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INTRODUCCION

El desarroilo del cancer ya no es un misterio. Durante las ultimas dos décadas, la
investigacion del céancer ha progresado asombrosamente en la identificacion de las bases
mas profundas en este proceso, llegando incluso hasta el nivel molecular. En realidad, el
término “cancer” se refiere a mas de 100 formas diferentes de la enfermedad, ya que en
cada tejido de nuestro cuerpo puede generarse esta malignidad, y es mas, en un solo tejido
pueden originarse diferentes tipos, por lo que cada cancer tiene caracteristicas muy
particulares. Aun asi, el proceso basico que produce esta diversidad de tumores parece ser
muy similar en todos los cdnceres (1).

En base a los altimos descubrimientos realizados en el campo de la biologia y la
genética molecular, se puede decir que el cancer es una enfermedad genética la cual es
provocada por los dafios en el material genético (mutaciones) y especificamente en los
genes involucrados en la regulacién de los procesos normales de replicacion y reparacion
del ADN, junto con los genes de proliferacién y diferenciacién celular. Estos cambios
pueden ser provocados por agentes ambientales (radiacion), exposicién a agentes quimicos
(asbestos), agentes biolégicos (virus), y algunas veces por la herencia de algin gen alterado,
en donde se le llama cancer familiar (2). Los genes que controlan estos procesos y que
tienen el potencial de provocar una neoplasia maligna se les conoce como proto-oncogenes,
mientras que los genes con el potencial de bloquearlo se les llama genes supresores de
tumor ¢ anti-oncogenes. Los proto-oncogenes al sufrir cambios en el control de su
expresion debido a diversas mutaciones (mutaciones puntuales, translocaciones.
amplificaciones. inserciones, etc.), se comportan de forma anormal y es cuando se les
nombra oncogenes, los cuales ya pueden cooperar para la formacion de un tumor. Al mismo
tiempo, los genes supresores de tumor, cuya funcion normalmente es ia de gobernar la
proliferacién celular, al sufrir mutaciones (mutaciones puntuales, deleciones, inserciones,
etc.) que les provoquen la pérdida de esta funcién, hace que se pierda el control de freno de

esta proliferacion lo que también induce la formacion de un tumor (3).




Cuando una célula se vuelve tumorigénica, le ocurren principalmente tres diferentes
cambios:
- Inmortalizacién: se describe como la capacidad de proliferar indefinidamente (sin que
necesariamente existan otros cambios fenotipicos), esta caracteristica involucra cambios en
el control de la proliferacién que todavia a nivel molecular no han sido bien comprendidos.
Cuando se toman células de un vertebrado y las ponemos en cultivo in vitre (cultivo
primario), €stas crecen durante un nimero determinado de divisiones (aproximadamente
50) y entonces entran en crisis y la mayoria de las células muefe. Las sobrevivientes de esta
crisis tienen la capacidad de dividirse indefinidamente (linea celular establecida), pero
obviamente sus caracteristicas genéticas han cambiado.
- Transformacion: describe la incapacidad de la célula tumorigénica para comportarse bajo
las limitaciones normales de la proliferacion; por ejemplo, en un cultivo in vitro las células
transformadas se vuelven independientes de los factores necesarios para su crecimiento, se
anula la inhibicién por contacto, por lo que las células cancerosas crecen hasta alcanzar
altas densidades y se apilan unas sobre otras formando focos.
- Metastasis: describe la caracteristica mas dafiina para el organismo, en la cual la célula
cancerosa adquiere la capacidad de invadir tejido normal, pudiéndose mover de su tejido de
origen y establecer una nueva colonia en cualquier otra parte del cuerpo. Este fenémeno se
inicia cuando varias células cancerosas se desprenden del tumor original, llamado tumor
primario y comienza el proceso denominado invasion, donde la célula cancerosa atraviesa
la matriz extracelular con objeto de llegar a un vaso sanguineo o linfético, y es ahi donde se
lleva a cabo la fase de penetracion o ingreso al vaso a través de su membrana. Una vez
dentro del torrente circulatorio, ya sea como resultado de procesos mitdticos o por
asociacion con otras células metastasicas presentes en el torrente sanguineo se produce el
fenomeno de agregacién. Por ltimo, las células salen del torrente circulatorio (evasién),
atravesando nuevamente la matriz celular y originando la formacion de un tumor secundario
(4) (Figura I).

Por todo lo anterior, se puede resumir que el cancer es un proceso complejo que se
da en etapas multiples con un origen multifactorial. Al parecer, en humanos es necesario

que se alteren al menos de 3 a 4 proto-oncogenes y 2 genes supresores de tumor para que se
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de el desarrollo de un tumor maligno y otro par de genes durante el proceso de metastasis
(1). Este tipo de cooperacion entre oncogenes y la ausencia de los genes supresores, sugiere
que para que se de el proceso de malignizacion es necesario que sucedan fenémenos que

ocutren a nivel de membrana, citoplasma y dentro del niicleo celular (4) (Figura II).

LA GLANDULA TIROIDES

La glandula tiroides es uno de los primeros 6rganos en realizar su aparicion, tanto en
el desarrollo embrionario como en el desarrollo de la especie (5). La tiroides es una
glandula endécrina de origen endodérmico desarrollada a partir de una evaginacion de la
base de la lengua (Foramen cecum), y se encuentra localizada por delante de la trdquea y
del eséfago, y en intima relacién con los cartilagos de la laringe. Esta glandula esta
constituida por dos l6bulos laterales y simétricos conectados entre si por un istmo (6). El
foliculo tiroideo es la unidad anatémica y funcional de la tiroides; tiene forma esférica y
esta compuesta por una capa de células epiteliales cuboides, conocidas como células
foliculares, cuyo tamafio depende de la actividad glandular; estas células rodean el lumen
folicular, que contiene un material llamado coloide, constituido en un 75 a 90% por
tiroglobulina, proteina secretada por las células foliculares, y el 10 a 25% restante
corresponde a otras proteinas. Los foliculos son de diversos tamafios y se encuentran
separados entre si por pequefias cantidades de tejido conectivo y por células “C” ¢
parafoliculares, productoras de tirocalcitonina y prostaglandinas, las cuales tienen un origen
diferente al de las células foliculares ya que son de origen neuroendécrino (7) (Figura III).
Las células foliculares tienen las siguientes funciones primordiales: captar y transportar
lodo, sintetizar tiroglobulina (TG) y secretarla hacia el coloide, separar las hormonas
tiroideas de la molécula de TG y secretar las hormonas tiroideas a la circulacién.

La tiroides tiene un importante papel en la regulacién del metabolismo celular a
través de la sintesis y secrecién de 2 hormonas: la tetraiodotironina (T4) y la trijodotironina
(T3); ambas hormonas se sintetizan eh el coloide por iodinizacién y condensