos, la invasién
extratiroidea estd presente en un 15 % de los pacientes y en un tercio de ellos ya hay
metdstasis linfaticas regionales al diagndstico. S6lo de un 1 a un 7% de los pacientes

tiene metastasis a distancia al diagnéstico.

» Carcinoma folicular: habitualmente aparece en edades méas avanzadas de la vida
que el papilar, con una edad media de 50 anos, e incluso 60 anos en el de células
de Hiirthle. Es dos veces mas frecuente en mujeres que en hombres y en la mayoria
de los casos se diagnostica como un ndédulo solitario sin evidencia de metastasis
ganglionares. Respecto al tamano del tumor suelen ser mayores que los papilares y
entre un 5-20 % de los pacientes presentan metastasis a distancia en el momento del

diagnostico, lo més frecuente 6seas o pulmonares.

» Carcinoma anaplésico: la forma mas frecuente de presentacion es una gran masa
cervical de rapido crecimiento, habitualmente dolorosa y de consistencia pétrea, con
invasion de las estructuras adyacentes, que causa disnea, disfagia o disfonia. Las

metastasis son frecuentes al diagnéstico [2].
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1.3.4. Diagnéstico

Como dijimos en la seccién anterior, el cancer de tiroides aparece habitualmente como
un nodulo solitario, por tanto el procedimiento diagndstico comienza casi siempre con la
evaluacién de la patologia tiroidea nodular. En la tdltima guia de la American Thyroid
Association (ATA), publicada en 2015, se han modificado los criterios de evaluacién del
nodulo tiroideo respecto a guias anteriores. En general, los nédulos >1 cm deben ser
estudiados y los <1 c¢m no es necesario analizarlos, salvo que tengamos hallazgos ecografi-
cos sospechosos, adenopatias patologicas o factores clinicos de alto riesgo que nos hagan

plantearnos realizar una puncion, como los siguientes:
» Radioterapia de cabeza/cuello en la infancia o la adolescencia.

» [rradiacion corporal total accidental o para trasplante de médula ésea en la infancia

o la adolescencia.
» Carcinoma tiroideo familiar.

» Sindromes que asocian carcinoma tiroideo (sindrome de Cowden, poliposis adeno-

matosa familiar, complejo de Carney, sindrome de Werner o sindrome DICER1?).
» Crecimiento rapido de un nédulo y/o disnea.
» Parédlisis de cuerdas vocales.
= Adenopatias cervicales.
= Fijacion del nédulo a estructuras vecinas.

En primer lugar, ante un paciente con un nédulo tiroideo, es fundamental hacer una
evaluacién morfofuncional que incluya mediciéon de la TSH sérica y en ocasiones otras
mediciones analiticas como la calcitonina si tenemos datos de sospecha para carcinoma
medular, la ecografia tiroidea y la puncién-aspiracién con aguja fina (PAAF) guiada por
ecograffa, cuando sea preciso. También puede ser necesario un PET-18FDG '° o una

gammagrafia tiroidea [4].

9Sindrome de blastoma pleuropulmonar
10tomografia por emisién de positrones con 18-fluorodesoxiglucosa
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Respecto a la determinacion de la TSH sérica, es importante conocer las posibles alte-
raciones de la funcién tiroidea que pueden presentar los pacientes con nédulos. Ademas,
debemos tener en cuenta que una TSH elevada o en el limite superior de la normalidad
se asocia con un mayor riesgo de malignidad y un estadio mas avanzado del tumor en
caso de ser maligno [19]. Otras determinaciones como la tiroglobulina no se consideran
necesarias, ya que suele estar elevada en la mayoria de las patologias tiroideas y no es
sensible ni especifico para el diagnéstico del cancer de tiroides [20]. Sin embargo, la calci-
tonina si puede ser 1util cuando se sospecha un tumor diferente del carcinoma papilar en
la puncion o en aquellos pacientes en los que a priori no se va a realizar una tiroidectomia
total. Cuando la calcitonina es >500 pg/ml debemos sospechar de la presencia de enfer-
medad metastasica, por lo que debemos hacer estudio de extensién que puede cambiar
el procedimiento quirirgico hacia una cirugia con intencion paliativa. Por eso, medir la

calcitonina de forma preoperatoria en el carcinoma medular es obligatorio [21] [22].

En cuanto a las pruebas de imagen, la ecografia tiroidea es el método de eleccién en la eva-
luacién de un nodulo tiroideo. Siempre debemos evaluar las caracteristicas del parénquima
y el tamano glandular, las caracteristicas del nédulo (tamano en 3 dimensiones, localiza-
cién, composicién, ecogenicidad, margenes, presencia de calcificaciones y vascularizacién),
asi como la presencia de adenopatias [4]. Las caracteristicas ecogréficas del nédulo pueden
ser de ayuda en el diagnodstico, ya que se han identificado una serie de rasgos con alta
probabilidad de ser benignos como por ejemplo un componente quistico predominante o
una apariencia espongiforme que en algunas series tiene un valor predictivo negativo de
hasta el 98.5%. Por otra parte, hay otras caracteristicas con una alta probabilidad de
malignidad: las de mayor especificidad son las microcalcificaciones solas o acompanadas
de macrocalcificaciones o calcificaciones periféricas aisladas, los margenes irregulares, in-
filtrativos, microlobulados o espiculados y un aspecto mas alto que ancho en el corte
transversal. Otros de menor especificidad son la hipoecogenicidad del nédulo respecto al
tejido tiroideo normal o el aumento de la vascularizacion intranodular. Ninguna de estas
caracteristicas por si solas, salvo la presencia de adenopatias sospechosas, tiene una sensi-
bilidad o especificidad adecuada para identificar malignidad. No obstante, algunas de ellas
o su combinacién tienen un alto valor predictivo para sospechar malignidad [23] [24] [25].
Ademas, el estudio ecografico también puede ser util para diferenciar el carcinoma papilar
del folicular de acuerdo a algunos datos: el papilar suele ser sélido, hipoecoico, con mi-
crocalcificaciones, con margenes infiltrativos y aumento de la vascularidad intranodular;
sin embargo el folicular suele ser iso-hiperecogénico y suele tener un halo fino e irregular,

pero sin microcalcificaciones [26]. En la figura 1.5 se muestran los patrones ecograficos y
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el riesgo de malignidad segin la ultima gufa de la ATA [4].
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Figura 1.5: Patrones ecogréficos y riesgo de malignidad [4]

Otras pruebas de imagen pueden ser tutiles en el diagnostico del cancer de tiroides. Por
ejemplo la gammagrafia tiroidea, que muestra los nddulos malignos como frios o lesiones
hipofuncionantes, aunque estos hallazgos no son especificos ni diagnosticos. Este es el
motivo de que esta prueba se limite a aquellos pacientes con hipertiroidismo y nédulos
de citologia indeterminada. La tomografia computerizada (TC) y la resonancia magnética
(RM) no son ttiles en la valoracién inicial de los nédulos tiroideos [3]. Otro ejemplo es el
PET-18FDG que podria ayudarnos complementando a la ecografia, ya que la captacion
focal de un nédulo confirmado por ecografia tiene un riesgo de malignidad del 33 % y debe

ser evaluado como un nédulo de alta sospecha ecografica de malignidad [4].

El andlisis mediante estudio citolégico tras una puncién-aspiraciéon con aguja fina (PAAF)
es la mejor aproximacion diagnéstica y su indicacion se establece en funcién de las carac-
teristicas del estudio ecografico como se muestra en la figura 1.6. Como puede observarse
en dicha tabla, en nédulos menores de 1 cm en principio no estd indicada la PAAF, salvo

que haya evidencia de extensién extratiroidea o adenopatias sospechosas o segun las pre-
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ferencias del paciente [4]. Esta aproximacion es 1til en el carcinoma papilar, el anapldsico
y el medular, pero no en el caso del folicular, ya que el estudio citoldogico es insuficiente
para diferenciar entre un adenoma y un carcinoma de esta histologia. Para ello es nece-
sario el estudio histologico de la pieza quirirgica, ya que la forma de diferenciarlo es la
presencia de invasion capsular o vascular, que son signos inequivocos de malignidad. Un
analisis intraoperatorio de una muestra puede ser util para confirmar la malignidad del
tumor y elegir la mejor técnica quirtrgica [5]. En caso de haber identificado adenopatias
sospechosas en la ecografia, también deben puncionarse y determinar tiroglobulina en el
lavado de la aguja de puncién independientemente del resultado de la citologia nodular

(en caso de sospechar carcinoma medular, debemos medir la calcitonina) [4].

Ecografia Hallazgos Riesgo PAAF
Alta sospecha | Sélido hipoecoico con o sin componente quistico con >70- 21lcm
alguno de los siguientes: 90%

* Margenes irregulares.

*  Microcalcificaciones.

* Mas alto que ancho.

* Extension extratiroidea.

Sospecha Sdlido Hipoecoico con o sin componente quistico y 10- 21lcm
Intermedia | con margenes regulares sin: 20%
*  Microcalcificaciones.

* Mas alto que ancho.
* Extensidn extratiroidea.

Baja Sdlido Isoecoico, hiperecoico, o quistico con dreas | 5-10% 21,5cm
sospecha sOlidas excéntricas, sin signos de sospecha.

Muy baja Espongiforme o parcialmente quistico. <3% z22cmu
sospecha observacion
Benigno Puramente quistico. <1% No

Figura 1.6: Indicaciones de PAAF segin patron ecogréfico [4].

Aunque la PAAF es la herramienta diagnéstica mas utilizada en el cancer de tiroides,
presenta algunos desafios. Hay 6 posibles categorias diagndsticas en el resultado de una
PAAF, segun la clasificacion de Bethesda:
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Figura 1.7: Histologia. A: Carcinoma papilar, B: Carcinoma folicular, C: Carcinoma me-
dular [3].

» (1) No diagndstica/insatisfactoria: aquellas citologias que no retnen los criterios
especificos para el diagnéstico (presencia de al menos 6 grupos de células foliculares

y que cada uno contenga entre 10-15 células derivadas de al menos dos aspirados
del nédulo).

= (2) Benigna: compatible con nédulo folicular benigno, nédulo coloide, sugestivo de

tiroiditis linfocitaria, granulomatosa o enfermedad de Graves.

= (3) Lesiones foliculares de significado incierto/atipia de significado indeterminado
(AUS): tienen un riesgo de malignidad de entre el 5-10 %. Se refiere a aquellas le-
siones que contienen células con atipia pero que no es suficiente para clasificarla
como maligna o sospechosa de malignidad. Se deberia subdividir en atipia citolégi-
ca (con mayor riesgo de malignidad) y atipia arquitecténica (con menor riesgo de

malignidad).

= (4) Neoplasia folicular o sospechoso de neoplasia folicular/ neoplasia de células de
Hiirthle o sospechoso de neoplasia de células de Hirthle (FN): tienen un riesgo

de malignidad del 15-30 %.En este grupo es necesario especificar si son células de

45



1.3. CANCER DIFERENCIADO DE TIROIDES

Hirthle.

» (5) Sospechoso de malignidad (SUSP): en este caso el riesgo de malignidad es de un
50 a un 70 %.

» (6) Maligno: el riesgo de malignidad es del 95% y el estudio citolégico sugiere

carcinoma papilar, anaplésico, medular, linfoma, etc [27].

Un aspecto muy importante a tener en cuenta, como ya se mencion previamente, es la di-
ficultad para interpretar la citologia en los casos de Bethesda 3 y 4, lo que puede dar lugar
a lobectomias innecesarias en hasta un 60-90 % de los casos, en los que posteriormente el
analisis histoldgico de la pieza quirtrgica resulta benigno. Por ello se han buscado nuevas
aproximaciones que pueden mejorar la rentabilidad de la citologia en este tipo de lesiones.
El analisis molecular se ha probado para mutaciones puntuales o para una bateria de
mutaciones. Las mutaciones BRAF que son positivas en un 15-40 % de las citologias inde-
terminadas, parecen ser un buen marcador de cancer en los nédulos tiroideos, indicando
que el riesgo de malignidad es mayor del 99 %. Otros estudios han probado baterias de
mutaciones incluyendo BRAF y mutaciones puntuales de RAS, asi como reordenamien-
tos de RET/PTC y PAX8/PPAR~. Sus resultados sugieren que el hecho de encontrar
cualquiera de estas mutaciones es un fuerte factor predictor de malignidad, especialmente
en la presencia de BRAF, RET/PTC o PAX8/PPAR~, correlacionado este tltimo con
malignidad en el 100 % de los casos. El diagnéstico molecular también puede mejorar la
aproximacién quirirgica en estos pacientes, evitando la necesidad de una segunda cirugia
una vez se confirma malignidad por el analisis histoldgico. Incluso podria ser 1til en el
manejo postquirtirgico ya que algunas mutaciones se han relacionado con caracteristicas

histopatolégicas més agresivas [9] [4].

1.3.5. Tratamiento inicial

Estudio preoperatorio

El tratamiento de eleccion en el carcinoma diferenciado de tiroides es la cirugia, como
detallaremos a continuacién. Antes de la intervencién es importante realizar un correcto
estudio preoperatorio que permita la elecciéon de la técnica quirtirgica mas apropiada en
cada caso. Las nuevas guias de la ATA, recomiendan realizar una ecografia cervical que

incluya el estudio del compartimento central y los compartimentos laterales en todos aque-
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llos pacientes con una citologia o estudio molecular sugestivo o sospechoso de malignidad.
Ademas, se debe también realizar una PAAF de todas aquellas adenopatias con un mas
de 8-10 mm de didmetro menor antes de la cirugia [4]. Debemos tener en cuenta que las
metastasis ganglionares son muy frecuentes en el carcinoma papilar (20-50 %), llegando
incluso al 90 % si hablamos de micrometdstasis, pero su repercusion clinica es muy baja
en comparacion a las macrometdstasis [28] [29]. Por otra parte, la ecografia sélo es capaz
de detectar la mitad de las metdastasis que se encuentran en la cirugfa [30]. La medicién
de tiroglobulina en el lavado de la PAAF puede aumentar la capacidad diagnéstica pero
no hay consenso en cuanto al punto de corte y puede haber falsos positivos, sobre todo
en el compartimento central en pacientes con tiroides atn intacto [31]. E1 TC o la RMN
pueden ser de utilidad en pacientes en los que se sospecha enfermedad avanzada y el PET
preoperatorio no esta recomendado. Tampoco se recomienda el estudio preoperatorio de

tiroglobulina y anticuerpos antitiroglobulina [4].
Tratamiento

Como hemos dicho anteriormente, el tratamiento de eleccién del carcinoma diferenciado
de tiroides es la cirugia en la mayoria de los casos. En los tltimos anos ha existido cierta
controversia en cuanto a la extension de la cirugia, ya que hasta hace poco el tratamiento
preferido ha sido la tiroidectomia total con linfadenectomia cuando es necesario. Se ha
considerado preferible la tiroidectomia total a la hemitiroidectomia, porque el carcinoma
papilar suele ser multifocal en el 60-85% de los casos, de un 5-10 % de las recurrencias
después de una hemitiroidectomia aparecen en el 16bulo contralateral y la efectividad de
la ablacién con yodo radiactivo y la especificidad de la tiroglobulina sérica como mar-
cador tumoral, son mayores con la minima cantidad de tejido tiroideo remanente [32].
Sin embargo, la tultima guia de la ATA especifica un poco mas acerca de las técnicas

quirdrgicas:

= Tiroidectomia total o casi total y exéresis de todo el tumor posible: para tumores
>4cm, con extensién extratiroidea grosera, adenopatias metastédsicas (confirmadas

o clinicamente sugestivas) o metastasis a distancia.

= Tiroidectomia total, casi total o lobectomia: para tumores entre 1 y 4 cm sin enfer-
medad extratiroidea conocida tras el estudio preoperatorio de extensiéon linfatica.
La lobectomia es una opcion disponible para tumores papilares o foliculares de ba-

jo grado, aunque debe tomarse la decisién por parte de un equipo multidisciplinar
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teniendo en cuenta un posible tratamiento con radioyodo.

= Lobectomia: para tumores < 1 cm sin extension extratiroidea conocida tras el es-
tudio de extensién linfatica preoperatorio, salvo que haya una indicacion clara para
completar la tiroidectomia. Por ejemplo, la lobectomia se considera suficiente en
microcarcinomas unicos en los que no hay factores de riesgo tales como radiacién
cervical, historia familiar de cancer de tiroides o presencia de adenopatias o metasta-
sis a distancia [4] [33] [34] [35].

En los ultimos anos, también ha sido un tema muy discutido el vaciamiento ganglio-
nar profilactico. Sabemos que hay metéastasis ganglionares regionales en el momento del
diagnéstico en el 20 al 90 % de los casos de carcinoma papilar y en menor proporcién en
otros tipos histoldgicos [36]. Se ha publicado que las metéstasis ganglionares del carcinoma
papilar no tienen un efecto importante en la evolucién de los pacientes con bajo riesgo,
pero si que pueden empeorar la supervivencia en pacientes con otros factores de riesgo
como la edad superior a 45 aflos, metdstasis a distancia o tumores de gran tamatio [37].
También se ha comprobado que el riesgo de recidiva local es mayor en los pacientes con
metastasis ganglionares, especialmente en los que tienen metastasis multiples y/o exten-

sién extracapsular [38].

En la figura 1.8 quedan representados los diferentes niveles y subniveles de los comparti-
mentos ganglionares del cuello. La glandula tiroides esta localizada en el nivel VI, donde
también se incluyen los ganglio linfaticos limitados en su region superior por el hueso
hioides, lateralmente por las vainas de las cardtidas e inferiormente por el tronco bra-
quiocefdlico. Los niveles II, III y IV contienen nédulos localizados a lo largo de las venas
yugulares en cada lado y estan delimitados anteromedialmente por el nivel VI y lateral-
mente por el borde posterior del musculo esternocleidomastoideo. Los nédulos del nivel
III estan limitados en su parte superior por el nivel del hueso hioides e inferiormente por
el nivel del cartilago cricoides, mientras que el nivel II estd por encima del nivel III y el
IV por debajo del mismo. El nivel I incluye los nédulos submentonianos y submandibula-
res sobre el hioides. Finalmente, el nivel V corresponde al tridngulo posterior del cuello,
lateral al borde lateral del misculo esternocleidomastoideo [39]. En su reciente guia, la
ATA recomienda realizar el vaciamiento del espacio central o nivel VI cuando se haya
demostrado la presencia de adenopatias en el estudio preoperatorio o durante la cirugia.
En cuanto al vaciamiento profilactico de dicho compartimento, ya sea ipsilateral o bilate-

ral, queda recomendada para pacientes con tumores localmente avanzados (T3 y T4), con
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adenopatias laterales clinicamente malignas o cuando la informacién de dicho vaciamiento
se utiliza para la planificacién del tratamiento, pero con un grado de recomendacién y un
grado de evidencia bajos. Se considera apropiada la tiroidectomia sin vaciamiento gan-
glionar central en pacientes con tumores pequenos (T1 y T2), no invasivos y sin hallazgos
de adenopatias sospechosas. Por ltimo, el vaciamiento del compartimento lateral se debe
realizar solo en el caso de que haya adenopatias confirmadas como metastasis mediante

biopsia [4].

Submandibular
gland

Anterior digastric

Jugular vein
Hyoid bone

Sternocleidomastoid

Carotid artery

Spinal accessory nerve

Figura 1.8: Compartimentos ganglionares del cuello [39]

La cirugia de tiroides no esta exenta de complicaciones. La paralisis laringea permanente
aparece en menos del 2% de los casos cuando la cirugia la practica un cirujano experi-
mentado, sin embargo la disfuncién vocal transitoria es més frecuente. En la mayoria de
los casos se resuelve espontaneamente en cuestion de 1 a 6 meses. Sin embargo, a veces los
pacientes pueden necesitar terapia vocal o incluso cirugia en el caso de la paralisis laringea
permanente [5]. De hecho se recomienda la valoracién preoperatoria de la voz y sus posi-
bles cambios, asi como realizar una valoraciéon por otorrinolaringologia preoperatoria en
aquellos pacientes que presentan alteraciones en la voz previas a la cirugia, historia de
cirugia anterior en la zona o evidencia preoperatoria de extension extratiroidea posterior

o metdstasis ganglionares centrales [4].

49



1.3. CANCER DIFERENCIADO DE TIROIDES

Otra posible complicacién es el hipoparatiroidismo después de la tiroidectomia total con
o sin trasplante de paratiroides. En un tercio de los casos aparece hipocalcemia, pero
s6lo persiste mas de 3 meses en menos de un 2% de ellos. Por ese motivo, se debe medir
el calcio sérico el dia posterior a la cirugia y en el seguimiento, asi como la hormona
paratiroidea (PTH) en los casos limite. Se debe tratar con suplementos de calcio, con o

sin derivados de la vitamina D si es necesario [5].

1.3.6. Clasificacion postoperatoria del riesgo de recurrencia y

mortalidad

Tras la cirugia los pacientes se clasifican de acuerdo a dos criterios: la mortalidad que
queda definida por la clasificacion TNM de la International Union Against Cancer/ Ame-
rican Joint Committee on Cancer; y por otro lado la escala de riesgo de recurrencia. El
sistema de estadificacion TNM de la UICC/AJCC [40] es el factor mds importante para
determinar la mortalidad en el cdncer diferenciado de tiroides y por tanto para decidir
el tratamiento mas adecuado y el protocolo de seguimiento correspondiente. Este sistema
de estadificacion se basa en el tamano del tumor, la invasién extratiroidea, la presencia
de metastasis ganglionares y de metastasis a distancia. La clasificacién puede mejorar
si se anaden otros aspectos como la extension de la afectacion linfatica, las mutaciones
encontradas y el grado de invasién vascular en el CF'T, si bien este beneficio no ha sido
establecido todavia. Aunque no esta recomendado para la estadificacién inicial, las muta-
ciones de BRAF y otros como el TERT pueden tener valor potencial para estimar el riesgo
de los pacientes dentro del contexto clinico-patoldgico. El sistema TNM para el cancer de

tiroides de estirpe folicular queda recogido en la tabla 1.1.

Una vez establecida la clasificacién TNM del tumor, el siguiente paso es la estadificacion
combinando el TNM con la edad del paciente tal como se muestra en la tabla 1.2. De
forma que todos los pacientes menores de 45 anos quedan clasificados como de bajo
riesgo (estadios I y II) y todos los mayores de 45 anos que ademds presenten extension
extratiroidea, afectacion de la capsula, vascular o linfatica, adenopatias o metdstasis a

distancia, quedaran clasificados como de alto riesgo (estadios IIT y IV) [4].

En los tultimos anos, Tuttle ha popularizado la estratificacién dindmica del riesgo en el
carcinoma diferenciado de tiroides, teniendo en cuenta la respuesta al tratamiento para
modificar las predicciones de riesgo iniciales. Esta idea de la estratificacion dindmica

tiene su fundamento en el manejo individualizado del cancer de tiroides que propone

20



CAPITULO 1. INTRODUCCION

Tabla 1.1: Clasificacién TNM del cancer diferenciado de tiroides [4]

TO: no evidencia de tumor primario.
T: Caracteristicas del tumor | T1a: tumor <1 cm en su didmetro mayor, limitado al tiroides.

T1b: tumor <2 cm pero >1 cm en su didmetro mayor, limitado
al tiroides.

T2: tumor >2 cm pero no >4 cm en su didmetro mayor, limitado
al tiroides.

T3: tumor >4 cm en su didmetro mayor, limitado al tiroides o
cualquier tumor con minima extensién extratiroidea.

T4a: tumor de cualquier tamano extendido maés alla de la capsula
tiroidea para invadir el tejido subcutaneo, la laringe, la traquea,
el es6fago o el nervio laringeo recurrente.

T4b: tumor que invade la fascia prevertebral o encierra la arteria
carétida o los vasos mediastinicos. Todos los carcinomas anaplasi-
cos se consideran T4.

Nx: los ganglios regionales no pueden ser evaluados.
N: metastasis ganglionares NO: ausencia de metéstasis ganglionares regionales.

Nla: metéastasis hasta el nivel VI (pretraqueal, paratraqueal y
prelaringeo).

N1b: metéastasis unilaterales, bilaterales o contralaterales hasta los
ganglios cervicales o mediastinicos superiores.

Mx: las metéstasis a distancia no pueden ser evaluadas.

M: Metastasis a distancia MO: sin metéstasis a distancia.

M1: presencia de metastasis a distancia.

Tabla 1.2: Estadiaje del cancer diferenciado de tiroides [5] [4]

Estadio I: Cualquier T, cualquier N, MO.

Menores de 45 anos Estadio II: Cualquier T, cualquier N, M1.
Estadio I: T1a/T1b, N0, MO.
Mayores de 45 anos Estadio II: T2, N0, MO.

Estadio III: T1a/T1bN1aM0, T2N1a M0, T3N0/N1aMOo.

Estadio IVA: Tla/TIbN1bM0, T2N1bMO, T3NIbMO,
T4aN0/N1a/N1bMO.

Estadio IVB: T4b, cualquier N, M0.
Estadio IVC: cualquier T, cualquier N, M1.

la ultima guia de la ATA, en la que se recomienda la estadificacién postoperatoria no

s6lo para establecer el prondstico, sino también para tomar decisiones sobre la terapia
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I3 el grado de supresién de la TSH necesario y la frecuencia y tipo de

adyuvante con
seguimiento posterior. Ademas del uso de la clasificacion TNM, la ATA también propone
un sistema de clasificacién basado en caracteristicas clinicopatolégicas que podria ayudar
a mejorar la valoracién prondstica ya que informa del riesgo de recurrencia o persistencia
de la enfermedad, fundamental para decidir la actitud terapéutica. Estas caracteristicas
se recogen en la tabla 1.3 y en la figura 1.9 [4] [41] [42] [43]. El problema principal de
este sistema es que es una representacién estatica del paciente tras la terapia inicial y
no estd disenada para ir modificindose en funcién del curso clinico de la enfermedad.
De hecho, si tenemos en cuenta que la cirugia inicial y la ablacién con radioyodo es lo
que mas impacto tiene en la evolucién posterior de la enfermedad, no poder tenerlo en
cuenta nos llevara a prondsticos demasiado pesimistas para los pacientes de alto riesgo

que quizé tengan una respuesta excelente al tratamiento inicial, o demasiado optimista

en pacientes de bajo riesgo que no responden tan bien como se esperaba [44].

Risk of Structural Disease Recurrence
(In patients without structurally identifiable disease after initial therapy)

FTC, extensive vascular invasion (= 30.55%)
pT4a gross ETE (= 30-400%%)
High Risk pN1 with extranodal extension, >3 LN involved (= 40%3)
Grass exirathyroidal extension, PTC,>1cm, TERT mutated + BRAF mutated® (>40%)
incomplete tumor resection, distant metasiases, pN1, any LN >3 cm (=~ 30%)
or lympl node >2 em
PTC, extrathyroidal, BRAF mutated*(= 10-40%)
Int diate Risk PTC,vascularinvasion (~ 15-30%)
.ﬂi‘ussim\enk;;z:rj ::’:ar extrathyroidal Clinical N1 (~20%)
extension, vascular invasion, pN1,> 5 LN involved (=20%)
e S voniond drmanh sowien (o o Intrathyroidal PTC, < 4 cm, BRAF mutated* (=10%)
pT3 minor ETE (= 3-8%)
Inrr]s;.rt;;:ngj;fﬂl;?'ﬂ' pPN1 all LN < 0.2 cm (~3%0)

= § LN micrometastases (< 0.2 em) pN1, = SLN involved (=5%)
Intrathyreidal PTC, 2-4 cm (= 5%0)
Multifocal PTMC (= 4-0%0)
pN1 without extranodal extension, < 3 LN involved (2%)
Minimally invasive FTC (= 2-3%)
Intrathyroidal, < 4 ¢cm, BRAF wild type® (= 1-20a)
Intrathyroidal unifocal PTMC, BRAF mutated®, (= 1-294)
Intrathyroidal, encapsulated, FV-PTC (= 1-2%)
Unifocal PTMC (= 1-2%)

Figura 1.9: Riesgo de recurrencia de enfermedad estructural [4]
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Tabla 1.3: Clasificacién inicial del riesgo de recurrencia segin la ATA. [39] [4]

Bajo riesgo: cumple todos
los siguientes

Ausencia de metdstasis locales o a distancia.
Reseccién completa del tumor macroscépico.
Ausencia de invasién de tejidos adyacentes.

El tumor no tiene una histologia agresiva: células altas, insular,
células columnares, células de Hiirthle o carcinoma folicular salvo
que sea minimamente invasivo.

Ausencia de invasion vascular o invasién vascular minima.
Menos de 5 adenopatias afectadas con micrometastasis.

Ausencia de captacién de I'3! fuera del lecho tiroideo en el rastreo
postablacion, si se ha realizado.

La presencia de una mutacion BRAF V600E en tumores papilares
unifocales y menores de 1 cm, o multifocales siempre que sean
intratiroideos.

Riesgo intermedio:
cualquiera de los siguientes
se cumple

Invasién microscopica de los tejidos blandos peritiroideos.
Metéstasis ganglionares cervicales o captacién de I'! fuera del

lecho tiroideo postablacién.

Afectacién de mas de 5 adenopatias siempre que sean menores de
3 cm.

Carcinoma papilar intratiroideo de 1-4 ¢cm con mutacién BRAF
V600E, con extensién extratiroidea o microcarcinomas multifoca-
les con dicha mutacién.

Tumor con histologia agresiva: células altas, insular, células co-
lumnares, células de Hiirthle o carcinoma folicular.

Alto riesgo: cualquiera de
los siguientes se cumple

Invasiéon macroscopica.

Reseccién incompleta del tumor con restos groseros.
Adenopatias metastdsicas mayores de 3 cm.
Carcinomas foliculares con invasién vascular extensa.

Presencia de metéstasis a distancia.

Para intentar solucionar estas limitaciones, Tuttle et al desarrollaron en 2010 un esquema

de estratificacion del riesgo en el que los datos clinicos obtenidos en los dos primeros anos

del seguimiento, son utilizados para evaluar la respuesta al tratamiento como excelente,

aceptable o incompleta. Elaboraron este sistema basandose en los estudios previos que

demostraban que el riesgo de recurrencia o persistencia de la enfermedad se altera por la

extensién de la cirugia inicial, los cambios en la Tg sérica o los anticuerpos antiTg en el

tiempo, el grado de avidez de las metastasis pulmonares por el radioyodo, la presencia de

una Tg estimulada indetectable combinada con ecografias negativas en pacientes de bajo
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riesgo y PET con 18-fluorodesoxiglucosa en pacientes de alto riesgo. Una vez confecciona-
do este sistema de estratificacién del riesgo, procedieron a validarlo mediante una revision
retrospectiva de 588 pacientes con cancer de tiroides con una media de seguimiento de
7 anos en un unico centro de referencia de tercer nivel. En sus resultados confirmaron
que la escala de riesgo de la ATA es un predictor inicial bueno del riesgo de recurrencia
o persistencia de la enfermedad, pero que debe incorporar la valoracién de la respuesta
al tratamiento en el seguimiento posterior para poder modificar de forma dinamica las
estimaciones de riesgo y adaptar tanto el seguimiento como el tratamiento de la enferme-
dad recurrente en caso necesario como se observa en la figura 1.10 [45]. De hecho, en su
ultima guia, la ATA recomienda la utilizacién de esta escala dindmica para reevaluacién
durante el seguimiento, del riesgo de mortalidad segin la respuesta al tratamiento con

ciertas variaciones respecto a la original de Tuttle:
= Respuesta excelente:
e Ausencia de evidencia clinica de tumor.

e Imagen en rastreos no sugestivas de tumor (ausencia de captacion fuera del
lecho tiroideo tras la ablacién inicial o en rastreos posteriores si en el primero

hubo captacién fuera del lecho).

e Niveles de tiroglobulina inferiores a 0.2 ng/mL bajo supresion o tiroglobulina

estimulada inferior a 1 ng/mL en ausencia de anticuerpos antitiroglobulina.

= Respuesta bioquimica incompleta: Tiroglobulina elevada o incremento de los anti-

cuerpos antitiroglobulina, sin encontrar otra evidencia de enfermedad.
= Respuesta estructural incompleta: enfermedad persistente o metastésica detectada.

= Respuesta indeterminada: sin hallazgos especificos ni bioquimicos ni estructurales
que permitan clasificar al paciente (pacientes con niveles de anticuerpos estables o

en descenso que no presentan otros datos sugestivos de enfermedad) [4].
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Riesgo de recurrencia segiin la escala
inicial dela ATA
Bajo Intermedio Alto
Riesgo estimado inicial de 3% 18% 66%
enfermedad persistente o recurrente
Riesgo estimado segtin la respuesta

inicial al tratamiento

Respuesta excelente 2% 2% 14%

Respuesta aceptable 0% 0% 0%

Respuesta incompleta 13% 41% 79%

Figura 1.10: Impacto de la respuesta al tratamiento inicial en la evaluacién inicial del
riesgo. Adaptado de Tuttle el al [45].

1.3.7. Tratamiento adyuvante

Tratamiento sustitutivo

En cuanto al tratamiento sustitutivo, es importante saber que los pacientes necesitaran
tratamiento con hormona tiroidea de por vida, en especial si han sido sometidos a ti-
roidectomia total. Los niveles recomendados de supresiéon dependen del grado de riesgo

establecido en la clasificacion postoperatoria:

» Pacientes con alto riesgo: Inicialmente la TSH debe quedar por debajo de 0.1 mU /L
[46] [47].

= Pacientes con un riesgo intermedio: las concentraciones de TSH deben estar entre
0.1y 0.5 mUI/L.

1131

= Pacientes de bajo riesgo: si han recibido tratamiento ablativo con y mantienen

tiroglobulinas indetectables, la TSH se debe mantener en rango de normalidad (0.5-
2 mU/L) si permanecen libres de recurrencias. En caso de que no hayan recibido
tratamiento ablativo el rango es el mismo si los pacientes mantienen la tiroglobulina
indetectable. En caso de bajo riesgo pero con tiroglobulinas detectables, se debe
considerar el nivel de supresién entre 0.1 y 0.5 mU/L en ausencia de recurrencias e
independientemente de si han recibido o no I'3'. Por tltimo, aquellos pacientes de

bajo riesgo que han sido sometidos a lobectomia, deben mantener la TSH en rango
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normal (0.5-2 mU/L) y no es necesario anadir levotiroxina si el paciente mantiene

la TSH en dicho rango de forma espontanea [4] [48].
Tratamiento adyuvante con radioyodo

Tras la cirugia, la terapia adyuvante con 7'3! podria mejorar la supervivencia y la elimina-
cién de restos microscopicos residuales o metdastasis a distancia [49]. De hecho, inicialmente
la ablacién con radioyodo se puede considerar como un medio para eliminar los restos y
facilitar la deteccion de las recurrencias y el estadiaje inicial, en segundo lugar como una
terapia adyuvante que reduce el riesgo de recurrencia y la mortalidad especifica por el
tumor y finalmente como una terapia para la enfermedad persistente o metastéasica. El
I'3! es efectivo porque las células foliculares captan el isétopo y una vez incorporado,
éste sufre una degeneracion 3, que produce una citotoxicidad por radiacién altamente
localizada en las células tumorales, que acaba destruyéndolas. Ademds, el I3 también

emite rayos v que son detectados por métodos de escaner gammagréfico [39] [4].

Un punto de reciente controversia y que se ha modificado en la 1iltima guia de la ATA es la
dosis adecuada de radioyodo [50]. Se establece la recomendacion de dar una dosis baja de
I'3! (30 mCi) en pacientes sometidos a tiroidectomfia total o casi total, clasificados como
de riesgo bajo o intermedio [4] [51] [52] [53]. En pacientes con restos tiroideos grandes
se recomienda el uso de dosis mayores, asi como para enfermedad residual aunque sea
microscopica y en ausencia de metdstasis a distancia, se recomiendan dosis de 150 mCi,
a pesar de que no se conoce si estas dosis pueden reducir el riesgo de recurrencia en T3
o N1. Las indicaciones para el tratamiento con radioyodo segun la guia de la ATA de
2015 se resumen en la figura 1.11. Por otra parte, la Tg postquirurgica puede ayudar a
conocer el grado de enfermedad persistente/metastésica y puede influir en la eleccién del
tratamiento. Esta Tg suele alcanzar el nadir a las 3-4 semanas del postoperatorio que es

el momento ideal para poder valorarla [4].

Con el objetivo de mejorar la captacién de yodo, la hormona estimulante del tiroides (TSH)
debe estar por encima de 25-30 mUI/1 [49]. Esta cifra se puede alcanzar suspendiendo el
tratamiento sustitutivo con levotiroxina o con la administracion de TSH recombinante
(rTSH) los dias previos, evitando asi la situacién prolongada de hipotiroidismo de 3-4
semanas, aunque en los pacientes de alto riesgo no hay estudios suficientes para recomen-
dar su uso [54] [55] [56]. Debe considerarse en pacientes con cualquier nivel de riesgo que

tengan enfermedades médicas o psiquidtricas que puedan descompensarse en situacion de
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Riesgo de recurrencia Descripcion Ablacion
Bajo riesgo. Tumor €1 cm (uni o multifocal). No.
Tumor >1-4 cm. No rutinaria. Considerar en pacientes con histologia agresiva o
invasion vascular.
Riesgo bajo a Tumor >4 cm. Considerar segun la presencia de otras caracteristicas como la
intermedio. edad.
Invasién extratiroidea microscépica en | Considerar. En general se considera favorable la ablacién pero
tumores de cualquier tamafio. algunos casos podria evitarse.
Metdstasis linfaticas en Generalmente se considera favorable la ablacion, sobre todo si hay
compartimento central. multiples metdastasis, son mayores de 2-3 cm, clinicamente
evidentes o hay invasion extranodal. La edad avanzada también
favorece la ablacion. No existen datos para recomendarla en
pacientes con <5 metdastasis ganglionares microscdpicas en
compartimento central en ausencia de otros factores adversos.
Metadstasis linfaticas laterales o En general se considera favorable la ablacién dado el mayor riesgo
mediastinicas. de recurrencia o persistencia, sobre todo si hay un mayor nimero
de metdstasis macroscdpicas o clinicamente evidentes, invasion
extranodal o edad avanzada.
Alto riesgo. Cualquier tamafio con invasidn Si.
extratiroidea grosera.
Metdstasis a distancia. Si.

Figura 1.11: Indicaciones de radioyodo segun la evidencia de aumento de la supervivencia
especifica y libre de enfermedad [4]

hipotiroidismo [4]. Si se utiliza TSH recombinante el paciente debe recibir una inyeccién
intramuscular de 0.9 mg en dos dias consecutivos y recibir la dosis de radioyodo 24 horas
después de la segunda inyeccion. También es recomendable seguir una dieta baja en yodo

las 2 semanas previas a la administracién del 13!

. La tiroglobulina sérica se debe medir
antes de la administracion del yodo en el caso de retirada del tratamiento o el tercer
dia tras la segunda inyeccion en el caso de la administracién de r'TSH. Posteriormente se
realiza un rastreo corporal total, algunos dias después, ya que es una prueba con alta sen-
sibilidad para detectar tejido tiroideo remanente asi como metéstasis [3]. El rastreo previo
a la dosis de yodo no se recomienda de forma rutinaria porque reduce la captacién del
mismo [57]. Sin embargo, puede ser 1til en caso de que no podamos conocer la extensién
del remanente tiroideo con el informe de la cirugia o con una ecografia o para ayudarnos
a decidir la dosis de radioyodo. Debe hacerse con SPECT-TC con 1,5-3 mCi de I 123
o con 1-3 mCi de I 131, siendo el momento 6ptimo de lectura a las 72 horas [4]. Debe
realizarse un rastreo corporal total aproximadamente a la semana de la administracion

del radioyodo para detectar restos o metastasis y también se recomienda la fusiéon con

imagenes de SPECT-TC [58] [4].
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1.3. CANCER DIFERENCIADO DE TIROIDES

1.3.8. Seguimiento

Tal como dijimos anteriormente, la ATA recomienda estratificar a los pacientes en funcion
de la escala dinamica de riesgo y segun esta escala se puede establecer el protocolo de

seguimiento mas adecuado en cada caso:

» Respuesta excelente: puede reducirse la intensidad y frecuencia del seguimiento y el

grado de supresién de TSH.

= Respuesta bioquimica incompleta: se recomienda mantener su seguimiento habitual
y nivel de supresién de TSH si los niveles de tiroglobulina permanecen estables o
en descenso. En caso de aumento de tiroglobulina o anticuerpos antitiroglobulina,
se debe ampliar el estudio con pruebas de imagen para localizar un posible avance

de la enfermedad.

» Respuesta indeterminada: se recomienda mantener observaciéon con las pruebas de

imagen adecuadas y niveles de tiroglobulina.

= Respuesta estructural incompleta: en este caso, requiere tratamientos adicionales y

pruebas para detectar progresion de la enfermedad.

En las figuras 1.12, 1.13, 1.14 y 1.15 se resumen los diferentes protocolos de seguimiento

en funcién del riesgo y la intervencién realizada, segin la dltima guia de la ATA [4].

Tradicionalmente se ha recomendado hacer un rastreo corporal total con radioyodo unos
6-12 meses después de la ablacién inicial. Después de dos rastreos negativos consecutivos,
el valor predictivo para la supervivencia a 10 afios es del 95 % [5]. Sin embargo, las dltimas
recomendaciones de la ATA establecen que en los pacientes de riesgo bajo o intermedio
que tras el rastreo postdosis presentan una tiroglobulina negativa bajo tratamiento (con
anticuerpos antitiroglobulina negativos) y ecografia negativa, no precisan realizar mas
rastreos [59]. Y se reserva el rastreo a los 6-12 meses del tratamiento ablativo para los
pacientes con riesgo alto de recurrencia o con riesgo intermedio que tengan factores de

alto riesgo en la evolucién [4].

Otra herramienta muy 1til en el seguimiento es la ecografia cervical, que puede servir de
ayuda para identificar nédulos en el lecho tiroideo o metéstasis ganglionares, asi como

para distinguir lesiones benignas de malignas segin sus caracteristicas ecograficas. Por
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

Lobectomia

Evaluacién postoperatoria (Tg postoperatoria, ecografia cervical si no se ha hecho
previamente)

No se recomienda ablacién con 11!

TSH objetivo:

0.5-2 mU/L

Evaluar respuesta al tratamiento (ecografia cervical y Tg si es
necesaria)

Respuesta excelente: seguimiento con examen clinico y
Tg no estimulada cada 12-24 meses, mantener TSH

Respuesta biogu[mica incompleta, estructural incompleta
entre 0.5-2 mU /L y ecografias periodicas.

o indeterminada: continuar estudios.

Figura 1.12: Protocolo de seguimiento en pacientes de bajo riesgo sometidos a lobectomia
con o sin istmectomia. Adaptado de ATA [4].

estos motivos, la ecografia esta recomendada en el seguimiento rutinario, especialmente
en aquellos pacientes que han tenido invasién extratiroidea o metéstasis ganglionares [3].
En cualquier caso, la ecografia es mas sensible que la palpacién cervical y puede detectar
nodulos milimétricos de hasta 2-3 mm de didmetro. Ademas, su especificidad puede me-
jorar con la PAAF ecoguiada, el analisis citolégico y la medicién de la tiroglobulina en
el liquido del aspirado [5] [60] [61]. La ATA recomienda su uso rutinario a los 6-12 meses
de la cirugia y posteriormente de forma peridédica en funcion del riesgo de recurrencia del
paciente y los niveles de tiroglobulina. Incluso en pacientes con bajo riesgo y respuesta
excelente tras la ablacién, se puede hacer seguimiento con examen clinico y tiroglobulina
bajo tratamiento. En caso de detectar adenopatias sospechosas de més de 8 -10 mm de
didmetro menor, se debe hacer una biopsia para citologia con medicién de Tg en el liquido
de lavado de la aguja. Adenopatias < 8-10 mm en el menor de sus diametros deben ser

seguidas con ecografia y valorar PAAF o intervencion en caso de crecimiento o que el
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1.3. CANCER DIFERENCIADO DE TIROIDES

Tiroidectomia total

Evaluacion postoperatoria (Tg postoperatoria rutinaria, rastreo con RAl y/o
ecografia cervical si precisa)

Mo se recomienda ablacion con 1'31 de forma rutinaria, se se realiza,
preferiblemente con 30 mCi

l

T5H objetivo: sila Tg no estimulada <0.2 ng/mL (respuesta excelente) mantener TSH entre
0.5-2 mU/L. 5i Tg no estimulada =0.2 ng/mL (respuesta indeterminada o incompleta),
mantener TSH entre 0.1-0.5 ng/mL

l

Evaluar respuesta al tratamiento (ecografia cervical, Tg ; no se
recomienda rastreo rutinario

Respuesta excelente: seguimiento con examen clinico y . N .
Tg no estimulada cada 12-24 meses, mantener TSH Respuesta hmﬂu[mlca incompleta, estructural incompleta

entre 0.5-2 mU/L y ecografias periédicas. o indeterminada: continuar estudios.

Figura 1.13: Protocolo de seguimiento en pacientes de bajo riesgo sometidos a tiroidec-
tomia total. Adaptado de ATA [4].

nédulo amenace estructuras vitales [4]. Otras técnicas de imagen como el TC, la RM o la
tomografia por emisién de positrones (PET) no estan indicadas de forma rutinaria, pero
s pueden ser 1tiles en algunos casos. Por ejemplo, el PET se recomienda en pacientes de
alto riesgo con tiroglobulina elevada (>10 ng/mL) con rastreo negativo, como parte del
estadiaje inicial del carcinoma pobremente diferenciado o el de células de Hiirthle invasivo
y como herramienta pronéstica en pacientes con enfermedad metastasica para identificar

las lesiones con mayor riesgo de crecimiento rapido [62] [63].

Ademas de los estudios de imagen, la tiroglobulina sérica se debe determinar cada 6/12
meses durante el seguimiento inicial aumentando la frecuencia en pacientes de alto ries-
go [4], ya que es un marcador de células tiroideas que deberia ser indetectable tras la

tiroidectomia y la ablacién con yodo. Ademas es muy 1til su determinacion en el segui-
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Tiroidectomia total, linfadenectomia terapéutica +/- linfadenectomia
profilictica

I

Evaluacion postoperatoria (Tg postoperatoria rutinaria, rastreo con RAL y/o
ecografia cervical si precisa)

I

Considerar ablacion con ['! : para remanente 30 mCi, para
tratamiento adyuvante considerar dosis mayores hasta 150 mCi

TSH objetivo: 0.1-0.5 mU/L

Evaluar respuesta al tratamiento (ecografia cervical, Tg;
considerar rastreo corparal total)

Respuesta excelente: seguimiento con examen clinico y
Tgno estimulada cada 12-24 meses, mantener TSH

Respuesta h[ot;u[mica incompleta, estructural incompleta
entre 0.5-2 mU/L y ecografias periddicas.

0 indeterminada: continuar estudios.

Figura 1.14: Protocolo de seguimiento en pacientes de riesgo intermedio. Adaptado de
ATA [4].

miento para detectar enfermedad residual, recurrente o metéstasis. De forma similar al
rastreo, la sensibilidad de la Tg aumenta con una TSH elevada, bien sea con la retirada
del tratamiento o con r'TSH. Se debe tener en cuenta que la Tg pierde su sensibilidad en
los tumores desdiferenciados. Sin embargo, no es la tnica situacién en la que la Tg no
es un marcador valido en el seguimiento del cancer de tiroides, también en pacientes con
autoanticuerpos antitiroglobulina (25 % de los pacientes con céncer de tiroides y 10 % de
la poblacién general) la medida de este marcador no tiene validez. Es més, la persistencia
de anticuerpos antitiroglobulina puede considerarse un signo de tejido tiroideo residual y
por tanto de mayor riesgo de recurrencia [3] [64] [65]. En los pacientes con alto riesgo de re-
currencia, independientemente de cual haya sido su respuesta al tratamiento, asi como en
aquellos que hayan tenido una respuesta incompleta bioquimica o estructural o bien una

respuesta indeterminada, se debe medir la Tg y los anticuerpos antiTg cada 6-12 meses.
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1.3. CANCER DIFERENCIADO DE TIROIDES

Tiroidectomia total, linfadenectomia terapéutica +/-
linfadenectomia profilictica

Evaluacién postoperatoria (Tg gusmperatoria rutinaria, rastreo
con RAl y/o ecografia cervical si precisa)

[

Considerar ablacién con ['3!: para tratamiento adyuvante considerar dosis
mayores hasta 150 mCi, para enfermedad estructural conocida usar dosis
empiricas de 100-200 mCi o ajustar por dosimetria

TSH objetivo: <0.1 mU/L

Evaluar respuesta al tratamiento (ecografia
cervical , Tg, considerar rastreo corporal total, TC,
RMN o PET si fuera preciso)

I

Respuesta excelente: mantener TSH entre 0.1-0.5 al menos ‘Respuesta bioguimica
durante 5 afios, realizar seguimiento anual con Tg durante el _ incompleta, estructural
menos 5 afios y considerar ecograffa, TC o RMN periddicas. incompleta o indeterminada:

continuar estudios y TSH <0.1 de
forma indefinida.

Figura 1.15: Protocolo de seguimiento en pacientes de alto riesgo. Adaptado de ATA [4].

En los pacientes con riesgo bajo o intermedio que han recibido ablacién con radioyodo, se
debe medir a los 6-18 meses la Tg estimulada o bajo tratamiento para verificar criterios
de ausencia de enfermedad. En caso de medir la Tg estimulada en este tipo de pacientes,
no se recomienda volver a repetirla si han cumplido criterios de ausencia de enfermedad.
La repeticion de Tg estimulada se aconseja para pacientes con respuesta indeterminada,
respuesta bioquimica incompleta o estructural incompleta, con el fin de detectar una evo-
lucion hacia la curacion o la necesidad de otras pruebas o tratamientos. En el caso de
los pacientes que no han recibido ablacién con I'!, se recomienda seguimiento sélo con

ecografia y Tg sérica de forma periddica [4].

1.3.9. Enfermedad metastasica

La remisién se puede alcanzar en aproximadamente dos tercios de los pacientes con recu-

rrencia cervical y en un tercio de los que tienen metdstasis a distancia [5]. Las metdstasis
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que se descubren durante el seguimiento son probablemente manifestaciones de persisten-
cia de enfermedad que ha sobrevivido al tratamiento inicial. Algunos pacientes tendran
una reduccién de la carga tumoral con tratamientos adicionales, que pueden mejorar
la supervivencia u ofrecer un beneficio paliativo [66] [67] [68].Existen varios tratamien-
tos posibles para la enfermedad metastésica, dependiendo de la localizacion y el tipo de

metastasis:

= Recidiva local: se recomienda confirmar con PAAF, aunque no es imprescindible, y
la mejor opcién es la cirugia cuando el didmetro menor es mayor de 8 mm en espacio
central o mayor de 10 mm en lateral (aunque se pueden intervenir mas pequenas
si estdn localizadas cerca de estructuras vitales o con riesgo de complicacién). En
cualquier caso, la decision debe tomarse en un equipo multidisciplinar y disponiendo
de pruebas de imagen precisas. Siempre que se pueda se debe realizar un vaciamiento
que es més efectivo que el "berry picking” (asociado a una mayor tasa de recidivas).
En caso de no poder intervenir, se puede tratar con I'3! o realizar ablacién con

etanol o radiofrecuencia [4].

= Metastasis cervicales: si es posible, la reseccion del nddulo es el mejor procedimiento
para aquellos nédulos cervicales mayores de 1 cm.El I'3! también puede utilizarse en
el tratamiento de las metéstasis cervicales, alcanzando una respuesta completa en un
80 % de los casos. Sin embargo, el yodo no es la mejor opcién en aquellos pacientes
con grandes masas cervicales [3]. La radioterapia externa puede estar indicada en
caso de que la cirugfa no sea posible y el tumor no sea captador de yodo [5]. La

ablacién con radiofrecuencia también ha demostrado su utilidad en estos casos [69].

= Metastasis pulmonares: la supervivencia a largo plazo es mayor en los pacientes
con enfermedad pulmonar micronodular detectada mediante rastreo con 13!, com-
parada con aquellos pacientes que tienen metastasis macronodulares detectadas en

radiografia de térax o TC. De hecho, la administracién de I'3!

en pacientes con
metastasis pulmonares que captan yodo aumenta la supervivencia a 5 anos hasta
un 60 % comparada con el 30 % que presentan los pacientes en los que la enferme-
dad no capta yodo, en cuyo caso la administracion de radioyodo tiene un escaso

beneficio [3]. No existe un limite méximo para la dosis acumulada de I'3!

que un
paciente con enfermedad persistente puede recibir, pero la mayoria de las remisiones

se obtienen con una dosis acumulada de <600 mCi [5].
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» Metéstasis dseas: las metdstasis dseas de carcinoma papilar captan 73! con la misma
frecuencia con que lo hacen las metéastasis pulmonares, sin embargo la resolucion
completa se alcanza sélo en menos del 10% de los pacientes. La respuesta par-
cial es més alta, hasta un 35% de los pacientes (suele ser mayor en pacientes con
carcinoma folicular, que suele metastatizar con mas avidez en el hueso). Por otra
parte, el tratamiento quirturgico también es 1util en el caso de metéstasis 6seas dolo-
rosas o compresion medular [3]. Los tratamientos locales como los bifosfonatos o la

embolizacién en inyeccién de cemento también pueden ser ttiles [5].

= Metastasis cerebrales: la reseccion quirdrgica mejora la supervivencia en pacientes
con una o mas lesiones cerebrales. El otro pilar del tratamiento de las metdstasis ce-
rebrales es la radioterapia, sin embargo, para aquellas lesiones cerebrales que capten
I'3! se recomienda utilizarlo con radioterapia adyuvante y corticoterapia [4].
Es importante tener en cuenta que el tratamiento con radioyodo también tiene posibles
complicaciones. Las complicaciones agudas pueden incluir tiroiditis radica, edema cervical
doloroso, hemorragia o edema tumoral y sialoadenitis. Las complicaciones a largo plazo
son raras, como por ejemplo la fibrosis pulmonar tras el tratamiento de las metastasis
pulmonares difusas, cuyo riesgo es muy bajo [3]. Finalmente, respecto al I'3! las mujeres
deben evitar el embarazo al menos 6-12 meses tras el tratamiento. Los varones que hayan

acumulado una dosis >400 mCi deben ser informados del riesgo de infertilidad.

Debemos considerar también la existencia de pacientes que son refractarios a la terapia con
radioyodo, definidos como aquellos pacientes con enfermedad metastasica o maligna que
nunca ha mostrado captaciéon de yodo, tumores que pierden la capacidad de concentrar
yodo y que previamente si lo habian concentrado en anteriores tratamientos, pacientes que
concentran yodo en algunas lesiones y en otras no y pacientes con enfermedad metastasica

que avanza pese a haber concentrado yodo [4].

Otras terapias como la radioterapia externa puede ser util en metastasis irresecables lo-
calmente invasivas en el cuello o como tratamiento paliativo en metastasis éseas dolorosas
o con riesgo de fractura. La quimioterapia con doxorrubicina produce respuestas incom-
pletas y transitorias, con toxicidades comunes y severas. De hecho, la quimioterapia no es

una buena opcién en el cancer de tiroides [3].
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Finalmente, hoy en dia las terapias moleculares dirigidas y los agentes antiangiogénicos
estan siendo estudiadas en ensayos clinicos controlados y pueden convertirse en una buena
opcién en pacientes con enfermedad progresiva que no responden a tratamientos conven-
cionales [70]. Hasta el momento, tres ensayos clinicos con inhibidores de la tirosin kinasa
(TKIs), aleatorizados, doble ciego y comparados con placebo han demostrado beneficios
en términos de supervivencia libre de progresién o regresion tumoral con efecto duradero
para sorafenib, lenvatinib y vandetanib. De hecho, recientemente sorafenib ha sido apro-
bado por la Food and Drugs Administration (FDA) y la European Medicines Agency
(EMA), ya que es la molécula con mejores resultados en supervivencia libre de progresién
frente a placebo. Por tanto, los TKIs deben ser considerados en pacientes refractarios a
radioyodo con enfermedad metastasica rapidamente progresiva y sintomatica o que ame-
nace la vida en pacientes en los que no sean posibles otras alternativas terapéuticas. En
caso de que fracase una primera linea de TKIs y no haya efectos secundarios graves, se

puede iniciar una segunda linea a ser posible dentro de un ensayo clinico [4].

1.3.10. Factores pronésticos en el carcinoma diferenciado de ti-

roides

Como ya se ha comentado previamente, el CDT es el tumor mas frecuente de la glandula
tiroides, en especial el carcinoma papilar. La mayoria de las series que tratan de estudiar
el prondstico, que por lo general es excelente en este tipo de tumores, analizan de for-
ma conjunta los diferentes subtipos de tumores tiroideos [71]. Gran parte de los factores
etioldgicos que tratamos en la secciéon 1.3.2, tienen implicaciones en el pronéstico de la
enfermedad, ya sean factores genéticos o ambientales, asi como también tienen importan-
cia las caracteristicas clinico-patoldgicas de la enfermedad y que nos ayudan a componer
los diferentes sistemas de estratificacion del riesgo. De hecho, no se pueden entender los
unos sin los otros, pero por el momento los factores clinico-patoldgicos, han resultado
ser mucho més importantes que los factores genéticos tanto en el diagnéstico como en la

evaluacion prondstica.

En primer lugar, analizaremos la implicacién pronodstica de las distintas alteraciones
genéticas y moleculares que se han identificado en el carcinoma diferenciado de tiroi-
des. Muchos de los marcadores genéticos que se han estudiado en el CDT se muestran
prometedores en cuanto al valor prondstico que tienen, ya que por ejemplo, algunos de
ellos sélo los encontramos en tumores pobremente diferenciados o anaplasicos, como ocurre

con pb3 o con CTNNBI1. Mientras tanto, otras mutaciones sélo se encuentran en lesiones
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metastasicas y no en el tumor primario, como ocurre con algunas mutaciones de AKT1
y por lo tanto, podrian ser marcadores de la agresividad del tumor. Sin embargo, otros
marcadores los encontramos en tumores bien diferenciados y coexisten también en lesiones
pobremente diferenciadas, como por ejemplo mutaciones de RAS, PTEN o BRAF, sugi-
riendo que pueden ser eventos tempranos en la carcinogénesis de cierta importancia en
la desdiferenciacion celular y tener, por tanto, valor como marcadores de peor prondstico
en la evolucién de la enfermedad [72]. Recientes publicaciones en este campo han apor-
tado nuevos datos, la mas destacable de ellas la caracterizacion integrada del genoma del

carcinoma papilar de tiroides [73].
BRAF

El marcador molecular que se ha estudiado mas a fondo es BRAF, que produce una
activacién constitutiva de la via de las MAPK, favoreciendo la agresividad en el carci-
noma papilar [72]. En un estudio multicéntrico llevado a cabo por Xing et al en 2005,
se encontré una fuerte asociacién entre la mutacion BRAF y la presencia de metastasis
ganglionares, la edad avanzada, el sexo masculino, la extension extratiroidea, los estadios
avanzados de la enfermedad I11 y IV y el riesgo de recurrencia (con una OR=4) [74]. Estos
hallazgos se han confirmado en estudios posteriores, y de especial importancia clinica es
la asociacion con el riesgo de recurrencia de la enfermedad, que ha sido confirmada en
multiples estudios con OR de entre 3-5 y valor predictivo positivo alrededor del 30 % y
negativo de entorno al 90 %. Ademads, esta mutacién también se ha asociado con la pérdi-
da de avidez por el radioyodo en el carcinoma papilar recurrente y se ha comprobado in
vitro que la expresién del BRAF mutado puede silenciar la expresién de algunos genes
asociados con la captacién de yodo (NIS, TSHR, TPO o TG) y que su supresién puede

restablecer la expresion de dichos genes.

Por todo lo expuesto anteriormente, BRAF podria tener importancia en el manejo quirtrgi-
co y médico del paciente con carcinoma papilar. Aunque estd claro que el tratamiento de
eleccién en el CDT es la cirugia, en los pacientes de bajo riesgo puede optarse por una
tiroidectomia subtotal y evitar el vaciamiento del compartimento central si no tenemos
evidencia de metéastasis ganglionares. En estos casos, un anélisis de BRAF podria ayudar a
decidir si fuera positivo para la mutacién a favor de la tiroidectomia total y el vaciamiento
ganglionar, pues parece que se asocia a un mayor riesgo de metastasis ganglionares y de
recurrencia de la enfermedad (aparece hasta en un 78-95% de los carcinomas papilares

recurrentes). De hecho, la mutacion de BRAF es capaz de predecir de forma indepen-
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diente la aparicion de metastasis ganglionares en el compartimento central en el anélisis
preoperatorio mediante PAAF, con un valor predictivo positivo del 47 % y un valor predic-
tivo negativo del 91 % segun algunos estudios. Sin embargo, debemos tener en cuenta que
BRAF, a dia de hoy, es insuficiente por si solo para decidir una linfadenectomia central
profildctica en un paciente de riesgo bajo y debe ser valorado junto con otros factores de

riesgo.

Ademas, en cuanto al tratamiento médico, también estd muy en discusion en los ultimos
anos el beneficio sobre la supervivencia de la ablaciéon con radioyodo en pacientes de bajo
riesgo v si debe hacerse con altas o bajas dosis, ya que en diversos estudios no se han
encontrado diferencias en la tasa de recurrencias y la mortalidad entre pacientes tratados
con radioyodo y los que no recibieron dicho tratamiento. En vista de la fuerte asociacion
entre BRAF y el riesgo de recurrencia, en pacientes de bajo riesgo podria ser ttil tener
en cuenta si existe positividad para BRAF y someterlos a una ablacién postquirirgica
con una dosis baja (30 mCi) que mejore la validez de la tiroglobulina en el seguimiento.
Sin embargo, dado el alto valor predictivo negativo, en aquellos pacientes negativos para

BRAF podriamos evitar este tratamiento [72].

Sin embargo, hay otros estudios que no han confirmado esta asociacion de BRAF con
un peor prondstico y en cualquier caso la asociacién no es nunca independiente de las
caracteristicas clinico-patoldgicas. Dejando de lado la controversia sobre la utilidad de
BRAF en el prondstico, si que es extensamente conocida la asociacién que tiene con el
descenso en la expresion de genes especificos tiroideos y genes relacionados con la captacion
de yodo, como mencionamos en parrafos anteriores, condicionando una pérdida de avidez
por el yodo. Recientemente se ha demostrado que inhibiendo MEK se puede restablecer
la captacion de radioyodo, por lo que la inhibiciéon de BRAF o MEK podrian ser dianas

terapéuticas muy interesantes.
RAS

Como mencionamos en la seccién 1.3.2, RAS es una pequena proteina GTPasa que actia
como interruptor molecular, propagando senales desde receptores tirosinquinasa a recep-
tores no tirosinquinasa y activando la via de las MAPK entre otras. Es mas prevalente
en lesiones de estirpe folicular y también se ha encontrado en tumores pobremente dife-
renciados (55 %) e indiferenciados (52 %). Existe controversia en torno al valor prondstico

que tiene esta mutacion, ya que se ha encontrado en todo el espectro de lesiones tiroideas.
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Sin embargo, parece que los pacientes con mutaciones de RAS suelen tener metastasis a
distancia con mayor frecuencia y mayor mortalidad, actuando como un predictor inde-
pendiente de escasa supervivencia. Se ha propuesto también que pueda participar en la
desdiferenciacién tumoral ya que se ha observado su presencia en tumores diferenciados
con areas de desdiferenciacién y porque estd mas frecuentemente mutado en tumores po-
bremente diferenciados e indiferenciados. En cualquier caso, las series son pequenas y es

necesario realizar mas estudios.
RET/PTC

Esta mutacién consiste en la aparicién de un gen quimérico mas frecuente en tumores pa-
pilares, cuyas formas més frecuentes son RET/PTC1 y RET/PTC3 y no suele aparecer en
tumores desdiferenciados. RET/PTC1 parece estar asociado con tumores més pequenos,
papilares de estirpe clésica con bajo indice proliferativo y de apariciéon a edades mas tem-
pranas. Por el contrario, RET/PTC3 es mds prevalente en la variante sélida del CPT que
es més frecuente en ninos y en los casos asociados al area del accidente de Chernobyl, con
un comportamiento mas agresivo. Aun asi, éstos ultimos son tumores que responden bien
a radioyodo y no tienen peor supervivencia. Es por ello, que el valor pronéstico de este

reordenamiento no esta del todo esclarecido.
PAX8/PPAR~y

El reordenamiento PAX8/PPARy es més frecuente en lesiones foliculares casi siempre bien
diferenciadas, incluso se ha detectado en un 14 % de los adenomas foliculares benignos.
En algunos estudios se ha asociado a algunas caracteristicas de peor pronéstico como la
multifocalidad o la invasion vascular, pero la evidencia no es suficiente para identificarlo

como un factor de mal pronéstico en el CDT.
Promotor TERT

Se ha observado que aproximadamente dos tercios de los carcinomas tiroideos presentan
activacién de la telomerasa y con mayor frecuencia en tumores desdiferenciados (33 %).
Las mutaciones en la regién promotora de la telomerasa o TERT se han identificado recien-
temente en los tumores de estirpe folicular, sin embargo no se han identificado en tejido
normal ni lesiones benignas o carcinomas medulares. Ademas, tal como se comenté en la
seccion 1.3.2, las mutaciones de TERT fueron mas frecuentes en carcinomas papilares que

también presentaban mutaciones de BRAF.
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En cuanto a caracteristicas de mal pronodstico, TERT se ha asociado con edades avanzadas,
mayor tamano tumoral, metastasis a distancia y un mayor estadio tumoral. De todas ellas,
la relacién con las metastasis a distancia es la mas consistente de todas, sugiriendo que
existe una relacién entre el promotor TERT y el potencial metastasico de los tumores
de estirpe folicular. En otros estudios se ha observado que los pacientes con tumores que
presentan mutaciones de TERT, tienen una mayor mortalidad especifica por el tumor y

parece que de forma independiente de la edad y el sexo.

Debido a que BRAF también parece conferir un peor prondstico de acuerdo a los re-
sultados de algunos estudios, se ha propuesto que la asociacién entre ambas mutaciones
suponga un empeoramiento del prondstico. Pero el valor pronéstico de BRAF atn esta en
discusion, mientras que las mutaciones de TERT se han asociado de forma independiente
a caracteristicas clinico-patolégicas de mayor agresividad y una peor evolucién en todas
las series. De modo que son necesarios mas estudios para valorar la importancia prondstica

de dicha asociacion.
P53

No se han encontrado mutaciones o expresién de P53 en tejido tiroideo normal o lesiones
benignas, pero si que se han encontrado en un 3.5% de los carcinomas papilares y un
11% de los foliculares fundamentalmente de variante oncocitica. De hecho, una pequena
proporcion de carcinomas papilares agresivos se han asociado a este tipo de mutaciones,
como la variante de células altas, la de células columnares e incluso se han encontrado en
carcinomas escamosos de tiroides asociados a la variante de células altas. Existe un micro-
carcinoma papilar llamado hobnail muy agresivo y que presenta una pobre evolucion en
la mayoria de los casos, en el que es frecuente la invasién linfatica y que es frecuentemen-
te positivo para pb3. Con todos estos datos, parece que pb3 juega un papel importante
en la progresion de carcinoma diferenciado a indiferenciado, como un evento final de la

carcinogénesis y que confiere una mayor agresividad [12] [73].

Por otra parte y como ya hemos ido mencionando, las caracteristicas de los pacientes y
los rasgos clinicopatologicos también pueden afectar al prondstico, como por ejemplo el
sexo masculino, la edad avanzada, o los hallazgos histolgicos (grado de diferenciacion,
variantes celulares como la de células altas o la de células columnares) [75]. En la ma-
yor parte de los estudios se ha encontrado que los pacientes diagnosticados de carcinoma

folicular tienen peor pronostico que los diagnosticados de carcinoma papilar, como con-
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firman Lundgren et al con un riesgo de muerte por el cancer casi 4.4 veces mayor que en
el papilar. Pero ademas, el carcinoma folicular suele estar menos diferenciado y determi-
nar estadios més altos en las clasificaciones TNM. Ademas, los tumores con infiltracion
linfoide se asocian a un mejor prondstico, al igual que la mayor diferenciacién celular. La
cirugia incompleta y las metéstasis al diagndstico, ya sean locales o a distancia, suelen
conferir un peor pronédstico. Lo mismo ocurre con el sexo masculino, la edad por encima
de los 45 aflos y un tamano tumoral por encima de los 4 cm [76]. Como dijimos anterior-
mente, estos datos suelen corresponder a estudios realizados para el CDT en general, sin
distinguir los diferentes subtipos histolégicos. Recientemente, Rios et al han analizado los
factores pronosticos para el carcinoma folicular, en pacientes con diagnodstico histologico
compatible, sin enfermedad diseminada al diagndstico, sometidos a cirugia potencialmen-
te curativa y con un seguimiento minimo de 5 anos (n=66). En sus resultados encuentran
que los principales factores predictivos de recidiva en el carcinoma folicular son la edad
por encima de 45 anos, el sexo masculino, la clinica local al diagnoéstico que se suele rela-
cionar con tumores de mayor tamano o con afectacién de estructuras adyacentes, la propia
infiltracién de estructuras vecinas, el tipo histolégico de carcinoma folicular, el tamano,
la invasion capsular o vascular y la presencia de adenopatias. De todos ellos los tinicos
que persisten como factores independientes en el andlisis multivariante son la clinica local
y la invasion de estructuras vecinas. Son datos a tener en cuenta, sin olvidar que es un

estudio con una pequena muestra de pacientes y de caracter retrospectivo [71].

1.4. MicroRNA, su desregulacion y el cancer

De acuerdo con los datos expuestos en la seccién 1.3.2, parece haber una predisposicion
genética en el cancer diferenciado de tiroides y, en el caso del carcinoma papilar, pare-
ce deberse a una variedad de mutaciones genéticas que pueden ser comunes y de baja
penetrancia o raras y con una alta penetrancia. También parece que los factores ambien-
tales juegan un importante papel. Otra idea importante es que los genes codificantes de
proteinas no explican por completo el proceso oncogenético de muchos tumores, por lo
que cada vez estd cobrando mas importancia el estudio del papel de genes no codificantes

recientemente identificados, como pueden ser los microRNA (miR) [6].

Los microRNA son moléculas de RNA enddgenas, pequenas, evolutivamente conservadas y
no codificantes, compuestas por entre 18 y 25 nucleétidos [77] que actiian como reguladores
postranscripcionales de la expresion génica mediante uniones selectivas a la regiéon 3’ no

traducida complementaria de RNAs mensajeros (mRNAs) por apareamiento de bases
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(aunque la unién a regiones codificantes o la regién 5’ no traducida también puede ocurrir).
De hecho, los microRNA estan considerados como uno de los més importantes reguladores
de la expresion genética a nivel postranscripcional, tomando parte en la expresion de
un tercio del genoma humano [78]. Estdn conservados evolutivamente entre las distintas
especies, son codificados en el genoma y transcritos por una RNA polimerasa II [79].
Fueron descritos por primera vez en 1993 en el nematodo Caenorhabditis elegans como
reguladores del desarrollo [77]. Se estima que hay més de 1300 microRNA maduros [80] en
humanos y parece que tienen un papel muy importante en diferentes procesos biolégicos
como reguladores del desarrollo celular, la diferenciacion, la proliferacion o la apoptosis.
Estudios recientes indican que los microRNA podrian actuar como oncogenes o genes
supresores tumorales [79]. Se cree también que un s6lo microRNA puede unirse a docenas
de mRNA codificantes de proteinas con funciones relacionadas [81]. Existe una base de
datos publica de microRNA (miRbase) donde se recogen todos los nuevos microRNA
que se van describiendo [82]. Recientes estudios han demostrado que un tnico gen de
microRNA puede dar lugar a varios isomiRs, que son moléculas maduras de microRNA
con diferente longitud. Este hecho tiene una importancia crucial en la funcién de los
microRNAs, ya que la adicion o deleccion de nucledtidos en el extremo 5’ del isomiR
da lugar a un cambio en la region "semilla” y consecuentemente lleva a la regulacion
de un grupo de genes distinto comparado con su isomiR homodlogo. Al igual que sus

correspondientes homologos, estos isomiR son especificos de tejido [83].

El primer grupo de microRNA regulado de forma negativa en el cancer se describié en
la leucemia linfocitica cronica en 2002, sugiriendo en aquel momento que esos genes no
codificantes contribuian al desarrollo del cancer. A partir de entonces, se observé que los
microRNA se expresaban de forma diferencial en las células tumorales, dando lugar a pa-
trones tnicos de expresion. Esto lleva a la idea de que el perfil de expresién de microRNA
quiza podria ser 1til en el diagnodstico del cancer o en el establecimiento de su prondsti-
co, asi como en el estudio y la comprensién de los mecanismos de carcinogénesis y en el
desarrollo de nuevas terapias [77]. En la ultima década, se ha estudiado la expresién de
microRNA en gran cantidad de tumores como el cancer colorrectal, el linfoma de células
B, el cancer de pulmén, el cancer de mama, el cancer de prostata o el glioblastoma [78].
La mayoria de los estudios han mostrado que los genes de los microRNA suelen estar
localizados en pequenas alteraciones cromosémicas en los tumores (amplificaciones, delec-
ciones, regiones de pérdida de la heterocigosidad) o en regiones comunes de interrupcién

cromosémica que se asocian al desarrollo del cancer [77].
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La desregulacion de los microRNA se puede deber a una sobreexpresién o infraexpresion,
debido a delecciones, amplificaciones, metilaciones aberrantes o mutaciones puntuales. En
definitiva, cualquier evento genético o epigénetico puede dar lugar a una desregulacién de
los microRNA [79]. Por ejemplo, se ha identificado una regulacién positiva de algunos de
ellos como el miR-~155 o el miR-21 que se consideran prooncogénicos. Pero también se ha
identificado una regulacién negativa menos frecuente, de otros microRNAs como el miR-
15a y el miR-~16 que se consideran supresores tumorales [6]. Algunos estudios sugieren que
existen menores niveles de microRNA en los tumores comparados al tejido normal y que
los tumores pobremente diferenciados suelen tener niveles globales menores de expresion
de estos genes comparados con los tumores bien diferenciados. De hecho, parece que una
mayor expresion estd relacionada con la diferenciacion celular, por tanto una reduccion
global de sus niveles podria llevar a la desdiferenciacion celular, que es uno de los hitos
del céncer [78]. Sin embargo, otros estudios no han confirmado este punto y mas bien
apuestan por una especificidad de tejidos y por una desregulacion que puede llevar a

niveles mayores o menores de microRNA segin el tipo de tumor [84].

Una de las implicaciones mas importantes del descubrimiento del papel de los microRNA
en el cancer es su utilidad diagnéstica, gracias a algunas caracteristicas especiales: son
relativamente resistentes a la degradacion por la actividad ribonucleasa y pueden ser
facilmente extraidos de pequenas muestras tisulares, muestras congeladas e incluso fijadas
con formalina o parafina [77]. Pueden ser usados para detectar un mayor riesgo de céncer
estudiando las variaciones asociadas a la enfermedad de sus secuencias; para diferenciar
tejido tumoral de tejido normal en muestras histologicas mediante el estudio de sus perfiles
de expresién [6]; para diagnosticar el cdncer en estadios precoces detectdndolos en sangre
periférica como se ha estudiado en el cdncer de préstata [85]; y finalmente para predecir

la evolucién clinica de la enfermedad como se ha hecho en la leucemia [86].

1.4.1. Mecanismos de accion

Se han propuesto dos mecanismos de accion fundamentales como causa de la regulacién
negativa de los microRNAs sobre la expresion génica en las células tumorales: uno de ellos
implica una represion transcripcional a través de factores oncogénicos de transcripcion y
el otro se basa en cambios en la biogénesis del microRNA en cuestiéon y en el hecho de
que las células tumorales suelen mostrar unos niveles reducidos o alterados de actividad
de algunos factores implicados en dicha biogénesis. En cualquier caso, esta claro que las

células tumorales presentan una desregulacién global de la funciéon de los microRNA que
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suele ser una regulaciéon negativa, con pérdida de microRNAs supresores tumorales y

acumulacion especifica de microRNAs oncogénicos, favoreciendo el desarrollo del cancer.
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Figura 1.16: Biogénesis de los microRNA [77]

En resumen, los microRNAs se transcriben por la accién de la RNA polimerasa II a
transcritos primarios que llamamos pri-microRNAs y que contienen una caperuza 5’, pero
también una regién en la que la complementariedad de las secuencias no es perfecta y
que se conoce como horquilla. Esta region de horquilla es reconocida en el niucleo por la
ribonucleasa Drosha y su companero DGCRS8, dando lugar a un precursor del microRNA
llamado pre-microRNA. El pre-microRNA se exporta al citoplasma a través de XP05!
y es escindido mas adelante por la ribonucleasa Dicerl a un microRNA de doble hebra.
Después de esto, el microRNA maduro se une a las proteinas Argonauta generando el
complejo RNA-induced silencing complex (RISC), donde la hebra pasajera es habitual-
mente degradada (Fig.1.16) [77]. A partir de aqui, la molécula de microRNA puede regular
de forma negativa la expresion de genes mediante dos mecanismos postranscripcionales
distintos, la escision del mRNA o la represiéon de la traduccién, dependiendo de su RNA
mensajero objetivo y del grado de complementariedad entre ambos. Si el mRNA objetivo

es lo bastante complementario al microRNA, se inducira una escision y en caso contrario,

HExportina 5.
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el microRNA reprimira la traduccién. En el caso de la escision, el microRNA actia como
una interferencia y escinde al mensajero por apareamiento de bases en las posiciones 10
y 11 del miR. Después de este proceso, el microRNA permanece intacto para una nueva
escisién. Por otra parte, en la represion de la traduccion, debido a la baja complementa-
riedad, se producen una serie de desajustes y grumos en la regién central del completo
microRNA-mRNA que evitan la escision. Lo que ocurre es que producen una interferencia
en la subunidad 40s del ribosoma o en el ensamblaje de la subunidad 60s para formar el
complejo ribosémico 80s, de modo que el mensajero no puede ser traducido tal y como se
muestra en la Fig.1.17 [78].
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Figura 1.17: Mecanismo de regulacién negativa [78]

Ademas, estudios recientes han propuesto un papel de regulacién positiva de los microR-
NAs sobre la expresion génica. Vasudevan et al demostraron que el miR-369-3 podia
unirse a una regién rica en elementos AU (AREs) del mRNA del T'N F« para regular
positivamente su traduccién. El proceso podria tener lugar por apareamiento de bases
entre regiones germen del miR-369-3 y regiones ARE complementarias en el mRNA del
TN Fa cuando se dan condiciones de detencion del ciclo celular. De acuerdo a sus datos,
concluyeron que los microRNA podrian virar entre la represién de la traduccién o su
activacion dependiendo de la fase del ciclo celular. En células proliferantes, los microR-

NAs podrian promover la represién mientras que en células detenidas podrian activar la
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traduccion [87]. En otro estudio, Ocrom et al demostraron que el miR-10a interactiia con
la regién 5’ no traducida (5’UTR) del RNA mensajero de proteinas ribosomales. Esta
interaccion podria dar lugar a la promocién de la traducciéon de dichas proteinas riboso-
males. Ademas, el miR-10a podria también reprimir la traduccién uniéndose a regiones 3’
no traducidas (3’'UTR). De acuerdo con estos datos, sugirieron que el mismo microRNA
podria tener diferentes efectos en la traduccion dependiendo del sitio en el que interactie

con el objetivo [88].

1.4.2. Papel de los microRNAs en las vias oncogénicas

Los microRNAs estan implicados en gran cantidad de vias oncogénicas como por ejemplo
K-RAS o MYC, pero una de las mas relevantes es sin duda la regulacion de la proteina
p53. Esta proteina es un gen supresor tumoral muy conocido, que actiia como un factor
de unién a secuencias especificas de DNA, de modo que puede activar o reprimir su trans-
cripcién. La mayoria de las acciones de p53 se pueden explicar mediante su habilidad
para controlar genes codificantes de protefnas canénicas como CDKN1A!'?2 o0 PUMA!3,
pero también puede activar gran cantidad de microRNAs. Entre los mejor estudiados
podemos destacar la familia de miR-34, que puede promover la proliferacion o la apop-
tosis, pero también miR-192, miR-194, miR-215, miR-605 o miR-107 estan implicados
en algunos procesos controlados por la via de p53 como la angiogénesis o la transicion
de epitelial a mesenquimal. De la misma manera, algunos microRNAs pueden reprimir a
pH3 promoviendo la carcinogénesis. Por tanto, con ejemplos como el de pH3, esta claro
que los microRNAs pueden interactuar en vias relevantes en la carcinogénesis a diferentes

niveles [77].

1.5. Desregulacién de los microRNAs en el cancer de

tiroides

Se han hecho gran cantidad de estudios sobre el papel de los microRNAs en el cancer de
tiroides y se ha observado que en el 32 % de los tumores tiroideos existe una regulacién po-
sitiva de los microRNAs y en el 38 % una regulacién negativa, con diferencias significativas
comparando con el tejido normal. Los perfiles de expresién de los microRNAs dependen

del tipo de tumor [78] ya que la mayoria de ellos se expresan de forma tejido-especifica y

12Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A.
13p53 up-regulated modulator of apoptosis.
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ademds su expresion es distinta entre el tejido normal y el neoplasico [84]. Es més, existen
también diferencias entre tumores originados a partir del mismo tipo celular. Hoy en dia,
aun no se conoce con exactitud el papel bioldgico de los microRNAs en la carcinogénesis
tiroidea, pero existen razones para suponer que los diferentes perfiles de expresion compa-
rados con el tejido normal pueden ser ttiles en el diagnostico, la clasificacién, el prondstico

y el tratamiento [78].

1.5.1. Carcinoma papilar y microRNAs

Se conocen multiples mutaciones carcinogénicas en el cancer de tiroides. Por ejemplo, en
el carcinoma papilar que es la neoplasia tiroidea maligna mas frecuente, la activacién de
la via de senalizacion de MAPK tiene un papel central tal como se explico en la seccion
1.3.2. Esta activacién puede ser secundaria a mutaciones puntuales de BRAF o RAS o
a reordenamientos de RET/PTC. Estas dos mutaciones excluyentes se encuentran en el
70 % de los carcinomas papilares y su relacién con la desregulaciéon de los microRNAs

permanece ain por explicar.

En un estudio reciente, Nikiforova et al demostraron que los diferentes tipos histopa-
tolégicos de tumores tiroideos derivados del mismo tipo celular, tenian diferentes perfiles
de expresion de microRNAs, incluso el mismo tipo celular puede presentar diferentes pa-
trones en relacion a mutaciones oncogénicas especificas. Identificaron un grupo de siete
microRNAs que estaban constantemente sobreexpresados en todos los tumores deriva-
dos del epitelio folicular: miR-187, miR-221, miR-222, miR-181b, miR-146b, miR-~155 y
miR-224. De este grupo, los més frecuentemente desregulados parecian ser el miR-221, el
miR-222 y el miR-~146b, pero sus niveles de expresion variaban de un tumor a otro y se
vio que estaban mas frecuentemente sobreexpresados en aquellos tumores portadores de
mutaciones de BRAF [84]. Estos datos son consistentes con los aportados por Marini et
al, segtin los cudles hay un grupo de unos tres microRNAs claramente sobreexpresados en
el carcinoma papilar comprado con el tejido normal adyacente, con unos niveles de entre
11 y 19 veces mas. Son precisamente el miR-146, el miR-221 y el miR-222. El objetivo
de estos microRNAs parece ser c-KIT, que es un receptor tirosinquinasa relacionado con
los genes MAPK y RAS, implicado en el crecimiento celular y la diferenciacion. En el
tejido de carcinoma papilar donde estos microRNAs se sobreexpresan se ha visto que hay
una regulacién negativa de un transcrito y una proteina de ¢-KIT. La ausencia de c¢-KIT
es una caracteristica del carcinoma papilar, pero su significado biolégico todavia no se

conoce con exactitud [78].
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Por otra parte, estudios recientes han sugerido que los niveles de expresion de estos tres
microRNAs podrian estar relacionados con la invasion extratiroidea, especialmente miR-
146 [89]. Un factor de riesgo muy importante en el carcinoma papilar son las mutaciones del
proto-oncogén RET, de modo que algunos estudios han tratado de identificar el perfil de
microRNAs de estos tumores. Uno de esos estudios demostré que 21 microRNAs estaban
significativamente sobreexpresados en las lineas celulares con mutaciones de RET, entre
ellos el miR-~146 [90]. De hecho, el miR-146a tiene un papel muy importante en el estudio
de la desregulacién de los microRNAs en el cancer porque un polimorfismo G/C comtin
de esta molécula en cuestién se ha encontrado en pacientes con carcinoma papilar por
secuenciacién de DNA. Este fue uno de los primeros polimorfismos de un microRNA
descrito con implicaciones en la predisposicion al cancer. Se observéd que el pre-miR y el
miR maduro estaban dos veces menos expresados en el alelo C que en el alelo G. Por tanto,
se observé que el cambio en un sélo nucleétido, lo que se conoce como polimorfismo de un
s6lo nucledtido (SNP: single nucleotide polymorphism), produce un cambio significativo en
la cantidad de microRNA expresada y esta situacién lleva a una inhibicién menos efectiva
de los genes objetivo y por tanto a la carcinogénesis [6]. Otros muchos microRNAs se
han relacionado con mutaciones oncogénicas, por ejemplo el miR-187 parece ser el mayor
regulador positivo en tumores con reordenamientos RET/PTC y mutaciones RAS, pero
estd menos expresado en tumores con mutaciones BRAF. Por otra parte, el miR-224

estd sobreexpresado en todos los carcinomas papilares.

En conclusién, sabemos que las mutaciones oncogénicas del carcinoma papilar se aso-
cian con diferentes perfiles de expresién de genes codificantes, caracteristicas fenotipicas
especificas y propiedades bioldogicas diferentes. Pero también parece que existe una alta
correlacién entre las mutaciones presentes y el perfil de expresién de los microRNAs, de
modo que estos perfiles pueden estar relacionados con algunas caracteristicas del tumor
que determinan de algiin modo la evolucién de la enfermedad. Todos estos datos sugieren
que el andlisis de los microRNAs en pacientes con carcinoma papilar de tiroides puede ser

util en el diagndstico y el manejo del cédncer de tiroides [84].

1.5.2. Carcinoma folicular y microRNAs

Existen pocos estudios sobre la desregulacién de los microRNAs en el carcinoma folicular y
la mayoria comparados con los adenomas foliculares. Se han identificado cuatro microR-
NAs que estan sobreexpresados en el carcinoma comparado con el adenoma: miR-~192,

miR-197, miR-328 and miR-346. Todos ellos parecen especificos del fenotipo celular del
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carcinoma folicular. El objetivo del miR-197 parece ser el receptor tipo 1 de la activina A,
una proteina inhibidora del crecimiento celular. Para el miR-346 el objetivo parece ser, sin
embargo, la fibulina 4, una proteina implicada en la estabilizacién y organizacion de las

estructuras de la matriz extracelular implicadas en el proceso de supresién tumoral [78].

Sabemos que uno de los mayores retos en el diagnostico de un nédulo tiroideo mediante
PAAF es la diferenciacién de las muestras con proliferacién folicular, ya que no permiten
diferenciar claramente entre carcinomas e hiperplasias foliculares, a fin de evitar cirugias
innecesarias. Nikiforova et al identificaron un grupo de siete microRNAs titiles en esta
diferenciacion entre carcinoma y adenoma folicular con una exactitud elevada, entre los
que se encontraban el miR-221 y el miR-222. De acuerdo con sus resultados, cuando
al menos uno de esos microRNA esta sobreexpresado mas de dos veces, la sensibilidad
para la deteccién del tumor es del 100 % y la especificidad del 94 %. Cuédndo tres o mas
microRNAs estan sobreexpresados, la sensibilidad para la deteccién del tumor es del 88 %
pero la especificidad del 100 % [84].

1.5.3. Carcinoma anaplasico y microRNAs

Se han identificado multitud de microRNAs con bajos niveles de expresion en el carcino-
ma anaplasico, pero sélo unos pocos sobreexpresados, lo que sugiere que los microRNAs
infraexpresados pueden tener un papel de genes supresores tumorales o de diferenciacion.
Algunos microRNAs con bajos niveles de expresion en este tipo de tumor son los miR-
25, miR-~26a, miR-30a, miR-30d y miR-125b. Uno de los pocos que se han encontrado

sobreexpresados es el miR-21 [80].

1.5.4. Papel de los microRNAs en las vias de senalizacion mo-

lecular en el cancer de tiroides

La via de senalizacién de la fosfatidilinositol 3-quinasa (phosphatidylinositol 3-kinase
(PI3K)) es una via muy importante en la oncogénesis tiroidea, especialmente en el car-
cinoma folicular, como ya se mencioné en la secciéon 1.3.2. En esta via, la molécula de
senalizaciéon mds importante es la proteina quinasa B (AKT), cuya actividad aumentada
potencia la actividad de PISK o bien reduce la actividad del homologo de la fosfatasa y
la tensina PTEN, ambos eventos relacionados con el tamano del tumor y la invasion en
los tumores derivados del epitelio folicular. La actividad aumentada de AKT se relaciona

con mutaciones de RET o RAS, pero no con mutaciones de BRAF [6].
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miR-221 y miR-222

Esta familia esta codificada en el cromosoma X. Se encuentran sobreexpresados en dife-
rentes tumores ademas del carcinoma papilar, entre los que destacan el cancer de colon,
el cancer de pulmén no microcitico, el cancer de ovario, el cdncer de mama, el carcinoma
oral de células escamosas, el carcinoma hepatocelular, el cancer de préstata, el cancer
renal de células claras, los gliomas, el mieloma multiple o algunas leucemias. En general
su sobreexpresion se ha asociado con una peor evolucién en estas neoplasias. Se han pos-
tulado como objetivos numerosos genes implicados en el crecimiento celular, la regulacién
del ciclo celular, la apoptosis, factores de transcripcion, proto-oncogenes y supresores tu-
morales [80]. Por ejemplo, la proteina p27 es un importante regulador del ciclo celular
que controla la progresion a la fase G1 y su inhibicién depende de la activacion de la via
AKT. Un estudio reciente mostré que esta proteina puede ser inhibida por miR-221 y
miR-222 [91]. Un importante gen supresor tumoral relacionado con estos microRNAs es
PTEN, asi como el cluster c-KIT cuyos niveles aumentan en relacién con esta familia de

microRNA y eso podria jugar un papel oncogénico que no es del todo conocido [80].
miR-146

El miR-146 esta codificado en dos loci diferentes, el 5q33 y el 10g24, que codifican res-
pectivamente el miR-146a y el miR-146b. Ambos se encuentran sobreexpresados en el
carcinoma papilar, también en la variante folicular y en otros tumores no papilares aun-
que con mucha menor frecuencia. Su mayor expresion se relaciona con una mayor agre-
sividad del tumor. Uno de sus objetivos mds importante es el NF-xB ', cuya activacién

esta relacionada con las neoplasias tiroideas [80].
miR-21

La proteina activadora 1 (activator protein-1 o AP-1) es uno de los represores més im-
portantes de la expresion de PTEN, asi como un destacado regulador de algunos eventos
fundamentales en el cancer como la proliferacion celular, la apoptosis, la invasion tumoral
o la angiogénesis. Parece que miR-21, un microRNA asociado con casi todos los tumores
estudiados incluido el carcinoma papilar, es inducido por AP-1. Como se dijo anterior-
mente una actividad descendida de PTEN esta relacionada con el cancer de tiroides, de

modo que si miR-21 estd sobreexpresado, PTEN y sus genes relacionados se reprimiran

1 Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas.
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llevando a fenémenos oncogénicos [92].
miR-486

En otro interesante estudio se observo que miR-486 podia reprimir a PTEN aumentando
la actividad de las vias AKT y PI3K. Parece que este microRNA es un regulador negativo
en el carcinoma papilar, de modo que podria tener un efecto dual sobre la via AKT:
podria regular positiva o negativamente algunos reguladores positivos de esta via como

por ejemplo el factor de crecimiento insulinico 1 o IGF-1 [6].

1.5.5. Receptor de hormona tiroidea § y microRNA

Los receptores de hormona tiroidea (THR) han demostrado jugar un papel importante en
la carcinogénesis. Estos receptores son factores de transcripcién ligando-dependientes que
regulan algunos procesos celulares como la proliferacion, la diferenciacion y la apoptosis.
Existen dos genes, el receptor de hormona tiroidea o (THRa) y el receptor de hormona
tiroidea 5 (THRp), que codifican cinco subtipos diferentes de receptores. Junto a las
hormonas tiroideas, basicamente junto a 73 , hay elementos del receptor de hormona
tiroidea (TRE) que se localizan habitualmente en las regiones promotoras de los genes
diana de T3 y que tienen una influencia en los mecanismos reguladores ejercidos por el

THR. En el proceso estén implicados multiples correpresores y coactivadores [93].

El papel del THRS en la carcinogénesis tiroidea se ha estudiado en ratones mutantes
knock-in para un THRA truncado que se conocen como TRATY [94]. Se ha visto que
los ratones TRAFV/PV desarrollan espontdneamente hiperplasia papilar con la edad y
que ésta puede evolucionar dando lugar a invasion capsular, invasién vascular, anaplasia
y metéstasis a distancia (también con patrén anaplédsico y folicular) [95]. Parece que
puede haber una relacion entre este fenémeno y una actividad incrementada de AKT en
estos ratones, y también parece que las hormonas tiroideas podrian activar la senalizacion
PISK/AKT creando un vinculo entre esta via y el THRS. En cualquier caso, estos ratones
tienen una importante alteracion del eje hipdfisis-tiroides con niveles elevados de TSH

asociados a niveles elevados de T3 [93].

De acuerdo con estos datos, podriamos aceptar que una mutacién de un alelo del THRS
en ausencia del alelo salvaje, es suficiente para inducir el cancer de tiroides como se

ha demostrado en los ratones TRAYY/~. La disminucién de funcién del THRS podria
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ser debida a mutaciones somaticas o hipermetilaciones, pero también podria deberse a
la regulacion positiva por parte de algunos microRNAs. La regién 3’UTR del THRS
aloja catorce sitios de unién para los microRNAs reguladores positivos més importantes
implicados en el carcinoma papilar [6]. Jazdzewski et al testaron cuatro de ellos (miR-
221, miR-146a, miR-21 and miR-181a) y demostraron que esos microRNAs inhibian el
mRNA y las proteinas del THRS, inhibiendo por tanto los genes dependientes de la union
T5-THRS [93]. Otros estudios también han demostrados que los microRNAs reguladores
negativos también pueden inhibir al THRj, sugiriendo una compleja regulacion 75-THR3-

microRNA en el carcinoma papilar [6].

1.5.6. MicroRNAs como factores pronodsticos en el cancer de

tiroides

Anteriormente se mencioné en la seccién 1.5.1 que estudios recientes habian mostrado
que habia un aumento en la expresion aberrante de microRNAs en el carcinoma papilar
comparado con el tejido normal, especialmente de los miR-221, miR-222 and miR-146b.
Por tanto, estos datos apoyan la idea de que la desregulacién de los microRNAs estd aso-
ciada con la transformacién de las células tiroideas. Ademas, se ha visto que el miR-146b
estd relacionado no sélo con la carcinogénesis tiroidea, sino también con la invasion ex-
tratiroidea, los estados avanzados del carcinoma papilar y las mutaciones BRAF. Estos
resultados destacan la importancia del miR-146b como determinante de la agresividad
del carcinoma papilar y en la identificacion de genes objetivo potencialmente relacionados
con la agresividad del tumor [89]. Algunos estudios recientes han demostrado el papel del
miR-146b en otros tipos de tumores solidos como el cancer de mama, el carcinoma oral de
células escamosas o el carcinoma escamoso de pulmén. En este tultimo, miR-146b parece

ser uno de los factores mas fuertes para determinar el prondstico.

En un estudio muy reciente, Chou et al evaluaron la eficacia prondstica de este microR-
NA determinando los mecanismos por los cudles el miR-146b influia en la agresividad del
carcinoma papilar en las lineas celulares que albergaban mutaciones de BRAF. Evaluaron
muestras de tejido obtenidas de una cohorte de 71 pacientes sometidos a tiroidectomia
entre 1997 y 2005. Los pacientes fueron clasificados en dos grupos: libres de enfermedad
(n=41) o con enfermedad activa (n=30) basdndose en los informes médicos al final del
seguimiento; y también fueron clasificados como de bajo o alto riesgo de acuerdo al sis-
tema de estadificacion TNM de la UICC/AJCC. Sus resultados mostraban que estadios

avanzados del tumor, la presencia de metastasis ganglionares cervicales y la expresion de
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miR-146b eran factores de riesgo independientes para un mal prondstico en el carcinoma
papilar en un estudio univariante. Como se puede observar en las curvas de Kaplan-Meier
(Fig.1.18), demostraron la relacién entre los niveles de miR-146b, el estadio del tumor,
la presencia de metdastasis ganglionares cervicales y las mutaciones BRAF con las tasas
de supervivencia libre de enfermedad. De modo que pacientes con niveles de expresion
elevados de miR-146b en el tumor primario tenian una menor tasa de supervivencia li-
bre de enfermedad que aquellos con bajos niveles de expresion de miR-146b (Fig.1.7A)
con una p<0.05. Respecto al estadio avanzado y la presencia de metastasis cervicales,
también encontraron menor tasa de supervivencia libre de enfermedad en comparacién
con los pacientes con estadios mas precoces y sin metastasis ganglionares con una p<0.05
(Fig. 1.7B, C). En cuanto a las mutaciones BRAF, no encontraron diferencias significati-
vas en la supervivencia libre de enfermedad comparado con los pacientes sin mutaciones.

Obtuvieron los mismos resultados con los modelos de riesgos proporcionales de las curvas
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Figura 1.18: Asociacién entre la expresion de miR-146b y la tasa de supervivencia libre
de enfermedad [96]

Por otra parte, estudiaron el potencial oncogénico de miR-146b en estudios in vitro. Obser-
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varon que las células que sobreexpresaban este microRNA eran significativamente menos
sensibles a la inhibicién del crecimiento celular por contacto célula-célula que aquellas
que habian sido transfectadas con un control negativo. Del mismo modo, las células que
sobreexpresaban el miR-146b eran menos sensibles a la apoptosis inducida por ciclofosfa-
mida. Finalmente, estudiaron la influencia en la agresividad del tumor, demostrando que
la sobreexpresiéon de miR-146b promueve la migracién celular y la invasién in vitro, con
diferencias estadisticamente significativas con el control, pero independientemente de las
mutaciones BRAF.

En conclusion, en este estudio se demostrd que los niveles de expresion de miR-146b en el
tejido tumoral tienen un valor prondstico en pacientes con carcinoma papilar y que pueden
ser utilizados como un factor predictivo significativo de la evoluciéon de la enfermedad
asociado al estadio del tumor y la invasion extratiroidea en el momento de la cirugia.
Ademas, en sus estudios in vitro los datos sugieren que su sobreexpresion esta relacionada
con la agresividad del tumor y su capacidad invasiva [96]. Similares resultados se han
encontrado en otros estudios para las familias miR-221 y miR-222 maés elevados en tumores
con caracteristicas de peor prondstico como un mayor tamano tumoral, invasion capsular,
vascular o linfatica o presencia de metéstasis [83]. En el Cancer Genome Atlas [73] las

familias de miR-221 y miR-222 se asociaron a tumores menos diferenciados.

1.5.7. MicroRNAs circulantes

En conclusién de lo anteriormente expuesto, los perfiles de expresién de los microRNAs
podrian convertirse en nuevos biomarcadores para el diagnéstico y la caracterizaciéon de
los tumores tiroideos, pero ademas podrian tener implicaciones prondsticas o ser posibles
objetivos para nuevas terapias moleculares. La mayoria de los estudios que se han llevado
a cabo en este campo se han realizado comparando tejido tiroideo normal con muestras
de cancer de tiroides procedentes de la cirugia. Sin embargo, en los ultimos anos se ha
extendido de forma general en oncologia la necesidad de encontrar nuevos biomarcadores
faciles de estudiar y en este sentido la sangre puede ser la muestra ideal ya que puede
recogerse de forma minimamente invasiva [97]. De modo que quizé la aplicacién maés
atractiva de los microRNAs como herramienta diagnéstica en el cancer sea la presencia
de microRNAs circulantes en sangre periférica [77]. Todo apunta a que los microRNAs
circulantes podrian ser ese nuevo biomarcador, ya que son moléculas muy estables con una
resistencia relativa a la actividad RNA-asa, estan claramente desregulados en el cédncer

(posiblemente con una influencia en su comportamiento biolgico y su fenotipo clinico),

83



1.5. DESREGULACION DE LOS MICRORNAS EN EL CANCER DE TIROIDES

sus patrones de expresion son tejido-especificos y pueden ser facilmente dosificados por

técnicas no invasivas [78].
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Figura 1.19: Identificacién de microRNAs en plasma humano [85]

En un estudio reciente, Mitchell et al demostraron que el miR-141 podia ser un biomar-
cador sanguineo para el cancer de prostata, ya que permitia diferenciar controles sanos de
pacientes con cancer de prostata metastasico. Lo primero que hicieron fue confirmar que
derivados de la sangre como el plasma o el suero contenia moléculas pequenas de RNA de
un tamano concordante con el de los microRNAs (Fig.1.19). Después de esta confirmacion
llevaron acabo estudios para demostrar que la mayoria de esas moléculas de un tamano

entre 18 y 24 nucledtidos, eran realmente microRNAs. En este estudio también quedo pro-
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bado que los microRNAs son moléculas muy estables en plasma y suero. La resistencia a
la actividad RNA-asa podria ser una caracteristica intrinseca o debido a factores extrinse-
cos, por ejemplo podria estar asociada a proteinas plasmaticas o incluidas en exosomas.
Otra idea importante que se expone en este estudio es que existen microRNAs deriva-
dos del tumor y que parecen llegar a la circulacién en un nivel suficiente como para ser
medidos. Una vez confirmados estos datos en modelos animales y humanos, compararon
muestras de plasma de pacientes con cancer de prostata metastasico y controles sanos,
eligiendo un grupo de microRNAs en principio especificos para el cancer de préstata y
que no debian estar en los individuos sanos. Encontraron diferencias significativas en los
niveles plasmaticos de esos microRNAs entre los casos y los controles. La mayor diferencia
se encontré para el miR-141 que estaba 46 veces sobreexpresado en los casos comparados
con los controles, con una sensibilidad del 60 % y una especificidad del 100 %. Ademaés,
parece haber una moderada correlacién con los niveles de PSA y este microRNA parece
ser especifico de células epiteliales. Por tanto, podria ser 1til en la deteccién del cancer
o de las recurrencias en otros tumores como el cancer de pulmoén o el de mama. Por el
contrario, los niveles plasmaticos de otros microRNAs no relacionados con el tumor no

mostraron diferencias significativas entre los casos y los controles [85].

Existen otros ejemplos de microRNAs circulantes, algunos no relacionados con el cancer.
Chim et al detectaron un microRNA de posible origen placentario en el plasma de mujeres
embarazadas [98] y Lawrie et al detectaron elevaciones de los niveles séricos de microRNAs

en pacientes con linfoma [99].
MircoRNAs circulantes y cancer de tiroides

Existen pocos datos sobre los microRNAs circulantes como herramienta diagnodstica en
el cancer de tiroides, pero en un estudio reciente de Yu et al se compararon los perfiles
de microRNAs séricos de pacientes con carcinoma papilar o nédulos tiroideos benignos
con controles sanos, asi como los perfiles de microRNAs séricos con los perfiles tisulares
de pacientes con diferentes caracteristicas clinico-patologicos de carcinoma papilar. Selec-
cionaron a 106 pacientes con carcinoma papilar, 95 pacientes con nédulos benignos y 44
controles sanos. Identificaron microRNAs ttiles en base a los siguientes criterios: al menos
30 copias en los tres grupos, cambios de al menos 5 veces en la expresiéon en el grupo de

carcinoma papilar comparado con los otros dos y sobreexpresion en dicho grupo.

Sus resultados sugieren que el uso combinado de let-7e, miR-151-5p y miR-222 puede ser
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un biomarcador sérico potencial para el diagnéstico preoperatorio del carcinoma papilar
con una sensibilidad y especificidad relativamente altas. Ademas, demostraron una sobre-
expresién consistente de miR-151-5p y miR-222 en los pacientes con carcinoma papilar
comparados con los casos de nédulos benignos, pero no para let-7e, que podria originarse
en las células normales debido a condiciones carcinogénicas. Respecto a las caracteristicas
clinico-patolégicas, encontraron que el miR-222 estaba asociado con las metéastasis gan-
glionares y los estadios TNM avanzados en pacientes con carcinoma papilar, mientras el
miR-151-5p estaba asociado con las metastasis ganglionares y el mayor tamano del tumor.
Sabemos de estudios previos que el miR-222 tiene como objetivos a p27, p57 y PUMA,
jugando probablemente un papel importante en la carcinogénesis tiroidea. Por otra parte,
miR-151-5p reside en el gen que codifica la proteina quinasa de adhesién focal (FAK),
una tirosin-quinasa implicada en la invasion celular y las metastasis. También analizaron
la asociacion entre los microRNAs séricos y los niveles de Tg, sin encontrar correlacion
alguna, lo mismo que ocurri6 con las mutaciones BRAF. Finalmente, analizaron los cam-
bios en los niveles de microRNAs tras la cirugfa, y se observé un descenso significativo en
sangre de los niveles de miR-151-5p y miR-222 tras la reseccién quirdrgica del carcinoma
papilar primario, sugiriendo su posible aplicacion como biomarcador para monitorizar la

recurrencia tumoral y predecir el prondstico [100].

En otro estudio muy reciente, Lee et al hicieron un analisis parecido para identificar en
tejido tiroideo microRNAs que pudieran servir de biomarcadores en el cancer de tiroides
y para establecer si esos mismos microRNAs se podian detectar en sangre periférica. Para
ello establecieron cuatro grupos de estudio: dos de ellos retrospectivos, de pacientes con
carcinoma papilar con y sin recurrencia del tumor, para comparar la expresion de los
microRNA tisulares; los otros dos grupos fueron reclutados de forma prospectiva para
medir los niveles de microRNA en sangre periférica y estaban formados por pacientes
diagnosticados de cancer de tiroides sin metastasis ganglionares ni a distancia que iban a
ser sometidos a tiroidectomia y por pacientes con bocio multinodular que también iban
a ser intervenidos. Finalmente utilizaron tejido tiroideo normal obtenido de pacientes
sometidos a laringuectomia y sangre periférica de pacientes sin cdncer como controles
sanos. Observaron que los miR-222 y miR-146b estaban claramente sobreexpresados en los
pacientes con carcinoma papilar recurrente en comparacion con los que no habian tenido
recurrencia y a pesar de que en la comparacién de la mutacion BRAF no encontraron
diferencias significativas, los niveles tisulares de miR-221, miR-222 y miR-146b estaban

fuertemente relacionados con la presencia de este oncogén. Esto sugiere que la presencia

15P53 upregulated modulator of apoptosis.
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de estos microRNAs estd asociada con una mayor agresividad, incluso con mas claridad
que BRAF. Estos datos son concordantes con estudios anteriores que relacionan estos
microRNAs con la agresividad del tumor, con las implicaciones que eso podria tener en el
diagnéstico, la planificacién del tratamiento y el prondstico de la enfermedad. Ademas en
el estudio confirman que estos microRNAs se pueden medir en plasma y que sobre todo
el miR-222 y el miR-146b estan sobreexpresados en plasma de pacientes con carcinoma
papilar comparados con pacientes sanos. También confirman, como ya se ha sugerido en
otros estudios previos, que los niveles de microRNAs descienden en los pacientes tras la
tiroidectomia y el vaciamiento del compartimento central. Sin embargo, observaron que
los niveles de esos mismos microRNAs también estaban elevados en pacientes con bocio
multinodular, por lo que quiza no sean ttiles en el diagnodstico inicial del cancer de tiroides
al igual que ocurre con la tiroglobulina. Concluyen por tanto, que estos tres microRNAs
podrian ser utiles en el seguimiento de los pacientes con carcinoma papilar de tiroides,

especialmente cuando la tiroglobulina no sirve como marcador [101].

En definitiva, los microRNAs circulantes son una aproximacion prometedora a esos nuevos
biomarcadores sanguineos en cancer y por tanto también en cancer de tiroides. Como se ha
expuesto anteriormente, parece haber mayores niveles de ciertos microRNAs en la sangre
de pacientes con carcinoma papilar comparados con sujetos sanos o con tumores benignos.
Por otra parte, algunos microRNAs como el miR-146b han mostrado su utilidad como
factor prondstico. Por tanto, su determinacién podria orientar sobre el tratamiento més

adecuado en cada paciente [80].

1.5.8. MicroRNA como diana terapéutica en el cancer de tiroi-
des

Finalmente, otro punto realmente interesante y prometedor de los microRNAs es la po-
sibilidad de que se conviertan en nuevas dianas terapéuticas, ya que a diferencia de los
cambios genéticos, las alteraciones en la regulacion de los microRNAs puede ser modu-
lada. La sobreexpresién puede ser abolida mediante inhibidores especificos o antimiRs,
que son moléculas sintéticas que impiden la unién de un microRNA con su objetivo. Del
mismo modo los niveles bajos se pueden revertir mediante la liberacién de microRNAs
maduros sintéticos que emulen a los enddgenos (siRNA) o bien mediante la utilizacién de

precursores de los microRNAs producidos en plasmidos [83].

Se ha descrito en diversos estudios que la inhibicién de la expresion de miR-146b incre-
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menta la sensibilidad al yodo radiactivo en tumores pobremente diferenciados regulando
la expresion del cotransportador sodio-yodo (NIS) [102]. Riesco-Eizaguirre et al demos-
traron que miR-146b se une a la region 3’-no traducida de PAXS8 y NIS, reprimiendo la
traduccién de la proteina yodada y esto conduce a una insensibilidad al tratamiento con

yodo radiactivo [103].

De momento, sélo se han llevado a cabo estudios en animales y ain quedan muchas

cuestiones por resolver antes de que se puedan iniciar ensayos clinicos en humanos [83].
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2.1. HIPOTESIS

2.1. Hipdtesis

La desregulacién de los microRNA juega un importante papel en la carcinogénesis tiroidea.
Algunos de ellos, como los miR-146, miR-221 y miR-222 se han identificado claramente
sobreexpresados en tejido tumoral tiroideo comparado con tejido normal, incluso algunos
se han encontrado sobreexpresados en sangre periférica. Aunque aiin hay muy pocos datos
respecto a los microRNA circulantes en el carcinoma diferenciado de tiroides. Nuestra
hipétesis es que los microRNA circulantes en sangre periférica pueden tener una relacion

importante con la evolucion de la enfermedad.

2.2. Objetivos

2.2.1. Objetivo principal

El objetivo principal de este proyecto es definir el perfil de expresion de microRNAs de
una muestra de pacientes con carcinoma diferenciado de tiroides (carcinoma papilar y

carcinoma folicular) y su relacién con el pronéstico y la evolucién de la enfermedad.
Objetivos especificos

= Objetivo 1: Identificar factores comunes entre las caracteristicas clinicopatolégicas,
de buen prondstico y mal prondstico en nuestra poblacion con carcinoma diferen-

ciado de tiroides.

= Objetivo 2: Determinar las diferencias en la expresion de un grupo de microRNAs
en sangre periférica, relacionados con la oncogénesis, entre diferentes poblaciones
de pacientes con carcinoma diferenciado de tiroides atendiendo a dos clasificaciones:
la primera establece tres grupos que son pacientes curados, pacientes no curados
pero con enfermedad estable y pacientes con enfermedad activa o en progresion;
la segunda se basa en la estratificacion dinamica del riesgo de recurrencia y esta-
blece cuatro grupos que son respuesta excelente, respuesta bioquimica incompleta,

respuesta estructural incompleta y respuesta indeterminada.

= Objetivo 3: Determinar si existe relacion entre los niveles de expresién de los dife-
rentes microRNAs analizados y los niveles de Tg en el momento de la extraccién de

la muestra.
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= Objetivo 4: Establecer, segtin los resultados de estas comparaciones, si los niveles
de microRNAs en sangre periférica tienen validez como marcador prondstico en la
evolucion de la enfermedad, bien sea como factor complementario o como factor

sustitutivo de otros marcadores como la Tg.
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3.1. DISENO

3.1. Diseno

Este estudio es un estudio longitudinal y analitico, retrospectivo, de casos y controles,

que incluye determinacion de marcadores moleculares experimentales.

3.2. Pacientes y métodos

3.2.1. Poblacion de estudio

La poblacién de estudio pertenece al area de cobertura del Hospital Universitario Virgen
de la Victoria de Malaga. Se trata de un hospital de tercer nivel con un Centro Periférico
de Especialidades asociado. Es centro de referencia del area de la provincia de Mélaga
y asiste a una poblacién aproximada de 750000 habitantes. Nuestros grupos de estudio
se seleccionaron de la consulta especifica de cancer de tiroides. De la muestra general de
pacientes con carcinoma diferenciado de tiroides, se seleccion6 a los tres grupos de estudio

con los siguientes criterios de inclusion:
= Edad >18 anos.

= Al menos 12 meses de seguimiento en la consulta especifica desde el diagndstico

inicial.

= Diagnéstico histolégico de carcinoma diferenciado de tiroides de origen folicular

(carcinoma papilar y carcinoma folicular y sus distintas variantes histolégicas).

= Aceptacién de participar en el estudio y firma del consentimiento informado por

escrito. (Apéndice ?7).
Como criterios de exclusion se tuvieron en cuenta los siguientes:
» Seguimiento inferior a 12 meses en la consulta especifica desde el diagndstico inicial.

= Diagnéstico histolégico de carcinoma medular, pobremente diferenciado o anaplasi-

CO.

= No aceptacion por parte del paciente de la participacion en el estudio.
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La muestra (n=60) quedé dividida en tres grupos de estudio:

» Grupo control: (n=24) pacientes con carcinoma diferenciado de tiroides que cumplen

criterios de curaciéon al primer ano de seguimiento, segin criterios de tiroglobulina
y técnicas de imagen (ecografia cervical y/o rastreo corporal total). Durante el

seguimiento posterior estos pacientes mantuvieron criterios de curacion.

» Grupo de estudio 1: (n=17) pacientes que no cumplen criterios de curacién, pero

que mantienen su enfermedad estable, bien por criterios de tiroglobulina o técnicas

de imagen (ecografia cervical, rastreo corporal total, TC o PET).

» Grupo de estudio 2: (n=19) pacientes con enfermedad activa o en progresion, segin

criterios de tiroglobulina o técnicas de imagen (ecografia cervical, rastreo corporal
total, TC o PET).

Posteriormente y de cara al andlisis de los resultados, la muestra se reclasifico segun la
escala de estratificacion dindmica de Tuttle [45], teniendo en cuenta la tltima prueba
de imagen realizada y la tiroglobulina y anticuerpos antitiroglobulina del momento de la

extraccion de la muestra de estudio:

= Respuesta excelente: (n=24) pacientes con ausencia de evidencia clinica de tumor,

imagen en rastreos con ausencia de captacion y niveles de tiroglobulina inferiores
a 0.2 ng/mL bajo supresién o inferiores a 1 ng/mL estimulada, en ausencia de

anticuerpos antitiroglobulina.

» Respuesta bioquimica incompleta: (n=16) pacientes con tiroglobulina elevada o in-

cremento de los anticuerpos antitiroglobulina sin otra evidencia de enfermedad.
Consideramos incremento significativo a partir del 25% respecto a la tltima de-

terminacién.

» Respuesta estructural incompleta: (n=20) pacientes con enfermedad persistente o

metastasica detectada.

No hubo ningiin paciente con respuesta indeterminada.
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3.2.2. Metodologia

Todos los pacientes en nuestro estudio fueron sometidos a una extracciéon de sangre pe-
riférica mediante una tnica puncion en la flexura del codo, que se realizé en el Hospital
de Dia de Diabetes de nuestro centro. Ademas, fueron tallados y pesados y se les midi6 la
presién arterial en sedestacion. De esta muestra se obtuvieron dos fracciones: plasma y
células periféricas, para realizar dos analisis diferentes. En primer lugar, un andlisis ruti-
nario en el laboratorio general de nuestro centro para determinar una serie de parametros
bioquimicos generales y especificos de la funcion tiroidea. El segundo analisis de la mues-
tra se ha llevado a cabo en el laboratorio de investigacion para la determinacién de un

grupo de microRNAs en sangre periférica.
Variables de estudio

En todos los pacientes de la muestra se recogieron una serie de variables clinico-demografi-

cas y otras variables analiticas:

= Variables clinico-demograficas

- Edad.

- Peso.

- Talla.

- Tension arterial sistolica y diastélica.

- Antecedentes personales y tratamientos concomitantes.
- Antecedentes familiares de patologia tiroidea.

- Antecedentes personales de patologia tiroidea y tipo.

- Antecedentes de radiacién cervical.

- Edad al diagnostico.

- Sexo del individuo.
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- Tiempo transcurrido desde el diagnostico.

- Afectacién adenopatica prequirtirgica.

- Tipo de intervencion.

- Histologia de la PAAF y de la pieza quirtrgica.

- Invasién linfatica, vascular o de tejidos adyacentes en la cirugia.
- Ablaciéon con radioyodo y dosis en mCi.

- Rastreo tras la ablacién.

- Ntimero de dosis de radioyodo recibidas.

- Ntimero de rastreos realizados.

- Metastasis al diagnéstico y durante el seguimiento.

- Ecografia al primer ano.

- Tiroglobulina estimulada al primer ano (al tercer y quinto dia).

- Lineas de tratamiento recibidas, tipo y causas de la necesidad de nuevos tra-

tamientos.

s Variables analiticas

- Bioquimicas: glucosa, urea, creatinina, sodio, potasio, cloro, GOT!, GPT 2,

GGT?3, TSH, T4L, tiroglobulina y anticuerpos antitiroglobulina.

- MicroRNAs: miR-221, miR-222 y miR-146.

ltransaminasa glutdmico oxalacética o aspartato aminotransferasa
2transaminasa glutdmico-pirivica o alanina aminotransferasa
3gamma-glutamil-transpeptidasa
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Protocolo miRNeasy Mini Kit (Qiagen). Preparacién de fraccciones enrique-

cidas en miRNA (separacién de RNAs de mayor longitud >200 nucleétidos).

Este protocolo permite la purificacién de una fraccion separada enriquecida en miRNAs y
otras pequenas especies de RNA. La eliminacion de los RNAs de mayor longitud tales como
mRNA o rRNA puede reducir el background en determinadas aplicaciones posteriores.
Para obtener esta fraccién enriquecida en miRNAs se precisan unas columnas adicionales
especificas: RNeasy MinElute Cleanup Kit (cat. N*. 74204) y la extraccién debe realizarse

siempre en frio (para evitar la degradaciéon del RNA). El procedimiento es el siguiente:
» Tomar la muestra de sangre total, suero o plasma: 200/250 ulL.

= Adicion de 700 uL. de QIAzol Lysis Reagent para proceder a su disrupcién y homo-

geneizacion.
a. Pipetear la muestra con el QIAzol para su mezcla.
b. Vortear 1 minuto.
c. Pasar la muestra por jeringa con aguja de 0.5mm varias veces.

d. Utilizar el polytron si se considerase necesario.

Dejar reposar los tubos con el homogeneizado durante 5 min a RT (este paso pro-

mueve la disociacién de los complejos nucleoprotéicos).

Anadir 140 uL. de cloroformo al tubo que contiene el homogeneizado y taparlo de
manera segura. Agitar de forma vigorosa con las manos durante 15 segundos (una

meticulosa mezcla es importante para el proceso de separacion de fases).

Dejar reposar los tubos con el homogeneizado durante 2-3 min a RT.

Centrifugar 15 minutos a 12000 xg a 4°C. Dejar subir la temperatura de la centrifuga

tras la centrifugacién hasta alcanzar la RT (15-25°C).

Tras la centrifugacion, las muestras se separan en 3 fases, una fase superior incolora
que es la fase acuosa que contiene el RNA, una interfase blanca que contiene el

DNA, y una fase inferior rojiza que es la fase organica. El volumen aproximado de
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la fase acuosa debe ser de unos 350 uL.

» Transferir la fase acuosa superior a un tubo de reaccién nuevo. Anadir un volumen
de etanol al 70 % (unos 350 ul.) y mezclar cuidadosamente utilizando un vértex, no

centrifugar. Proceder inmediatamente al siguiente paso.

» Pipetear la muestra (aproximadamente 700 ul.), incluyendo algtin precipitado que se
haya podido formar, a las RNeasy Mini spin column situadas en tubos de coleccion
de 2 mL. Cerrar la tapa suavemente y centrifugar a > 8000 xg (>10000 rpm) durante
15 segundos a RT.

» Pipetear el eluido (que contiene los miRNA) en un tubo de reaccién de 2 mL. En las
comunas RNeasy Mini spin se quedan “atrapados” los RNAs de >200 nucledtidos.
Si se desea purificar esta fraccién, almacenar las columnas a 4°C o a RT, pero no
durante mucho tiempo (lo ideal es acabar de purificar los miRNA y continuar con

la purificacién de los RNAs de mayor longitud).

Purificacién de la fraccién enriquecida en microRNA (utilizando RNeasy Mi-
nElute Cleanup Kit).

» Anadir 450 ul de etanol al 100 % (0.65 volumen) al eluido del paso anterior y
mezclar cuidadosamente mediante uso de un vortex, no centrifugar. Proceder inme-

diatamente al siguiente paso.

= Pipetear 700 ulh de la muestra en una RNeasy MinElute spin column situada en
un tubo de colecciéon de 2mL. Cerrar la tapa suavemente y centrifugar a > 8000 xg
(>10000 rpm) durante 15 segundos a RT. Desechar el eluido. Repetir este paso hasta
que el total de la muestra haya sido pipeteado dentro de las columnas. Desechar los

eluidos cada vez.

= OPCIONAL: Anadir 700 ul. de Buffer RWT a las RNeasy MinElute spin column.
Cerrar la tapa suavemente y centrifugar a > 8000 xg (>10000 rpm) durante 15
segundos a RT para limpiar las columnas. Desechar el eluido. No realizar este paso
si se esta purificando ambas fracciones de RNAs, ya que la mayoria de las impurezas

se eliminan en el primer paso con la RNeasy Mini spin column.

= Pipetear 500 uL. de Buffer RPE a las RNeasy MinElute spin column. Cerrar la tapa
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suavemente y centrifugar a > 8000 xg (>10000 rpm) durante 15 segundos a RT.

Desechar el eluido.

» Anadir 500 uL. de etanol al 80 % a las RNeasy MinElute spin column. Cerrar la
tapa suavemente y centrifugar a > 8000 xg (>10000 rpm) durante 2 minutos a RT
para secar la membrana de las columnas. Desechar el eluido y el tubo de coleccion.
Tras la centrifugacién, quitar la RNeasy MinElute spin column del tubo de coleccion

cuidadosamente para que la columna no entre en contacto con el eluido.

= Poner la RNeasy MinElute spin column en un nuevo tubo de colecciéon de 2mL.

Abrir la tapa y centrifugar durante 5 minutos a > 8000 xg (>10000 rpm).

= Poner la RNeasy MinElute spin column en un tubo de coleccién de 1.5 mL y pipe-
tear 14 ulL de RNase free water en la membrana de las columnas. Cerrar la tapa
suavemente y centrifugar a > 8000 xg (>10000 rpm) durante 1 minuto a RT para

eluir la fraccion enriquecida en miRNA.
Purificacién del RNA total (utilizando RNeasy Mini spin column).

» Pipetear 700 ul. de Buffer RWT en la RNeasy Mini spin column del paso 10. Cerrar
la tapa suavemente y centrifugar a > 8000 xg (> 10000 rpm) durante 15 segundos

a RT para limpiar las membranas de las columnas. Desechar el eluido.

» OPCIONAL: DNase digestién.

» Anadir 500 ulL de Buffer RPE a las RNeasy Mini spin column. Cerrar la tapa
suavemente y centrifugar a > 8000 xg (>10000 rpm) durante 15 segundos a RT

para limpiar las membranas de las columnas. Desechar el eluido.

= Anadir otros 500 ul. de Buffer RPE a las RNeasy Mini spin column. Cerrar la tapa
suavemente y centrifugar a > 8000 xg (>10000 rpm) durante 15 segundos a RT para

limpiar las membranas de las columnas. Desechar el eluido y el tubo de coleccion.

= Poner las RNeasy Mini spin column en un nuevo tubo de coleccién de 2 mL. Abrir

las tapas y centrifugar a maxima velocidad durante 1 minuto

» Poner las RNeasy Mini spin column en un nuevo tubo de coleccién de 1.5 mL.

Pipetear 30-50 ul. de RNase-free water directamente en la membrana de la columna.
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Cerrar la tapa cuidadosamente y centrifugar durante 1 minuto a > 8000 xg (>10000
rpm) a RT para eluir el RNA total.

= Si el rendimiento de RNA es mayor de 30 ug, repetir el paso anterior con un segundo

volumen de 30-50 uLL de RNase-free water. Eluir en el mismo tubo de coleccion.

3.2.3. Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos se realiz6 empleando el programa SPSS (versién 15.0,

para Windows; SPSS Ibérica, Espana).

Para variables continuas se evalud si seguian una distribucion normal mediante el test
de Kolmogorov-Smirnov. Se emplearon medidas de tendencia central (media) y disper-
sién (desviacién estandar, rango) para variables continuas y distribucién de frecuencias

absolutas y relativas para variables categoricas.

Las diferencias para las variables de interés entre grupos de comparacion se realizaron
mediante el test de la t de Student para dos muestras independientes y el test de la
U de Mann-Whitney en el caso de variables continuas. Para variables que no cumplian
distribucién normal, se utilizé el test de Kruskall-Wallis. Para variables categdricas se
utilizo el test de la Chi Cuadrado de Pearson y el test exacto de Fisher. Para las diferencias
entre las variables de interés entre multiples grupos se utilizé el andlisis de la varianza
con un factor (ANOVA) y para la comparaciéon de medias se empleé la prueba de rango
multiple de Duncan. La relacién entre las variables cuantitativas se analizé usando el
test de correlaciones bivariadas de Pearson o de Spearman. Posteriormente se realizaron
pruebas de regresion lineal y logistica. Para todos los cdlculos sera considerada significativa

una probabilidad p menor de 0.05 para dos colas.
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4.1. Caracteristicas basales de los grupos de estudio

En las dos secciones siguientes se muestran las caracteristicas basales de cada grupo de
estudio y sus diferencias, atendiendo a las dos clasificaciones utilizadas en el andlisis de
datos, tal como explicamos en la seccién 3.2.1.

4.1.1. Variables cuantitativas

En el andlisis y comparacién de las variables cuantitativas, siguiendo la clasificacion segtin
la escala dindmica de riesgo, se encontraron diferencias significativas entre los diferentes
grupos de estudio en la edad al diagnoéstico que fue unos 10 anos mayor en los pacientes con
peor respuesta al tratamiento que en los que tuvieron respuesta excelente, la Tg estimulada
del primer ano al quinto dia que fue maés alta en los pacientes con mala respuesta, la
tiroxina en el momento de la extraccion y la Tg de la extraccién. Los niveles del miR-
222 fueron el doble en pacientes con respuesta estructural incompleta con diferencias casi

significativas. El nivel de miR-~146 es también cercano a la significacion estadistica.

Si realizamos el andlisis segin nuestra clasificacién inicial en tres grupos segun criterios

de curacién, se pierden las diferencias significativas de los niveles de microRNA 222.

Tabla 4.1: Caracteristicas basales. Variables cuantitativas. Clasificacion segin escala
dindmica del riesgo de recurrencia.

Variable Respuesta ex- Respuesta Respuesta P
celente bioquimica estructural
incompleta incompleta
Media (DS) Media (DS) Media (DS)
Edad (anos) 51.3 (£13.9) 42.75 (£13.2) 54.75 (£15.8) 0.48
Peso (kg) 70.8 (£12.2) 85.9 (£27.9) 73.3 (£15.4) 0.062
Talla (cm) 162.1 (£6.2) 165.02 (£9.1) 164.7 (£6.9) 0.421
Edad al | 40.7 (+14.9) 31.25 (£12.3) 50.5 (+£16.33) 0.001
diagndstico
(anos)
N° dosis de RAT | 0.91 (£0.48) 3.06 (+1.8) 2.2 (+1.36) 0.000
N° rastreos 2 (£0.84) 5.73 (£3.1) 3.35 (£2.1) 0.000
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Variable Respuesta ex- Respuesta Respuesta P

celente bioquimica estructural
incompleta incompleta

Tg ablacién | 1.41 (£2.13) 19.27 (£23.6) 2553 (+9688)! 0.377

(ng/mL)

Ac antiTg abla- | 23.9 (£25) 54.65 (£87.2) 19.8 (£4.99) 0.153

cién (UI/mL)

Dosis 1* abla- | 102.4 (£19.2) 108.9 (£30.9) 117.53(4+49.88) | 0.408

cién (mCi)

Tg estimulada | 0.54 (40.87) 9.2 (£11.2) 21.1 (£26.9) 0.196

1° ano dia 3

(ng/mL)

AcantiTg 1° ano | 27.65 (+13.8) 10.9 (£10.2) 12.7 (£7.9) 0.114

dia 3 (UI/mL)

Tg estimulada | 0.2 (£0.07) 20.84 (£38.5) 29.1 (£30.12) 0.003

1° ano dia 5

(ng/mL)

Ac antiTg 1° afio | 24.76 (+16.27) 27.9 (£8.64) 18.01 (£22.38) 0.182

dia 5 (UI/mL)

Glucemia basal | 107 (£32.9) 97.6 (£12.6) 104.1 (£30.5) 0.529

(mg/dl)

Creatinina 0.79 (£0.2) 0.73 (£0.24) 0.83 (£0.27) 0.397

(mg/dl)

TSH extraccién | 3.11 (£5.74) 0.38 (£0.84) 1.16 (+4.28) 0.137

(nUI/mL)

T4L  extraccién | 1.3 (40.24) 1.57 (£0.34) 1.58 (£0.24) 0.002

(ng/dL)

Tg  extraccién | 0.2 (£0.02) 4.09 (£7.19) 48.05 (£104.4) | 0.025

(ng/mL)

Ac antiTg | 9.26 (+14.6) 35.4 (£68.9) 11.85 (424.03) 0.099

extraccion

(UI/mL)

Niveles miR-146 | 0.045 (£0.03) 0.033 (£0.014) 0.005 (£0.043) 0.122

(copias/pL)

!'Desviacién por un valor extremo
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Variable

Respuesta ex- Respuesta Respuesta p
celente bioquimica estructural
incompleta incompleta
Niveles miR-221 | 0.1 (£0.07) 0.09 (£0.05) 0.13 (£0.12) 0.387
(copias/pL)
Niveles miR-222 | 0.0278 (40.02) 0.0273 (£0.011)  0.042 (£0.034) 0.076
(copias/pL)

Tabla 4.2: Caracteristicas basales. Variables cuantitativas. Clasificacién segun criterios de
curacion.

Variable Pacientes cu- Pacientes con Pacientes con | p
rados enfermedad enfermedad
estable activa o en
progresion
Media (DS) Media (DS) Media (DS)
Edad (anos) 51.3 (£13.9) 43.05 (£13.64) 55.1 (£15.6) 0.46
Peso (kg) 70.8 (£12.2) 82.4 (£25.7) 75.9 (£19.3) 0.189
Talla (cm) 162.1 (+6.2) 164.5 (£8.9) 165.3 (£6.6) 0.409
Edad al | 40.7 (£14.9) 33.1 (£12.9) 49.9 (£17.4) 0.007
diagnoéstico
(anos)
N° dosis de RAI | 0.91 (£0.48) 2.8 (£1.8) 2.3 (£1.37) 0.000
N° rastreos 2 (+0.84) 5 (£3.01) 3.84 (+2.6) 0.000
Tg ablacién | 1.41 (£2.13) 19.9 (£19.98) 3185.9 0.3258
(ng/mL) (£10829.18)?
Ac antiTg abla- | 23.9 (£25) 44.4 (£77.9) 22.27 (£21.08) 0.407
cién (Ul/mL)
Dosis 1* abla- | 102.4 (£19.2) 112.35 (£32.64) 114.78(£50.12) | 0.515
cién (mCi)
Tg estimulada | 0.54 (4+0.87) 10.29 (410.29) 18.57 (4£28.17) 0.246

1° ano dia 3

2Desviacién por un valor extremo
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Variable Pacientes cu- Pacientes con Pacientes con | p
rados enfermedad enfermedad
estable activa o en
progresion
AcantiTg 1° afio | 27.65 (£13.8) 15.12 (£10.49) 7.2 (£1.7) 0.076
dia 3 (UI/mL)
Tg  estimulada | 0.2 (£0.07) 22.06 (£35.63)  28.9 (£32.5) 0.003
1° ano dia 5
(ng/mL)
AcantiTg 1° ano | 24.76 (+16.27) 24.7 (£8.9) 17.4 (£23.8) 0.245
dia 5 (UI/mL)
Glucemia basal | 107 (£32.9) 95.6 (£10.7) 106.5 (£31.4) 0.353
(mg/dl)
Creatinina 0.79 (£0.2) 0.74 (£0.23) 0.83 (£0.28) 0.553
(mg/dI)
TSH extraccién | 3.11 (4£5.74) 0.38 (£0.82) 1.21 (£4.39) 0.134
(uUI/mL)
T4L  extraccién | 1.3 (£0.24) 1.55 (£0.29) 1.6 (£0.29) 0.001
(ng/dL)
Tg  extraccion | 0.2 (£0.02) 22.3 (£77.01) 33.9 (£84.7) 0.206
(ng/mL)
Ac antiTg | 9.26 (£14.6) 33.5 (£67.12) 12.26 (+£24.62) 0.131
extraccién
(UI/mL)
Niveles miR-146 | 0.045 (£0.03) 0.046 (£0.995) 0.045 (£0.036) 0.122
(copias/pL)
Niveles miR-221 | 0.1 (£0.07) 0.13 (£0.1) 0.09 (£0.077) 0.347
(copias/pL)
Niveles miR-222 | 0.0278 (40.02) 0.036 (£0.02) 0.035 (£0.01) 0.464
(copias/nL)
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4.1.2. Variables cualitativas

A continuacion, se presentan las diferencias intergrupos de las variables cualitativas, de
las que solo el sexo, la afectacién de adenopatias, la invasion linfatica, vascular y de tejidos
adyacentes y las metastasis tanto al diagnostico como al seguimiento presentan diferencias

estadisticamente significativas.

Tabla 4.3: Variables cualitativas. Antecedentes familiares de tiroidopatia. Clasificacion
seguin escala dindmica del riesgo.

Tipo de ti- | Respuesta Respuesta Respuesta total P
roidopatia excelente bioquimica | estructural

incompleta | incompleta

Desconocido | 21 14 18 53
Bocio multi- | 2 0 0 2
nodular

Céncer de ti- | 0 0 1 1
roides

Hipotiroidismo| 1 1 1 3
Hipotiroidismo| 0 1 0

y bocio mul-

tinodular

Total 24 16 20 60

0.265

Tabla 4.4: Variables cualitativas. Antecedentes personales de tiroidopatia. Clasificacién
seguin escala dindmica del riesgo.

Tipo de ti- | Respuesta Respuesta Respuesta total P
roidopatia excelente bioquimica | estructural

incompleta | incompleta

Desconocido 11 9 9 29
Bocio multi- | 7 4 7 21
nodular
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Tipo de ti- | Respuesta Respuesta Respuesta total P
roidopatia excelente bioquimica | estructural

incompleta | incompleta

Tiroiditis 5 1 2 9
crénica
Hipotiroidismo| 0 0 1 1
Hipotiroidismo| 1 2 1 4
y  tiroiditis
crénica
Total 24 16 20 60
0.454

50 1

45 43

40 -

35 A

30

25

n 21 "Mujer
20 - " Varén
15 |
11 11
10 - 9
5
51 3
0 -
Respuesta excelente Respuesta bioquimica ~ Respuesta estructural Total

incompleta incompleta

Figura 4.1: Variables cualitativas. Sexo. Clasificacién dindmica del riesgo. p0.056

Como puede observarse en la figura 4.1, nuestra muestra estaba compuesta por una ma-
yoria de mujeres que en general tuvieron mejor respuesta al tratamiento inicial, presen-
tando los hombres una mayor tasa de respuesta bioquimica incompleta y respuesta es-
tructural incompleta que de respuesta excelente. Las diferencias fueron estadisticamente

casi significativas (p 0.056).
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Tabla 4.5: Variables cualitativas. Histologia de la PAAF. Clasificacién segin escala dindmi-

ca del riesgo.

Resultados | Respuesta Respuesta Respuesta total P
PAAF excelente bioquimica | estructural

incompleta | incompleta
Carcinoma 9 8 11 28
papilar
Proliferacién | 9 3 3 15
folicular
Carcinoma 0 1 1 2
folicular  con
Células de
Hiirthle
Benigna 2 1 4
No PAAF 3 4 11
previa
Total 24 16 20 60

0.763

Tabla 4.6: Variables cualitativas.

escala dinamica del riesgo.

Histologia de la pieza quirtrgica. Clasificacion segin

Histologia Respuesta Respuesta Respuesta total P

excelente bioquimica | estructural
incompleta | incompleta

Carcinoma 17 12 12 41

papilar

Carcinoma 1 2 2 5

papilar

patron folicu-

lar

Carcinoma 3 1 1 5

folicular
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Histologia Respuesta Respuesta Respuesta total P
excelente bioquimica | estructural
incompleta | incompleta
Carcinoma 3 0 2 5
de Células de
Hiirthle
Carcinoma 0 1 1 2
papilar +
folicular
Carcinoma 0 0 2 2
papilar de
células altas
Total 24 16 20 60
0.499
n ° - "Si
1 "No
° Respuesta excelente Respuesta bioquimica Respuesta estructural Total

incompleta incompleta

Figura 4.2: Variables cualitativas. Afectacién ganglionar. Clasificacion dindmica del riesgo.
p0.049

En la figura 4.2 se muestran las diferencias en la afectacion ganglionar entre los distintos

grupos, con predominio en los pacientes con respuesta bioquimica incompleta y estructural
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4.1. CARACTERISTICAS BASALES DE LOS GRUPOS DE ESTUDIO

incompleta. Las diferencias son estadisticamente significativas (p 0.049).

En la figura 4.3 quedan reflejadas las diferencias entre los grupos respecto a los datos
de invasién linfatica en la pieza quirturgica, que fue mas frecuente en los grupos de res-
puesta incompleta, tanto bioquimica como estructural, con diferencias estadisticamente

significativas (p 0.005).

35 9
30
25 1

20 A

"Si
"No

15

10

Respuesta excelente Respuesta bioquimica Respuesta estructural Total
incompleta incompleta

Figura 4.3: Variables cualitativas. Datos de invasién linfatica en la pieza quirtrgica. Cla-
sificacién dindmica del riesgo. p0.005
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60

50

40

30

20

50

0

Respuesta excelente Respuesta bioquimica Total

incompleta

Respuesta estructural
incompleta

Figura 4.4: Variables cualitativas. Datos de invasién vascular en la pieza quirtrgica. Cla-
sificacién dindmica del riesgo. p0.002

40

35

30

25

20

"Si
"No

Total

Respuesta excelente

Respuesta bioquimica
incompleta

Respuesta estructural
incompleta

Figura 4.5: Variables cualitativas. Invasion de tejidos adyacentes. Clasificacién dindmica
del riesgo. p0.000

En la figura 4.4 estdn representadas las diferencias en cuanto a los datos de invasion

vascular en el analisis histolégico, que aparecen sélo en los pacientes con respuesta in-

completa sobre todo estructural, con diferencias estadisticamente significativas (p 0.002).

En la siguiente figura, la 4.5, mostramos las diferencias en invasion de tejidos adyacentes,
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4.1. CARACTERISTICAS BASALES DE LOS GRUPOS DE ESTUDIO

decantada de forma significativa hacia los pacientes con respuesta estructural incompleta
(p 0.000).

"Si
"No

Respuesta excelente Respuesta bioquimica  Respuesta estructural Total
incompleta incompleta

Figura 4.6: Variables cualitativas. Metéstasis al diagnodstico. Clasificacion dinamica del

riesgo. p0.002
n "Si
| J L I I .No

bioquimica Respuesta estructural Total
mcompleta incompleta

Figura 4.7: Variables cualitativas. Metastasis en el seguimiento. Clasificaciéon dindmica
del riesgo. p0.000

En cuanto a las metastasis al diagnéstico y al seguimiento, fueron mas frecuentes en

los grupos de respuesta incompleta, especialmente aquellos pacientes que tuvieron una
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respuesta estructural incompleta, con diferencias estadisticamente significativas (p 0.002

y 0.000 respectivamente).

En las siguientes tablas presentamos las variables cualitativas y las diferencias entre grupos
segun la clasificacién inicial por criterios de curacién. Encontramos diferencias significati-
vas en las mismas variables que la clasificacion anterior, si bien en el caso de la diferencia

de sexo entre los grupos el valor de la p queda >0.05.

Tabla 4.7: Variables cualitativas. Antecedentes personales de tiroidopatia. Clasificacion
segun criterios de curacion.

Tipo de ti- | Pacientes Pacientes Pacientes con | total P
roidopatia curados con en- | enfermedad

fermedad activa o en

estable progresion
Desconocido | 7 10 8 25
Bocio multi- | 10 3 8 21
nodular
Tiroiditis 6 2 1 9
cronica
Hipotiroidismo| 0 0 1 1
Hipotiroidismo| 1 2 1 4
y  tiroiditis
cronica
Total 24 17 19 60

0.326
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Tabla 4.8: Variables cualitativas. Histologia de la PAAF. Clasificacién segtn criterios de
curacion.

Resultados | Pacientes Pacientes Pacientes con | total P
PAAF curados con en- | enfermedad

fermedad activa o en

estable progresiéon
Carcinoma 9 10 9 28
papilar
Proliferacién | 9 4 2 15
folicular
Ca folicular | 0 1 1 2
con Células
de Hiirthle
Benigna 2 1 1 4
No PAAF | 4 1 6 11
previa
Total 24 17 19 60

0.352

50
45 43
40
35
30
25

"Mujer

20 - " Var6n

Curados Enfermedad estable Enfermedad activa o en Total
progresién

Figura 4.8: Variables cualitativas. Sexo. Clasificacion segun criterios de curacién. p0.081
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Como dijimos anteriormente, segin nuestra clasificacién inicial por criterios de curacién, se
pierde la significacién estadistica, aunque como se muestra en la figura 4.8 sigue habiendo
un predominio de varones en los grupos con enfermedad persistente, ya sea estable o en

progresion.

Tabla 4.9: Variables cualitativas. Histologia de la pieza quirturgica. Clasificaciéon segin
criterios de curacion.

Histologia Pacientes Pacientes Pacientes con | total P
curados con en- | enfermedad

fermedad activa o en
estable progresién

Carcinoma 17 13 11 41

papilar

Carcinoma 1 1 3 )

papilar

patron folicu-

lar

Carcinoma 3 1 1 5

folicular

Carcinoma 3 1 1 5

de Células de

Hiirthle

Carcinoma 0 1 1 2

papilar +

folicular

Carcinoma 0 0 2 2

papilar de

células altas

Total 24 17 19 60

0.466
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40

35 1 34

30

25

20 1
"Si
"No

Curados Enfermedad estable Enfermedad activa o en Total
progresién

Figura 4.9: Variables cualitativas. Afectacién ganglionar. Clasificacién segun criterios de
curacién. p0.037

35
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25 -

20 -

"Si
"No

Curados Enfermedad estable Enfermedad activa o en Total
progresién

Figura 4.10: Variables cualitativas. Datos de invasién linfatica en la pieza quirtrgica.
Clasificacion segun criterios de curacién. p0.001
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60

50

50

40

30

20 -

0

Curados Enfermedad estable Enfermedad activa o en Total
progresién

Figura 4.11: Variables cualitativas. Datos de invasién vascular en la pieza quirtrgica.
Clasificacion segun criterios de curacién. p0.015

"Si
"No

Curados Enfermedad estable Enfermedad activa o en Total
progresién

Figura 4.12: Variables cualitativas. Invasion de tejidos adyacentes. Clasificacién segin
criterios de curacion. p0.001
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"Si

"No

Curados Enfermedad estable Enfermedad activa o en Total
progresién

Figura 4.13: Variables cualitativas. Metastasis al diagnéstico. Clasificacion segin criterios
de curacién. p0.003
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Curados Enfermedad estable Enfermedad activa o en Total
progresién

Figura 4.14: Variables cualitativas. Metéastasis en el seguimiento. Clasificacién segtn cri-
terios de curacion. p0.000

4.2. Variables cuantitativas por subgrupos: histologia

del tumor

En las tablas siguientes mostramos las diferencias de las variables cuantitativas por sub-

grupos en funcién de la histologia de la pieza quirdrgica y los resultados de la comparacién
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multiple de Duncan. Entre las variables de mayor interés sélo se alcanzan diferencias es-
tadisticamente significativas en la edad en el momento del diagnéstico, la glucemia del
momento de la extraccion, la tiroglobulina de la extraccién y los niveles de miR-222.
Son casi significativas las diferencias en la tiroglobulina de la primera ablacién con yodo

radiactivo y la dosis de dicha ablacion.

Tabla 4.10: Comparacién por subgrupos. Edad (anos). Clasificacién segin histologia de
la pieza quirurgica.

Histologia N Media Desviacion| p
estandar

Carcinoma papilar 41 46.95 15.41

Carcinoma papilar | 5 51.0 13.05

patrén folicular

Carcinoma, folicular 5 54.8 11.97

Carcinoma de células | 5 63.2 10.13

de Hiirthle

Carcinoma papilar + | 2 52.5 0.7

folicular

Carcinoma papilar de | 2 68.0 2.82

células altas

0.099

Tabla 4.11: Comparacién por subgrupos. Peso (kg). Clasificacién segin histologia de la
pieza quirurgica.

Histologia N Media Desviacion| p
estandar

Carcinoma papilar 37 77.26 21.32

Carcinoma papilar | 3 65.96 3.45

patrén folicular

Carcinoma folicular 5 71.68 8.01

Carcinoma de células | 4 71.15 9.91

de Hiirthle
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Histologia N Media Desviacion| p

estandar

Carcinoma papilar + | 0
folicular
Carcinoma papilar de | 0

células altas

0.701

Tabla 4.12: Comparacién por subgrupos. Talla (cm). Clasificacién segin histologia de la
pieza quirurgica.

Histologia N Media Desviacion|| p
estandar

Carcinoma papilar 36 164.2 7.96

Carcinoma papilar | 3 163.3 4.96

patron folicular

Carcinoma folicular 5 162.5 3.22

Carcinoma de células | 4 158.95 4.05

de Hiirthle

Carcinoma papilar + | 0
folicular
Carcinoma papilar de | 0

células altas

0.584

Si comparamos la edad al diagnéstico segun la histologia del tumor, podemos observar
que a peor pronéstico de la histologia, mayor es la edad de los pacientes, con una media de
68 anos en el carcinoma de células altas y de 63.2 anos en el de células de Hiirthle, frente
a los 46.95 anos de media para el carcinoma papilar. Las diferencias son estadisticamente

significativas, como se puede observar en la tabla.
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Tabla 4.13: Comparacién por subgrupos. Edad al diagnéstico (anos). Clasificacién segin
histologia de la pieza quirirgica.

Histologia N Media Desviacion| p
estandar

Carcinoma papilar 41 37.5 15.59

Carcinoma papilar | 5 43.8 12.94

patrén folicular

Carcinoma folicular 5 42.4 11.95

Carcinoma de células | 5 57.8 9.6

de Hiirthle

Carcinoma papilar + | 2 50.0 2.82

folicular

Carcinoma papilar de | 2 65.5 3.53

células altas

0.023

Tabla 4.14: Comparacion por subgrupos. Numero de dosis de radioyodo. Clasificacion
segun histologia de la pieza quirirgica.

Histologia N Media Desviacion|| p
estandar

Carcinoma papilar 41 2.05 1.73

Carcinoma papilar | 5 2.2 1.095

patron folicular

Carcinoma folicular 5 1.2 0.45

Carcinoma de células | 5 1.4 0.55

de Hiirthle

Carcinoma papilar + | 2 2 1.41

folicular

Carcinoma papilar de | 2 1.5 0.7

células altas

0.812
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Tabla 4.15: Comparacién por subgrupos. Numero de rastreos realizados. Clasificacion
segun histologia de la pieza quirirgica.

Histologia N Media Desviacion|| p
estandar

Carcinoma papilar 41 3.61 2.71

Carcinoma papilar | 5 4.6 3.13

patron folicular

Carcinoma folicular 5 2.2 0.83

Carcinoma de células | 5 2.6 0.89

de Hiirthle

Carcinoma papilar + | 1 2

folicular

Carcinoma papilar de | 2 2 0

células altas

0.561

Tabla 4.16: Comparacion por subgrupos. Tiroglobulina 1* ablacién (ng/mL). Clasificacién
segun histologia de la pieza quirirgica.

Histologia N Media Desviacion|| p
estandar

Carcinoma papilar 29 28.01 64.93

Carcinoma papilar | 4 15.57 19.12

patron folicular

Carcinoma folicular® | 4 9393.17 18785

Carcinoma de células | 4 3.86 5.39

de Hiirthle

Carcinoma papilar + | 1 0.7

folicular

3Desviado por valor extremo
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Histologia N Media Desviacion| p
estandar
Carcinoma papilar de | 2 27.45 30.47

células altas

0.065

En la tiroglobulina durante la primera ablacion, se observan mayores niveles en los tumores
de estirpe papilar, sobre todo la variante clasica y la de células altas, con diferencias
cercanas a la significacion estadistica como puede observarse en la tabla anterior. En el
caso de el carcinoma folicular, la media estda muy desviada por un valor extremo por lo

que resulta dificil de interpretar.

Tabla 4.17: Comparacién por subgrupos. Anticuerpos antiTg 1* ablacién (Ul/mL). Cla-
sificacion seguin histologia de la pieza quirtrgica.

Histologia N Media Desviacion|| p
estandar

Carcinoma papilar 28 33.45 48.54

Carcinoma papilar | 4 10.62 7.68

patron folicular

Carcinoma folicular 4 51.45 86.78

Carcinoma de células | 4 18.15 6.83

de Hiirthle

Carcinoma papilar + | 1 5.46

folicular

Carcinoma papilar de | 2 6.09 5.12

células altas

0.766
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Tabla 4.18: Comparacién por subgrupos. Dosis de la 1* ablacién (mCi). Clasificacién segin
histologia de la pieza quirirgica.

Histologia N Media Desviacion|| p
estandar

Carcinoma papilar 37 107.35 33.63

Carcinoma papilar | 5 111.2 21.85

patrén folicular

Carcinoma folicular 4 128.8 41.44

Carcinoma de células | 5 110.8 21.98

de Hiirthle

Carcinoma papilar + | 2 50 70.71

folicular

Carcinoma papilar de | 2 150 0

células altas

0.069

En la tabla 4.17 puede observarse como las dosis de yodo durante la primera ablacion
fueron mayores en los pacientes con histologias de peor prondstico como el carcinoma
papilar de células altas y el carcinoma folicular, con diferencias cercanas a la significacion

estadistica.

Tabla 4.19: Comparacion por subgrupos. Tg estimulada el primer ano al tercer dia
(ng/mL). Clasificacién segin histologia de la pieza quirtrgica.

Histologia N Media Desviacion|| p
estandar

Carcinoma papilar 9 4.9 8.15

Carcinoma papilar | 2 26.5 36.04

patron folicular

Carcinoma folicular 0

Carcinoma de células | 1 4.46

de Hiirthle

126



CAPITULO 4. RESULTADOS

Histologia N Media Desviacion| p

estandar

Carcinoma papilar + | 0
folicular
Carcinoma papilar de | 0

células altas

0.204

Tabla 4.20: Comparacién por subgrupos. Anticuerpos antiTg el primer ano al tercer dia
(UI/mL). Clasificacién segun histologia de la pieza quirirgica.

Histologia N Media Desviacion|| p
estandar

Carcinoma papilar 9 20.63 14.13

Carcinoma papilar | 2 6.4 1.44

patron folicular

Carcinoma folicular 0

Carcinoma de células | 1 21.9

de Hiirthle

Carcinoma papilar + | 0
folicular
Carcinoma papilar de | 0

células altas

0.416

Tabla 4.21: Comparacién por subgrupos. Tg estimulada el primer ano al quinto dia
(ng/mL). Clasificacién segin histologia de la pieza quirtrgica.

Histologia N Media Desviacion|| p
estandar
Carcinoma papilar 36 17.93 33.08
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TUMOR
Histologia N Media Desviacion| p
estandar
Carcinoma papilar | 5 24.49 25.9
patron folicular
Carcinoma folicular 4 0.2 0
Carcinoma de células | 5 3.53 4.79
de Hiirthle
Carcinoma papilar + | 2 3.78 0.45
folicular
Carcinoma papilar de | 2 13.1 0.14

células altas

0.703

Tabla 4.22: Comparacién por subgrupos. Anticuerpos antiTg el primer ano al tercer dia
(UI/mL). Clasificacién segun histologia de la pieza quirtrgica.

Histologia N Media Desviacion| p
estandar
Carcinoma papilar 36 119.9 542.43
Carcinoma papilar | 5 25.87 18.86
patron folicular
Carcinoma folicular 4 48.82 58.83
Carcinoma de células | 5 17.7 9.1
de Hiirthle
Carcinoma papilar + | 2 14 4.24
folicular
Carcinoma papilar de | 1 8.36 0
células altas
0.993
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Tabla 4.23: Comparacién por subgrupos. Glucemia basal (mg/dl). Clasificacién segun
histologia de la pieza quirirgica.

Histologia N Media Desviacion| p
estandar
Carcinoma papilar 40 98.35 15.44
Carcinoma papilar | 4 105.25 18.89
patrén folicular
Carcinoma folicular 5 117.2 46.03
Carcinoma de células | 5 140.8 55.68
de Hiirthle
Carcinoma papilar + | 1 105 0
folicular
Carcinoma papilar de | 2 84 46.69
células altas
0.02

En la tabla 4.23 queda reflejado el valor medio de glucemia basal en los diferentes sub-
grupos segun la histologia del tumor, observandose un nivel mayor en el carcinoma de

células de Hiirthle y el folicular, con diferencias estadisticamente significativas (p 0.02).

Tabla 4.24: Comparacién por subgrupos. Creatinina (mg/dl). Clasificaciéon segin histo-
logia de la pieza quirturgica.

Histologia N Media Desviacion|| p
estandar

Carcinoma papilar 40 0.81 0.25

Carcinoma papilar | 4 0.69 0.14

patron folicular

Carcinoma folicular 5 0.79 0.21

Carcinoma de células | 5 0.74 0.06

de Hiirthle
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TUMOR
Histologia N Media Desviacion| p
estandar
Carcinoma papilar + | 1 0.64 0
folicular
Carcinoma papilar de | 2 0.84 0.06
células altas
0.873

Tabla 4.25: Comparacién por subgrupos. TSH en la extraccién (nUI/ml). Clasificacién
segun histologia de la pieza quirirgica.

Histologia N Media Desviacion|| p
estandar

Carcinoma papilar 41 1.88 4.62

Carcinoma papilar | 5 0.56 0.68

patron folicular

Carcinoma folicular 5 0.36 0.69

Carcinoma de células | 5 0.45 0.69

de Hiirthle

Carcinoma papilar + | 2 9.65 13.64

folicular

Carcinoma papilar de | 2 0.45 0.38

células altas

0.178
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Tabla 4.26: Comparacién por subgrupos. T4L en la extraccién (ng/dl). Clasificacién segin
histologia de la pieza quirirgica.

Histologia N Media Desviacion|| p
estandar

Carcinoma papilar 41 1.43 0.32

Carcinoma papilar | 4 1.63 0.4

patrén folicular

Carcinoma folicular 5 1.45 0.17

Carcinoma de células | 5 1.5 0.08

de Hiirthle

Carcinoma papilar + | 2 1.83 0.2

folicular

Carcinoma papilar de | 2 1.64 0.27

células altas

0.397

Tabla 4.27: Comparacién por subgrupos. Tg en la extraccién (ng/ml). Clasificacién segin
histologia de la pieza quirirgica.

Histologia N Media Desviacion|| p
estandar

Carcinoma papilar 41 2.89 6.16

Carcinoma papilar | 5 3.47 3.18

patron folicular

Carcinoma folicular 5 60.16 134.07

Carcinoma de células | 5 64.16 143.02

de Hiirthle

Carcinoma papilar + | 2 14.09 14.45

folicular

Carcinoma papilar de | 2 122.99 171.13

células altas

0.017
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La tiroglobulina en el momento de la extraccion fue significativamente mayor en las histo-
logias mas agresivas, como el carcinoma folicular, el de células de Hiirthle y el carcinoma

papilar de células altas (p 0.017), tal como se observa en la tabla 4.27.

Tabla 4.28: Comparacién por subgrupos. Anticuerpos antiTg en la extraccién (UI/ml).
Clasificacion segin histologia de la pieza quirtrgica.

Histologia N Media Desviacion| p
estandar

Carcinoma papilar 41 20.62 47.45

Carcinoma papilar | 5 8.63 7.04

patron folicular

Carcinoma folicular 5 18.91 21.81

Carcinoma de células | 5 4.98 1.09

de Hiirthle

Carcinoma papilar + | 2 3.79 1.77

folicular

Carcinoma papilar de | 2 4.71 0.74

células altas

0.929

Tabla 4.29: Comparacién por subgrupos. Niveles de miR-146 (copias/pL). Clasificacién
segun histologia de la pieza quirirgica.

Histologia N Media Desviacion| p
estandar

Carcinoma papilar 41 0.043 0.024

Carcinoma papilar | 5 0.047 0.044

patrén folicular

Carcinoma folicular 5 0.028 0.023

Carcinoma de células | 5 0.067 0.067

de Hiirthle
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Histologia N Media Desviacion| p
estandar
Carcinoma papilar + | 2 0.032 0.015
folicular
Carcinoma papilar de | 2 0.085 0.061
células altas
0.171

Tabla 4.30: Comparacién por subgrupos. Niveles de miR-221 (copias/pL). Clasificacién
segun histologia de la pieza quirirgica.

Histologia N Media Desviacion|| p
estandar

Carcinoma papilar 41 0.11 0.0.075

Carcinoma papilar | 5 0.10 0.085

patron folicular

Carcinoma folicular 5 0.068 0.042

Carcinoma de células | 5 0.154 0.171

de Hiirthle

Carcinoma papilar + | 2 0.038 0.008

folicular

Carcinoma papilar de | 2 0.153 0.127

células altas

0.483

Tabla 4.31: Comparacién por subgrupos. Niveles de miR-222 (copias/pL). Clasificacién
segun histologia de la pieza quirirgica.

Histologia N Media Desviacion|| p
estandar
Carcinoma papilar 41 0.031 0.0018
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TUMOR
Histologia N Media Desviacion| p
estandar
Carcinoma papilar | 5 0.036 0.029
patron folicular
Carcinoma folicular ) 0.022 0.011
Carcinoma de células | 5 0.035 0.032
de Hiirthle
Carcinoma papilar + | 2 0.018 0.004
folicular
Carcinoma papilar de | 2 0.084 0.08
células altas
0.038

Cuando comparamos los niveles de microRNAs segtin la histologia de la pieza quirtrgica,
el miR-146 presenta niveles algo mayores en el carcinoma de células de Hiirthle y el papilar
de células altas, pero las diferencias no son significativas (p 0.171). En cuanto al miR-
221 no existen diferencias significativas entre los diferentes grupos, aunque parece que los
niveles son algo menores en los foliculares y los de células de Hiirthle. Sin embargo, el
miR-222 tiene unos niveles claramente mayores, entre 2 y 3 veces mas, en los carcinomas

papilares de células altas, con diferencias estadisticamente significativas (p 0.038).
Analisis de comparaciones multiples

A continuacién se presentan los resultados de la aplicacién del test de Duncan para el
analisis de comparaciones multiples, en el que se confirman algunas de las diferencias

previamente expuestas si segmentamos la muestra por histologia del tumor.

En primer lugar, respecto a la edad, se observan diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05) entre el carcinoma papilar de células altas con una media de edad al diagndsti-
co de 65.5 anos frente al carcinoma papilar clasico que presenta una media de edad al
diagnéstico de 37.51 anos. Respecto a la tiroglobulina de la extraccién se observan diferen-
cias significativas (p<0.05) entre el carcinoma papilar de células altas con una Tg media

de 122.99 ng/mL respecto al papilar variante cldsica con una Tg media de 2.88 ng/mL
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y el papilar patrén folicular con una Tg media de 3.47 ng/mL. Finalmente, respecto al
andlisis de los microRNAs, se observan diferencias significativas (p<0.05) para el miR-146
entre el carcinoma papilar de células altas y el carcinoma papilar y el papilar con patron
folicular. Para el miR-222 se observan diferencias significativas (p<0.05) entre el papilar

de células altas y el resto de histologias, tal como se muestra en la siguiente tabla.

Tabla 4.32: Anélisis de comparaciones multiples. Test de Duncan. miR-222 (copias/nL

Histologia N 1 2 P
Carcinoma papilar 41 0.031

Carcinoma papilar patron folicu- | 5 0.036

lar

Carcinoma folicular 5 0.022

Carcinoma de células de Hiirthle | 5 0.035

Carcinoma papilar + folicular 2 0.0183

Carcinoma papilar de células al- | 2 0.084

tas

< 0,05

Tabla 4.33: Andlisis de comparaciones multiples. Test de Duncan. miR-146 (copias/uL

Histologia N 1 2 P
Carcinoma papilar 41 0.043 0.043
Carcinoma papilar patrén folicu- | 5 0.047 0.047

lar

Carcinoma folicular 5 0.028

Carcinoma de células de Hiirthle | 5 0.0699 0.0699
Carcinoma papilar + folicular 2 0.032

Carcinoma papilar de células al- | 2 0.085

tas

< 0,05
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4.3. Correlaciones

A continuacion se presentan las correlaciones encontradas entre diferentes variables de es-
tudio. Destacamos, en primer lugar, las correlaciones entre los niveles de T'g en el momento
de la extraccién y los tres microRNAs que hemos analizado. De ellos, el miR-146 presenta
una correlacion positiva con la Tg en el momento de la extraccién (r=0.310, p=0.016)
que es estadisticamente significativa. Lo mismo ocurre en el caso de miR-221 (r=0.252,
p=0.052). En el caso de miR-222 la correlacién no es estadisticamente significativa, pero

también se aprecia una relacién positiva (r=0.171; p=0.19).

r=0.310
p=0.016 .

miR146 (copias/mcL)

0,1 1 10 100 1000
Tg de la extraccién (ng/ml)

Figura 4.15: Correlacién entre los niveles de Tg en la extraccién y los niveles de miR~146.

r=0252
045
p =0.052

miR-221 (copias/mvL)

01 1 10 100 1000
Tg extraccion (ng/mL)

Figura 4.16: Correlacién entre los niveles de Tg en la extraccién y los niveles de miR-221.
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Figura 4.17: Correlacién entre los niveles de Tg en la extracciéon y los niveles de miR~222.

Por otra parte, también hemos encontrado una fuerte correlacion positiva entre los niveles
de Tg de la primera ablacién con I-131 y los niveles de Tg en la extraccion de la muestra

de estudio, tal como se muestra en la siguiente grafica (r=0.583, p=0.000).

100000 - r=0.583
p=0.000 .

10000 |

1000 1|

100

Tg de la primera dosis de I131 (ng/mL)

01 1

0,01 T T T "
0,1 1 10 100 1000
Tg de la extraccién (ng/mL)

Figura 4.18: Correlacién entre los niveles de Tg en la extraccién y Tg en la primera
ablacién con 1131.
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T4L de la extraccion (ng/dl)

0,5

0 5 10 15 20 25
TSH de la extraccién (mcUIl/mL)

Figura 4.19: Correlacién entre los niveles de TSH de la extraccion y los niveles de T4L de
la extraccion.

En la figura 4.19 se muestra la correlacién negativa entre los niveles de TSH y de T4L en
el momento de la extraccién de la muestra, como era esperable, ya que los pacientes con
dosis mayores de tiroxina consiguen niveles mayores de T4L y mayor supresién de la TSH
(r=-0.257, p=0.049).

10000 17
1000 1

100 1

Tg estimulada 1 afio 3er dia (ng/mL)

01 A

0,01 0,1 1 10 100 1000 10000 100000
Tg en la primera dosis de 1131 (ng/mL)

Figura 4.20: Correlacion entre los niveles de Tg durante la primera dosis de 1131 y la Tg
estimulada el primer ano al quinto dia.
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También encontramos una correlacién positiva entre los niveles de Tg durante la primera
ablacién con I131 y la Tg estimulada al primer ano el quinto dia desde la estimulacion

(r=0.301, p=0.053), como se muestra en la grafica 4.20.

Finalmente, en las tres siguientes graficas, quedan representadas las fuertes correlaciones
positivas entre los niveles de los distintos microRNAs analizados: miR-221 y miR 222
con una r=0.865 (p=0.000), miR 222 y miR-146 con una r=0.841 (p=0.000) y miR146 y
miR-221 con una r=0.896 (p=0.000).

0,16
r=0.865
an ° p=0.000

0,12

0,1

Niveles de miR-222 (copias/mclL)

0 0,05 01 0,15 0,2 0,25 03 0,35 04 0,45
Niveles de miR-221 (copias/mcL)

Figura 4.21: Correlacion entre los niveles de miR-221 y miR-222.

0,18 r=0.841

Niveles de miR-146 (copias/mcL)

0 0,02 0,04 0,06 0,08 01 0,12 0,14 0,16
Niveles de miR-222 (copias/mcL)

Figura 4.22: Correlacion entre los niveles de miR-222 y miR-146.
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0,45 r=0.896
p=0.000

°
W

0,25

02

Niveles de miR-221 (copias/mecL)

0,15

0 0,02 0,04 0,06 0,08 01 012 0,14 0,16 018
Niveles de miR-146 (copias/meL)

Figura 4.23: Correlacion entre los niveles de miR-146 y miR-221.

Correlaciones segmentadas por histologia

A continuacién presentamos las correlaciones més significativas encontradas al segmentar
por histologia de la pieza quirtrgica. En primer lugar, cabe destacar la correlacion negativa
entre el miR-146 y la Tg de la extraccion en los pacientes con carcinoma papilar, en general
con mejor evolucién (r= -0.325, p=0.038). El mismo tipo de relacién se ha encontrado
para el miR-146 y la Tg estimulada el primer ano al quinto dia de la estimulacién (r=

-0.338, p=0.044).

Niveles de miR-146 (copias/mcL)

0 5 10 15 20 25 30 35
Niveles de Tg en la extraccién (ng/mL)

Figura 4.24: Correlacion entre los niveles de miR-146 y la Tg de la extraccién en pacientes
con carcinoma papilar.
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Niveles de miR-146 (copias/mcL)

0 20 40 60 80 100 120 140 160
Niveles de Tg afio 1 dia 5 (ng/mL)

Figura 4.25: Correlaciéon entre los niveles de miR-146 y la Tg estimulada al primer ano el
dia 5 en pacientes con carcinoma papilar.

Sin embargo, en los tumores con peor histologia la correlaciéon encontrada ha sido diferente.
En el caso del papilar con patrén folicular, existe una correlacién positiva cercana a la
significacion estadistica entre miR-222 y la Tg de la extraccién (r=0.810, p=0.097) y
estadisticamente significativa para miR-222 y la Tg estimulada el primer ano al quinto
dia de la estimulacién (r=0.880, p=0.049). En este tipo de tumores también encontramos
una fuerte correlacion positiva entre los tres microRNAs y los anticuerpos antiTg en
el momento de la extraccién: miR-146 con r=0.920 y p=0.027, miR-221 con r=0.929,
p=0.022 y miR-222 con r=0.971 y p=0.006.

0,09 r=0.810
p=0.097 °

Niveles de miR-222 (copias/mecL)

0,02

Niveles de Tg en la extraccién (ng/mL)

Figura 4.26: Correlacion entre los niveles de miR-222 y la Tg de la extraccién en pacientes
con carcinoma papilar con patrén folicular.
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Figura 4.27: Correlacién entre los niveles de miR-222 y la Tg estimulada al primer ano el
dia 5 en pacientes con carcinoma papilar patrén folicular.

o r=0.920
p=0.027

0,12

0,08

0,06

Niveles de miR-146 (copias/mcL)

0,04

0 5 10 15 20

Niveles de Ac antiTg de la extracci6n (ng/mL)

Figura 4.28: Correlacién entre los niveles de miR-146 y los anticuerpos antiTg de la
extraccion en pacientes con carcinoma papilar patrén folicular.
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o r=0.929
p=0.022

025

0,2

0,15

Niveles de miR-221 (copias/mclL)

01 o
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Niveles de Ac antiTg de la extraccién (ng/mL)

Figura 4.29: Correlacién entre los niveles de miR-221 y los anticuerpos antiTg de la
extraccién en pacientes con carcinoma papilar patron folicular.

0,09 r=0.971
p=0.006

Niveles de miR-222 (copias/mcL)

0,02

0 5 10 15 20 25
Niveles de Ac antiTg de la extraccién (ng/mL)

Figura 4.30: Correlacién entre los niveles de miR-222 y los anticuerpos antiTg de la
extraccion en pacientes con carcinoma papilar patrén folicular.

En los tumores foliculares, hemos encontrado una correlacién positiva del miR-146 con la
Tg de la primera dosis de I-131 (r=0.974, p=0.026). Por el contrario, en los carcinomas de
células de Hiirthle, la correlacion con el miR-146 no fue estadisticamente significativa tanto
para la Tg de la extraccién (r=0.755, p=0.140) como de la primera dosis de I-131 (r=0.880,
p=0.120). En este caso, las correlaciones con miR-221 y 222 si fueron significativas: miR-

221 y Tg de la extraccién con r=0.878 y p=0.05, miR-221 y Tg de la primera dosis de
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[-131 con r=0.965 y p=0.035, miR-222 y Tg de la extracciéon con r=0.934 y p=0.02 y
miR-222 y Tg de la primera dosis de I-131 con r=0.991 y p=0.009.

02 r=0.880
p=0.120

Niveles de miR-146 (copias/mcL)

0 2 4 6 8 10 12 14
Niveles de Tg de la primera dosis de I-131 (ng/mL)

Figura 4.31: Correlacion entre los niveles de miR-146 y la Tg de la primera dosis de
radioyodo en pacientes con carcinoma de células de Hirthle.
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Figura 4.32: Correlacion entre los niveles de miR-221 y la Tg de la primera dosis de
radioyodo en pacientes con carcinoma de células de Hiirthle.
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Figura 4.33: Correlacion entre los niveles de miR-222 y la Tg de la primera dosis de
radioyodo en pacientes con carcinoma de células de Hiirthle.

4.4. Regresion lineal

Se realiz6 también un andlisis de regresion lineal multiple para evaluar la influencia de los
niveles de microRNA en algunas de las variables de estudio. Se incluyeron como variables
independientes el miR-146, el miR-221, el miR-222, la edad al diagnéstico, la tiroglobulina
durante la primera ablaciéon con radioyodo y los anticuerpos antitiroglobulina durante la
primera ablaciéon. Como variables dependientes utilizamos la tiroglobulina en el momento
de la extraccién y la tiroglobulina estimulada al primer afo (el tercer dia de la estimu-
lacién). Los resultados se presentan en la siguiente tabla. Sélo los niveles de miR-146 y
la edad al diagnéstico presentaron una asociacion independiente y estadisticamente sig-
nificativa con los niveles de tiroglobulina de la extraccién. En el caso de la tiroglobulina
estimulada al primer ano, fueron los niveles de miR-221 y miR-222 los que presentaron
una asociaciéon independiente y estadisticamente significativa, asi como la tiroglobulina

durante la primera ablacién.
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Tabla 4.34: Analisis de regresion lineal simple para niveles de tiroglobulina en el momento
de la extraccién y de tiroglobulina estimulada al primer ano (tercer dia).

Tg extrac- | R=0.972; Tg estimu- | R=0.919;
cion R2=0.944 lada 1 ano | R2=0.844
(dia 3)
B P B P
miR-146 0.846 0.000 -0.2 0.065
miR-221 -0.172 0.058 -1.739 0.001
miR-222 -0.258 0.075 2.295 0.000
Edad al | 0.265 0.042 0.025 0.566
diagnéstico
Tg ablaciéon -0.024 0.508 0.892 0.002
Ac antiTg abla- | -0.046 0.902 -0.493 0.025
cion
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5.1. GENETICA DEL CANCER DE TIROIDES

El cancer de tiroides es la neoplasia mas frecuente del sistema endocrino, de hecho supone
un 1% de todos los tumores que puede sufrir el ser humano. Ademads, se ha observado
en los 1iltimos anos un incremento en la incidencia de este tipo de tumor, sobre todo del
carcinoma diferenciado a expensas de tumores incidentales descubiertos mediante eco-
graffa tiroidea y cuya relevancia clinica estd en entredicho [3] [5]. Dentro de las diferentes
histologias del cancer diferenciado de tiroides de estirpe folicular, el carcinoma papilar es
el mas frecuente de todos (90 %), con una tasa de supervivencia cercana al 98 %. Le sigue
en frecuencia el carcinoma folicular (5-10 %), mucho menos prevalente y con una tasa de
supervivencia algo menor (92 %), lo que le confiere peor pronéstico. Finalmente, dentro
de los tumores de estirpe folicular, se encuentra el carcinoma anaplasico, muy raro pero

extremadamente agresivo, con una supervivencia de en torno al 13 % [7] [3].

En nuestro estudio hemos encontrado frecuencias similares, con un claro predominio de
los tumores de histologia papilar con un 83.3 % (n=>50) incluyendo la variante de patrén
folicular y la de células altas, asi como los de celularidad mixta (papilar + folicular).
Mientras que sélo el 16.6 % (n=10) fueron carcinomas foliculares, incluyendo el carcinoma
de células de Hiirthle.

5.1. Genética del cancer de tiroides

Como se menciond ampliamente en la seccién 1.3.2 la etiologia del cancer de tiroides sigue
siendo en parte desconocida, pero si sabemos que intervienen algunos factores genéticos y
ambientales cuyo papel especifico es dificil determinar [6]. Multiples estudios han identifi-
cado diversas vias moleculares con un papel crucial en la oncogénesis tiroidea, fundamen-
talmente la via de las MAPK y la via PI3BK-AKT, que son vias de senalizaciéon implicadas
en la regulacion de procesos celulares directamente relacionados con la diferenciacion,

proliferacién o migracién celular [10].

Entre las mutaciones mas importantes implicadas en las alteraciones de estas vias que
se han relacionado con el carcinoma diferenciado de tiroides tenemos en primer lugar a
BRAF, que aparece en un 40-50 % de los carcinomas papilares, un 20-40 % de los po-
bremente diferenciados y un 30-40% de los anapldsicos. Otra mutacién relativamente
frecuente es RAS que se ha identificado en un 10-20 % de los tumores papilares, un 40-
50 % de los foliculares y un 20-40 % de los anapldsicos y pobremente diferenciados. El
reordenamiento RET/PTC se ha identificado sobre todo en tumores papilares (10-20 %),

pero también en lesiones benignas [9]. Mdas recientemente se han identificado mutaciones
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del promotor TERT, que pueden aparecer hasta en el 22 % de los carcinomas papilares y el
17 % de los foliculares, asociadas a mutaciones de BRAF en tumores de peor prondstico [4].

Menos frecuentes son las mutaciones PAX8/PPAR~ o los reordenamientos NTKRI1.

5.1.1. El papel de los microRNAs en la carcinogénesis tiroidea

Ademas de los factores genéticos clasicos anteriormente expuestos, que consisten en muta-
ciones de genes convencionales codificantes de proteinas, en los ltimos anos estan adqui-
riendo cada vez mayor interés otro tipo de genes no codificantes entre los que se encuentran
los microRNAs o miR [6].

Estas pequenas moléculas de RNA de entre 18 y 25 nucleétidos actiian como reguladores
postranscripcionales de la expresién génica, mediante uniones especificas con la region
3’ no traducida complementaria de los RNA mensajeros de aquellas proteinas a las que
regulan. Multitud de estudios recientes han demostrado su papel fundamental en dife-
rentes procesos bioldgicos relacionados con la diferenciacion celular, la proliferacién o la
apoptosis, que son procesos cuya alteracion se relaciona directamente con la oncogénesis.

Es por ello, que cada vez estan cobrando un mayor interés en la oncologia [77] [78] [79].

La desregulacién de los microRNA en el cancer puede deberse a una sobreexpresién o a
una infraexpresion por cualquier evento genético o epigenético. De modo que en algunos
casos se han encontrado niveles mayores en tejido tumoral que en tejido normal y en
otros casos, mucho menos frecuentes, se han encontrado niveles menores. Sin duda, uno
de los puntos mas interesantes de los microRNA en el cancer es su utilidad diagnédstica,

prondstica y en el seguimiento de los diferentes tipos de tumores.

El cancer de tiroides no es una excepcion y se han identificado multitud de microRNAs
desregulados en los diferentes tipos de tumores tiroideos, que presentan diferentes perfiles
de expresion ya que suelen ser tejido-especificos [78]. Por ejemplo, en el carcinoma papi-
lar se han identificado numerosos miR claramente sobreexpresados como el miR-187, el
miR-221, el miR-222, el miR-181, el miR-~146, el miR-155 y el miR-224. De ellos los mas
frecuentemente sobreexpresados son el miR-221, el miR-222 y el miR-146 y en muchas
ocasiones se trata de tumores con mutaciones de BRAF. Por otra parte, en el carcinoma
folicular existen otros microRNAs desregulados, pero también se han encontrado sobreex-
presados miR-221 y miR-222 que son 1tiles incluso en la diferenciacién entre adenoma y

carcinoma folicular [84]. La desregulacién de algunos de estos microRNAs se ha asociado
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con mutaciones en c-KIT que esta implicado en las vias MAPK y RAS , asi como del
proto-oncogén RET [78] [90].

En nuestro estudio, hemos determinado los niveles de miR-146, miR-221 y miR-~222 en
la sangre periférica de pacientes con carcinoma diferenciado de tiroides. El estudio de los
microRNAs circulantes es mucho més reciente en este campo y ain existen pocos datos. Yu
et al demostraron la presencia de algunos microRNAs entre los que se encontraba el miR-
222, cuyos niveles eran superiores en sangre periférica de pacientes con carcinoma papilar
comparados con los pacientes con nédulos benignos [100]. Lee et al realizaron un andlisis
similar, encontrando que miR-222 y miR-146 estaban sobreexpresados en pacientes con
carcinoma papilar recurrente comparados con aquellos que no habian presentado recidivas
y que se podian detectar en plasma de pacientes con carcinoma papilar en niveles muy

superiores al plasma de pacientes sanos [101].

En nuestra muestra hemos podido detectar miR-146, miR-221 y miR-222 en la sangre
periférica de pacientes con carcinoma diferenciado de tiroides. En el caso de miR-222 los
niveles son dos veces superiores en pacientes con respuesta estructural incompleta compa-
rados con los pacientes con respuesta excelente (p 0.076). En el caso de miR-~221 no hemos
encontrado diferencias entre los grupos y para miR-~146 los niveles fueron superiores en el
grupo de respuesta excelente pero las diferencias no fueron estadisticamente significativas
(p 0.122). Son datos similares a los encontrados en la bibliografia ya que en el caso de
miR-222 los niveles fueron superiores en pacientes que presentan enfermedad recurrente

o persistente.

5.2. Factores prondsticos en el cancer diferenciado de

tiroides

En general, el prondstico del carcinoma diferenciado de tiroides es excelente, pero existen
excepciones. Es interesante poder estudiar los factores que influyen en el prondstico y la
evolucion de la enfermedad para poder establecer el protocolo més adecuado de tratamien-
to y seguimiento posterior. La mayoria de los factores etioldgicos, tanto genéticos como
ambientales, tienen implicacion en el prondstico, pero es dificil asociarlos a los diferentes

tipos histolégicos porque habitualmente se han estudiado de forma conjunta [71].

Algunas de las mutaciones genéticas que hemos comentado en la etiologia de este tipo de
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tumores parecen tener implicaciéon prondstica. De ellas la mas estudiada es BRAF. En
diversos estudios se ha encontrado una asociacion entre esta mutacion y la presencia de
metastasis ganglionares, la edad avanzada, el sexo masculino, la extensiéon extratiroidea,
los estadios avanzados de la enfermedad y el riesgo de recurrencia [74]. También se ha
asociado con la pérdida de avidez por el radioyodo en el carcinoma papilar recurrente.
Sin embargo, otros estudios no han logrado confirmar estas asociaciones y ademas nunca
se ha podido demostrar que sea un factor independiente de las caracteristicas clinico-

patoldgicas.

En relacion también con BRAF, mas recientemente se ha empezado a estudiar la im-
portancia de las mutaciones del promotor TERT que son mas frecuentes en tumores con
mutaciones de BRAF. Este promotor se ha asociado con caracteristicas de mal pronéstico
como edad avanzada, mayor tamano tumoral, metéastasis a distancia y peores estadios
tumorales. De especial importancia es la relaciéon con el potencial metastasico, de he-
cho parece que los pacientes con tumores con mutaciones de TERT tienen una mayor

mortalidad especifica por el tumor y de forma independiente a la edad y el sexo.

En las mutaciones de RAS existe mas controversia ya que se ha encontrado en todo el
espectro de lesiones tiroideas y las series estudiadas son pequenas. Lo mismo ocurre con
RET/PTC y PPARgamma, que parecen estar asociados a tumores més pequenos y que

responden mejor a los tratamientos [73] [12].
Caracteristicas clinico-patolégicas

Con los datos disponibles actualmente, los factores clinico-patolégicos siguen siendo mu-
cho més importantes que los factores genéticos en la evaluacién prondstica del cancer de
tiroides. Sabemos que el sexo masculino, la edad avanzada, o los hallazgos histolégicos
(grado de diferenciacién, variantes celulares como la de células altas o la de células co-
lumnares) [75] son caracteristicas que confieren un peor prondstico a la enfermedad. En
la mayor parte de los estudios se ha encontrado que los pacientes diagnosticados de carci-
noma folicular tienen peor prondstico que los diagnosticados de carcinoma papilar, como
confirman Lundgren et al con un riesgo de muerte por el cancer casi 4.4 veces mayor que
en el papilar. Pero ademas, el carcinoma folicular suele estar menos diferenciado y deter-
minar estadios mas altos en las clasificaciones TNM. Ademas, los tumores con infiltracion
linfoide se asocian a un mejor prondstico, al igual que la mayor diferenciacién celular. La

cirugia incompleta y las metéastasis al diagndstico, ya sean locales o a distancia, suelen
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conferir un peor pronédstico. Lo mismo ocurre con el sexo masculino, la edad por encima
de los 45 afos y un tamano tumoral por encima de los 4 cm [76]. Como dijimos anterior-
mente, estos datos suelen corresponder a estudios realizados para el CDT en general, sin
distinguir los diferentes subtipos histolégicos. Recientemente, Rios et al han analizado los
factores pronosticos para el carcinoma folicular, en pacientes con diagnoéstico histologico
compatible, sin enfermedad diseminada al diagnodstico, sometidos a cirugia potencialmen-
te curativa y con un seguimiento minimo de 5 anos (n=66). En sus resultados encuentran
que los principales factores predictivos de recidiva en el carcinoma folicular son la edad
por encima de 45 anos, el sexo masculino, la clinica local al diagndstico que se suele rela-
cionar con tumores de mayor tamano o con afectacion de estructuras adyacentes, la propia
infiltracién de estructuras vecinas, el tipo histologico de carcinoma folicular, el tamano,
la invasion capsular o vascular y la presencia de adenopatias. De todos ellos los tinicos
que persisten como factores independientes en el andlisis multivariante son la clinica local
y la invasion de estructuras vecinas. Son datos a tener en cuenta, sin olvidar que es un

estudio con una pequenia muestra de pacientes y de cardcter retrospectivo [71].

En nuestra muestra hemos podido reproducir estos datos ya que se observéd que los pa-
cientes con respuesta estructural incompleta eran de media unos 10 anos mayores al
diagndstico que aquellos que tuvieron una respuesta excelente (50.5 afios vs 40.7 afos
respectivamente), mientras que los que mostraron una respuesta bioquimica incompleta
fueron unos 9 anos mas jévenes (31.25 anos) que los que tuvieron respuesta excelente
(p 0.001). Posteriormente, realizando una comparacién por subgrupos en funcién de la
histologia del tumor, encontramos que aquellos tumores con histologia de peor prondsti-
co suelen diagnosticarse en pacientes de mayor edad. Asi, el carcinoma de células altas
presenta una media de edad al diagndstico de 68 anos y el de células de Hiirthle de 63.2
anos, frente a los 46.95 anos en el caso del carcinoma papilar,siendo estas diferencias

estadisticamente significativas (p 0.023).

En cuanto al sexo, aunque nuestra muestra estaba compuesta por una gran mayoria
de mujeres, los varones presentaron con mayor frecuencia respuesta bioquimica (n=5) y
estructural incompleta (n=9) que respuesta excelente (n=3) con una diferencia estadisti-
camente significativa (p 0.056). Esto supone que el 48.8% de las mujeres tuvieron una
respuesta excelente respecto al 17.6 % de los hombres, el 25.5% de las mujeres tuvieron
respuesta bioquimica incompleta frente al 29.4 % de los hombres y el 25.5 % de las mujeres
tuvieron respuesta estructural incompleta comparado con el 52.9% de los hombres. En

cuanto al tipo histolégico, en nuestro estudio no hemos encontrado diferencias significa-
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tivas entre los distintos grupos probablemente por el pequeno tamano de la muestra. Si
bien es cierto que los dos pacientes con carcinoma papilar de células altas presentaron res-
puesta estructural incompleta y 2 de los 5 pacientes con carcinoma de células de Hiirthle

también tuvieron una respuesta estructural incompleta.

Respecto a los factores relacionados con un estadio TNM maés avanzado como la invasion
linfatica o vascular, la afectacion de los tejidos adyacentes y las metdastasis a distancia,
hemos encontrado resultados similares a los recogidos en la literatura. Los pacientes con
respuesta estructural incompleta presentaron afectacion ganglionar en el 50 % de los casos
(n=10), los pacientes con respuesta bioquimica incompleta tuvieron afectacién ganglionar
en el 62.5 % de los casos (n=10) y los pacientes con respuesta excelente sélo la presentaron
en el 25% (n=6) con diferencias estadisticamente significativas (p 0.049). Algo similar
ocurre con los datos de invasion linfatica en la pieza quirtrgica, que fue mas frecuente en los
pacientes con respuesta bioquimica incompleta (75 %, n=12) y con respuesta estructural
incompleta (60 %, n=12) que en los pacientes con respuesta excelente (25 %, n=6) con una
p 0.005. En cuanto a la invasiéon vascular, ningin paciente con respuesta excelente tuvo
datos de este tipo de extensién frente a 3 pacientes con respuesta bioquimica incompleta
(18.75%) y 7 con respuesta estructural incompleta (35%) con diferencias significativas
(p0.002). Observamos también diferencias significativas (p 0.000) en la invasién de tejidos
adyacentes, que ocurrié sélo en el 8.3% (n=2) de los pacientes con respuesta excelente
frente al 43.75% (n=7) de los pacientes con respuesta bioquimica incompleta y el 65 %
(n=13) de los pacientes con respuesta estructural incompleta. Respecto a las metdstasis
al diagndstico, se observaron en el 25% de los pacientes con respuesta excelente (n=6),
el 62.5% (n=10) de los pacientes con respuesta bioquimica incompleta y el 75 % (n=15)
de los pacientes con respuesta estructural incompleta (p 0.002). Finalmente, en cuanto a
las metastasis en el seguimiento, sélo aparecieron en 1 paciente con respuesta excelente
4.2 %, frente a 12 pacientes con respuesta bioquimica incompleta (75 %) y el 100 % de los

pacientes con respuesta estructural incompleta (p 0.000).

Todas estas diferencias se mantienen al clasificar a los pacientes segtin criterios de curacion,

salvo en el caso del sexo del paciente donde perdemos la significacion estadistica.
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La respuesta al tratamiento inicial como factor predictor del riesgo de recu-

rrencia

La ultima guia de la ATA recoge entre sus recomendaciones el uso del sistema de estratifi-
cacién dindmica de Tuttle para evaluar la respuesta al tratamiento inicial. Elaboraron este
sistema basdndose en los estudios previos que demostraban que el riesgo de recurrencia o
persistencia de la enfermedad se altera por la extensiéon de la cirugia inicial, los cambios
en la Tg sérica o los anticuerpos antiTg en el tiempo, el grado de avidez de las metéstasis
pulmonares por el radioyodo, la presencia de una Tg estimulada indetectable combinada
con ecografias negativas en pacientes de bajo riesgo y PET con 18-fluorodesoxiglucosa en
pacientes de alto riesgo. Una vez confeccionado este sistema de estratificacion del riesgo,
procedieron a validarlo mediante una revisién retrospectiva de 588 pacientes con cancer
de tiroides con una media de seguimiento de 7 anos en un unico centro de referencia de
tercer nivel. En sus resultados confirmaron que la escala de riesgo de la ATA es un pre-
dictor inicial bueno del riesgo de recurrencia o persistencia de la enfermedad, pero que
debe incorporar la valoracién de la respuesta al tratamiento en el seguimiento posterior
para poder modificar de forma dinamica las estimaciones de riesgo y adaptar tanto el
seguimiento como el tratamiento de la enfermedad recurrente en caso necesario [45]. De
este modo se establecen cuatro grupos de riesgo que son: la respuesta excelente en aque-
llos pacientes que no tienen evidencia clinica de tumor, pruebas de imagen negativas y
tiroglobulinas <0.2 ng/ml bajo tratamiento o <1 ng/ml estimulada; respuesta bioquimica
incompleta si la tiroglobulina se eleva o aumentan los anticuerpos antitiroglobulina sin
otra evidencia de enfermedad; respuesta estructural incompleta cuando existe enferme-
dad persistente o metastasica detectada; y por tultimo respuesta indeterminada cuando

los hallazgos son inespecificos y nos impiden clasificar al paciente [4] [45].

En nuestro trabajo hemos comparado las variables utilizadas para la estratificacion dinami-
ca con la que hemos clasificado a los pacientes en los tres grupos de estudio. Se han en-
contrado diferencias significativas (p 0.003) en la tiroglobulina estimulada el primer afo
al quinto dia desde la estimulacién, que fue claramente superior en el grupo de pacientes
con respuesta estructural incompleta (29.1 ng/mL) y en los pacientes con respuesta bio-
quimica incompleta (20.84 ng/mlL) en comparacién con los pacientes que tuvieron una
respuesta excelente (0.2 ng/mL). Obtuvimos resultados similares con la tiroglobulina en
el momento de la extraccién de la muestra, mucho més elevada en el grupo de respuesta
estructural incompleta (48.05 ng/mL) en comparacion con el grupo de respuesta bioquimi-

ca incompleta (4.09 ng/mL) y el de respuesta excelente (0.2 ng/mL) y esas diferencias
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fueron estadisticamente significativas (p 0.025). Al realizar el anélisis por subgrupos segin
la histologia del tumor, observamos unos niveles medios de tiroglobulina muy superiores
en el carcinoma folicular (60.16 ng/mL), el de células de Hiirthle (64.16 ng/mL) y el de
células altas (122.99 ng/mL) en comparacién con el carcinoma papilar (2.89 ng/mL) con
un p de 0.017. Si bien es cierto que el tamano de la muestra en estas tres histologias es

muy pequeno y resulta dificil extraer conclusiones.

La tiroxina en el momento de la extraccion fue superior en los pacientes con respuesta
incompleta bioquimica y estructural (1.58 ng/dl y 1.57 ng/dl) en comparacién con el
grupo de respuesta excelente (1.3 ng/dl), también de forma significativa (p 0.002). En el
caso de la tiroxina las diferencias responden a la mayor dosis de levotiroxina que reciben

estos pacientes a fin de mantener el grado de supresién de TSH adecuado.

Sin embargo, no encontramos diferencias entre los grupos para variables importantes en
la evaluaciéon de la respuesta al tratamiento inicial como la tiroglobulina tras la primera
ablacion con radioyodo, los anticuerpos antitiroglobulina correspondientes a la primera
ablacion, la tiroglobulina estimulada el primer ano al tercer dia y sus anticuerpos antitiro-

globulina o los anticuerpos correspondientes al quinto dia o al momento de la extraccion.

Un punto interesante es que en el andlisis de correlaciones, se observé una correlacion
positiva estadisticamente significativa (r=0.301, p 0.053) entre la tiroglobulina de la ex-
traccion y la tiroglobulina estimulada el primer ano al quinto dia. Tal como sugieren los
datos en la bibliografia, los resultados de las pruebas analiticas durante los dos primeros
anos tras el tratamiento inicial parecen tener una importancia vital en el prondstico de
la enfermedad. Algo similar ocurre con los niveles de tiroglobulina en la primera abla-
ci6én y la tiroglobulina de la extraccién (r=0.583, p 0.000), sugiriendo que la eficacia del

tratamiento quirtirgico también es importante en la evolucién del cancer de tiroides.

MicroRNAs circulantes como factor pronédstico en el carcinoma diferenciado

de tiroides

Una amplia variedad de estudios han mostrado que habia un aumento en la expresion
aberrante de microRNAs en el carcinoma papilar comparado con el tejido normal, espe-
cialmente de los miR-221, miR-222 and miR-146. Por tanto, estos datos apoyan la idea
de que la desregulacién de los microRNAs estd asociada con la transformacion de las

células tiroideas. Ademas, se ha visto que el miR-146 esté relacionado no sélo con la car-
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cinogénesis tiroidea, sino también con la invasién extratiroidea, los estados avanzados del
carcinoma papilar y las mutaciones BRAF. Estos resultados destacan la importancia del
miR~146 como determinante de la agresividad del carcinoma papilar y en la identificacion

de genes objetivo potencialmente relacionados con la agresividad del tumor [89].

En un estudio muy reciente, Chou et al evaluaron la eficacia pronéstica de este microR-
NA determinando los mecanismos por los cuéles el miR-146 influia en la agresividad del
carcinoma papilar en las lineas celulares que albergaban mutaciones de BRAF. Evaluaron
muestras de tejido obtenidas de una cohorte de 71 pacientes sometidos a tiroidectomia
entre 1997 y 2005. Los pacientes fueron clasificados en dos grupos: libres de enfermedad
(n=41) o con enfermedad activa (n=30) basdndose en los informes médicos al final del
seguimiento; y también fueron clasificados como de bajo o alto riesgo de acuerdo al sis-
tema de estadificacion TNM de la UICC/AJCC. Sus resultados mostraban que estadios
avanzados del tumor, la presencia de metastasis ganglionares cervicales y la expresion de
miR-146 eran factores de riesgo independientes para un mal prondstico en el carcinoma
papilar en un estudio univariante. Demostraron la relacién entre los niveles de miR-~146b,
el estadio del tumor, la presencia de metastasis ganglionares cervicales y las mutaciones
BRAF con las tasas de supervivencia libre de enfermedad. De modo que pacientes con
niveles de expresion elevados de miR-146 en el tumor primario tenian una menor tasa de
supervivencia libre de enfermedad que aquellos con bajos niveles de expresion de miR-146
con una p<0.05. Respecto al estadio avanzado y la presencia de metastasis cervicales,
también encontraron menor tasa de supervivencia libre de enfermedad en comparacién

con los pacientes con estadios mas precoces y sin metastasis ganglionares con una p<0.05.

Por otra parte, estudiaron el potencial oncogénico de miR-~146 en estudios in vitro. Obser-
varon que las células que sobreexpresaban este microRNA eran significativamente menos
sensibles a la inhibicion del crecimiento celular por contacto célula-célula que aquellas
que habian sido transfectadas con un control negativo. Del mismo modo, las células que
sobreexpresaban el miR-146 eran menos sensibles a la apoptosis inducida por ciclofosfa-
mida. Finalmente, estudiaron la influencia en la agresividad del tumor, demostrando que
la sobreexpresién de miR-146 promueve la migracién celular y la invasién in vitro, con
diferencias estadisticamente significativas con el control, pero independientemente de las
mutaciones BRAF.

En conclusion, en este estudio se demostré que los niveles de expresién de miR-146 en el

tejido tumoral tienen un valor prondstico en pacientes con carcinoma papilar y que pue-
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den ser utilizados como un factor predictor significativo de la evolucién de la enfermedad
asociado al estadio del tumor y la invasion extratiroidea en el momento de la cirugia.
Ademas, en sus estudios in vitro los datos sugieren que su sobreexpresion esta relacionada
con la agresividad del tumor y su capacidad invasiva [96]. Similares resultados se han en-
contrado en otros estudios para las familias miR-221 y miR-222, méas elevados en tumores
con caracteristicas de peor prondstico como un mayor tamano tumoral, invasion capsular,
vascular o linfdtica o presencia de metéstasis [83]. En el Cancer Genome Atlas [73] las

familias de miR-221 y miR-222 se asociaron a tumores menos diferenciados.

En nuestro trabajo, al comparar los tres grupos segin la estratificacion dindmica del
riesgo de recurrencia, se encontraron diferencias casi significativas (p 0.076) tnicamente
para los niveles de miR-222 que fueron casi dos veces superiores en los pacientes con
respuesta estructural incompleta que en aquellos que tuvieron una respuesta excelente o
una respuesta bioquimica incompleta. Sin embargo, no encontramos diferencias para miR-
146 y miR-221. Estas diferencias se pierden si clasificamos a los pacientes por criterios de

curacion.

Al realizar la comparacion por subgrupos segun la histologia del tumor se observé que los
niveles de miR-222 fueron entre 2 y 3 veces superiores en el carcinoma papilar de células
altas que en el resto de histologias, sugiriendo una asociacién con un peor prondstico (p
0.038). El miR-146 present6 niveles algo mayores en el carcinoma de células de Hiirthle y

el de células altas, pero las diferencias no fueron significativas (p 0.171).

En el analisis de correlaciones se han encontrado algunos datos interesantes. En primer
lugar, al correlacionar los niveles de tiroglobulina de la extraccién con los niveles de
los tres microRNAs estudiados, se observé que en los tres casos habia una correlacion
positiva. En los casos de miR-146 (r=0.310, p 0.016) y miR-221 (r=0.252, p 0.052) esa
correlaciéon fue estadisticamente significativa. Sin embargo, en el caso de miR-222 no se
alcanz6 dicha significacion estadistica (r=0.171, p 0.19). Esta correlacién podria explicarse
por la presencia de tejido tumoral que produce tanto tiroglobulina como micrRNAs en
funcién del tamano o la extension de dicho tejido. Por otra parte, también se encontraron
fuertes correlaciones positivas entre los niveles de los tres microRNAs estudiados en la
sangre de nuestros pacientes, sugiriendo la consistencia de su expresion por parte del

tejido tiroideo.

Cuando segmentamos la muestra segun la histologia del tumor, se observé una correlacion
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negativa entre los niveles de miR-146 y la tiroglobulina en el momento de la extraccion
(r=-0.325, p 0.038) asi como la tiroglobulina estimulada el primer afio al quinto dia (r=-
0.338, p 0.044) en los pacientes con carcinoma papilar. Este hallazgo difiere de los descritos
en la literatura hasta el momento, donde los tumores papilares de peor evolucion presen-
taban niveles mayores de este microRNA en el tejido tumoral. Una explicacién plausible
es que el miR-146 podria asociarse con la desdiferenciacién tumoral y sus niveles sean
mas altos en aquellos tumores mas desdiferenciados con mala evolucion que producen
menos tiroglobulina. Otra posible explicacion es que tengamos algin factor confundente
en nuestro analisis que no hemos podido identificar. Ademé&s debemos tener en cuenta que
los niveles de microRNA en sangre no se correlacionan de forma exacta con los niveles de
microRNA en el tejido tumoral, por lo que habria sido interesante poder validar nuestros

resultados en sangre con la expresion en la muestra histologica.

Sin embargo, en el carcinoma papilar patron folicular, que suele tener peor prondstico,
se observd una correlacién positiva cercana a la significacion estadistica entre miR-222
y la tiroglobulina de la extraccién (r=0.810, p 0.097). En este caso los hallazgos si son
concordantes con los descritos en los estudios previamente publicados. En cuanto a la
tiroglobulina estimulada el primer ano al quinto dia la correlacion si que fue estadisti-
camente significativa con miR-222 (r=0.880, p 0.049). En este tipo de tumores papilares
con patron folicular también encontramos una fuerte correlacion positiva entre los niveles
de los tres microRNAs y los anticuerpos antitiroglobulina en el momento de la extraccion
(miR-146 con r=0.920 y p=0.027, miR-221 con r=0.929, p=0.022 y miR-222 con r=0.971
y p=0.006). En los carcinomas foliculares se observé una correlacién positiva significativa
de miR-146 y la tiroglobulina de la primera dosis de 1131 (r=0.974, p 0.026). Finalmente,
en los tumores de células de Hiirthle se observaron correlaciones positivas significativas
entre miR-221 y miR-222 y las tiroglobulinas de la extraccién (r=0.878, p 0.05 y r=0.934,
p 0.02) y de la primera dosis de 1131 (r=0.965, p 0.035 y r=0.991 y p 0.009).

Por tultimo, cabe destacar que en el estudio de regresion lineal sélo los niveles de miR-
146 y la edad al diagnéstico presentaron una asociacién independiente y estadisticamente
significativa con la tiroglobulina de la extraccion. Los miR-221 y miR-222 presentaron una
asociacion independiente y estadisticamente significativa con la tiroglobulina estimulada

el primer ano al quinto dia y la tiroglobulina de la primera ablacién con 1131.
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5.3. Limitaciones

En la realizacién de nuestro estudio hemos encontrado algunas limitaciones importantes.
Fundamentalmente el tamano muestral, sobre todo en los grupos de mala evolucién, ya
que como hemos comentado anteriormente, el carcinoma diferenciado de tiroides suele
tener un prondéstico excelente en la mayor parte de los casos. También hemos tenido
ciertas dificultades en el reclutamiento de pacientes con histologias menos frecuentes y de
peor pronéstico como el carcinoma folicular o el de células de Hiirthle. Por otra parte,
la ausencia de muestra tumoral también puede ser una limitacién en la interpretacion de
nuestros resultados, ya que la comparacién de los niveles de expresién de microRNAs en
el tejido tumoral con los niveles en sangre periférica nos podria permitir validar nuestros

resultados.

Con el objetivo de seguir avanzando en este campo seria interesante poder ampliar el
estudio con un mayor tamano muestral y analizar algunos datos mas. Por ejemplo, seria
util estudiar a aquellos pacientes con respuesta indeterminada en los que la expresion
de microRNAs podria ayudar en el seguimiento de la enfermedad. En los pacientes con
anticuerpos antitiroglobulina positivos en los que no podemos valorar los niveles de ti-
roglobulina en sangre como marcador tumoral quiza podria tener mucho valor medir la
expresiéon de microRNAs. Por otra parte, también seria interesante poder comparar los
niveles de microRNAs antes y después de una estimulacién con rTSH sintética, para

establecer si tienen una sensibilidad similar a la tiroglobulina.
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En nuestra muestra la edad avanzada, el sexo masculino, la presencia de adeno-
patias al diagnostico, los datos de invasion linfatica o vascular, la invasién de tejidos
adyacentes y la presencia de metéastasis a distancia tanto al diagnostico como en el
seguimiento, fueron factores relacionados con un peor prondstico o evolucién de la

enfermedad.

Existen diferencias en la expresion de miR-222 entre los grupos de estudio segin la
estratificacion dinamica del riesgo, siendo los niveles superiores en los pacientes con
respuesta estructural incompleta. Estas diferencias se pierden si clasificamos a los
pacientes por criterios de curacion. No se han encontrado diferencias para miR-146
y miR-221.

En cuanto a la histologia tumoral, los niveles de miR-222 fueron superiores en los
pacientes con carcinoma papilar de células altas y los de miR-146 en el carcinoma
de células de Hiirthle y en el de células altas, sugiriendo una asociaciéon de estos

microRNAs con histologias de peor prondstico.

Estos tres microRNAs parecen tener alguna relaciéon con la evolucion de la enferme-
dad, ya que los niveles se han correlacionado con la tiroglobulina de la extraccion.
Podrian tener por tanto validez como marcadores sanguineos de persistencia tumo-

ral.

Sélo el miR-146 se asocié de forma independiente a la tiroglobulina en el momento
de la extraccion. Pero el miR-221 y el miR-222 presentaron una asociacion indepen-
diente con la tiroglobulina estimulada el primer ano al quinto dia y la tiroglobulina
de la primera ablaciéon con 1131, que también influyen en la estimacién del riesgo de

recurrencia.

Queda por aclarar si estos marcadores pudieran ser de utilidad en el seguimiento
de pacientes con anticuerpos antitiroglobulina positivos en los que la tiroglobulina
no tiene validez, ya que existe una correlacién entre los niveles de los tres miR
estudiados y los anticuerpos antitiroglobulina en pacientes con carcinoma papilar

de patrén folicular.

Seria necesario realizar estudios con muestras mas extensas para determinar la re-
lacion de cada microRNA con la histologia tumoral, asi como para confirmar su

validez en el seguimiento y la evolucién del carcinoma diferenciado de tiroides.
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HOJA DE INFORMACION AL PARTICIPANTE EN UN ESTUDIO DE INVESTIGACION
CLINICA Y CONSENTIMIENTO INFORMADO

Nombre y apellidos:
NHC:
Edad:
Sexo:

Teléfono de contacto:

TiTULO DEL ESTUDIO: NUEVOS BIOMARCADORES MOLECULARES DE INTERES
PRONOSTICO EN EL CANCER DIFERENCIADO DE TIROIDES.

Investigador principal: Dra. Ana Maria Gémez Pérez. Endocrinologia y Nutricion. Teléfono:
951 032 658.

UGC de Endocrinologia y Nutricion. Hospital Universitario Virgen de la Victoria. Malaga.

PARTICIPACION VOLUNTARIA

Su participacion en este estudio es voluntaria y usted puede anular su decisién y retirar
el consentimiento en cualquier momento sin tener que dar explicaciones y sin que por ello se
altere su relacion con el médico ni se produzca perjuicio en su tratamiento o en la atencién que
usted pueda necesitar. También debe saber que puede ser excluida del estudio si (el
promotor) o los investigadores del estudio lo consideran oportuno. Su participaciéon en el

estudio no supondra ningun gasto ni beneficio econdmico para usted.

DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

El cancer diferenciado de tiroides es la neoplasia endocrina mas frecuente en nuestro
medio, en especial el cancer papilar de tiroides que supone un 90% de los casos. En su
génesis estan implicados algunos factores ambientales bien reconocidos como la exposiciéon a
radiacién cervical, el déficit de yodo o la tiroiditis de Hashimoto. También se deben tener en
cuenta multitud de factores genéticos que han sido muy estudiados, entre ellos algunos
reconocidos oncogenes como RAS, el proto-oncogen RET o BRAF entre otros. A pesar de ello
no se conoce con exactitud el peso concreto que juega cada uno de estos factores en la
carcinogénesis tiroidea.

En los ultimos afos ha surgido la necesidad de encontrar nuevos factores implicados en
este proceso, cuya determinacion pueda ser Util en el proceso diagnéstico, el pronéstico o el
seguimiento de la patologia tumoral tiroidea. Entre esos nuevos factores se encuentran los
microRNA, que son moléculas formadas por aproximadamente 22 nucleétidos y que son
importantes reguladores de la expresion génica a nivel postranscripcional. Multitud de estudios

han mostrado su importancia en la carcinogénesis a distintos niveles, incluida la glandula
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han mostrado su importancia en la carcinogénesis a distintos niveles, incluida la glandula
tiroidea. Parecer ser que una disregulacién en su funcion tanto de forma positiva como negativa
puede favorecer los procesos que llevan al descontrol del crecimiento y la proliferacion celular y
por tanto a la génesis de un tumor. Algunos de esos estudios han demostrado que puede ser
util su determinacion en sangre periférica para el diagndstico y el seguimiento en otros tipos de
cancer.

El objetivo de este estudio es describir el perfil de expresién de microRNA en nuestra
poblacién con cancer papilar de tiroides en sangre periférica y evaluar su posible relacién con
la evolucion y el prondstico de la enfermedad, con la finalidad de comprobar si pueden
ayudarnos a predecir el comportamiento de la enfermedad o incluso ayudarnos en el
diagnéstico de una forma poco invasiva.

Excepcionalmente, y siempre que asi lo autorice, se podria volver a contactar con
usted para solicitar informacién adicional. Usted no sera informado de los proyectos de
investigacion en los que se utilicen sus muestras, ni los investigadores informaran de los
resultados de las pruebas genéticas a usted o a su médico, a menos que los resultados de las
pruebas con su material biolégico o derivado pudieran ayudarle a usted o a su médico a hacer

algo para su salud o la salud de su familia.

PRIVACIDAD Y CONFIDENCIALIDAD

Sus datos seran tratados con la mas absoluta confidencialidad segun lo dispuesto en
las leyes nacionales (LO15/1999, LGC5/2002 y por la Ley 14/2007, de 3 de julio, de
Investigacion biomédica) y europeas (95/46/CE). Dado que durante la realizacion de los
proyectos de investigacion se generara informacion genética sensible, estas leyes quieren
ayudar a los investigadores a evitar accesos involuntarios a esta informacion que podrian
exponer a los pacientes y a sus familias a efectos adversos econémicos, legales, psicolégicos,
y/o sociales. De acuerdo a la LO15/1999, usted puede ejercer los derechos de acceso,
modificacién, oposicion y cancelacién de los datos, asi como puede solicitar la destruccion de
las muestras, para lo cual debera dirigirse al investigador responsable del estudio, Dra. Ana
Maria Gémez Pérez (MIR Endocrilnologia y Nutricion. Hospital Universitario Virgen de la
Victoria de Malaga. Teléfono: 951 032 658).

Los datos recogidos para el estudio estaran identificados mediante un cédigo y sélo el
investigador principal podra relacionar dichos datos con usted y con su historia clinica.

Si se publican los resultados del estudio, sus datos personales no seran publicados y

su identidad permanecera anénima.
INFORMACION SOBRE MUESTRAS BIOLOGICAS
Se conservara una muestra de su sangre hasta que finalice el estudio. Se guardara

congelada en la Unidad de Investigacion del Hospital Virgen de la Victoria, donde sera

custodiada por los investigadores participantes en el estudio. El tubo que contiene esta sangre
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no lleva su nombre ni ninguna otra marca que la identifique. Unicamente un cédigo que sélo el
investigador principal del estudio conoce que pertenece a usted.

Si usted no desea participar mas en el estudio y usted lo quiere asi, todas sus muestras
identificables, que hayan sido obtenidas exclusivamente para este estudio seran destruidas
para evitar la realizacion de un nuevo analisis.

Antes de firmar, lea detenidamente el documento, haga todas las preguntas que
considere oportunas, y si lo desea, consultelo con todas las personas que considere necesario.

En caso de duda debe dirigirse a la Dra. Gémez Pérez.

MODELO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO POR ESCRITO

TITULO DEL ESTUDIO: NUEVOS BIOMARCADORES MOLECULARES DE INTERES
PRONOSTICO EN EL CANCER DIFERENCIADO DE TIROIDES.

Participante:

Yo (nombre y apellidos)

- He leido la hoja de informacién que se me ha entregado.

- He podido hacer preguntas sobre el estudio.

- Se me ha informado que todos los datos obtenidos en este estudio seran confidenciales y
se trataran conforme establece la Ley Organica de Proteccién de Datos de Caracter
Personal 15/99.

- He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

- He hablado con: Dra. Ana Maria Gémez Pérez/ Dr. Jorge Garcia Aleman. Endocrinologia y
Nutricion.

- Comprendo que mi participacion es voluntaria.

- Comprendo que puedo retirarme del estudio:

o 1° Cuando quiera.
o 2°Sin tener que dar explicaciones.
o 3°Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.
Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio a través de la firma de este

consentimiento informado del que recibo una copia.

Malaga, a ....... de.iiii de 20....

FIRMA DEL PARTICIPANTE FIRMA DEL INVESTIGADOR

166




Apéndice B

Resumen

167



TESIS DOCTORAL.:
NUEVOS BIOMARCADORES DE INTERES PRONOSTICO EN EL
CARCINOMA DIFERENCIADO DE TIROIDES.

Introduccién:

Los microRNAs son pequefias moléculas de RNA no codificante de entre 18 y 25
nucledtidos. Sus mecanismos de disregulacion han sido muy estudiados en gran
variedad de tumores, entre ellos el carcinoma diferenciado de tiroides (CDT). Las
familias mas frecuentemente asociadas a este tipo de tumores son miR-146, miR-221
y miR-222. Nuestro principal objetivo es evaluar la relacion entre los niveles
circulantes de los microRNA mas frecuentemente asociados al carcinoma diferenciado

de tiroides con el pronéstico y la evolucion de la enfermedad.

Material y métodos:

Se analizo una muestra de 60 pacientes con CDT, seleccionando a los pacientes en
fres grupos en funcion de la escala dinamica de riesgo (respuesta excelente,
bioquimica incompleta, estructural incompleta). Se realizo una extraccion de sangre en
el momento de la inclusién y se determinaron: hormona estimulante del tiroides,
tiroxina, tiroglobulina, anticuerpos antitiroglobulina y los niveles de miR-221, miR-222 y
miR- 146.

Resultados:

El sexo masculino y la edad avanzada al diagnostico suelen asociarse con una peor
evolucién de la enfermedad. Los niveles de miR-222 fueron dos veces mayores en
pacientes con respuesta estructural incompleta, sin significacion estadistica. Los
carcinomas de estirpe folicular se asocian a unos mayores niveles de miR-146, asi
como los carcinomas de células altas presentan mayores niveles de miR-222. Los
niveles de los tres microRNA se correlacionan de forma positiva con los niveles de Tg
en el momento de la extraccion, aunque solo es significativa para miR-146 y miR-221.
Sin embargo, al segmentar por histologias, el miR-146 presenta una correlacion

negativa con la Tg de la extraccidn en pacientes con Ca papilar.

Conclusiones:

Los niveles de miR-222 y miR-146 parecen asociarse a una peor evolucion de la
enfermedad, por lo que su medicion podria tener valor pronostico en el seguimiento y
tratamiento del CDT.
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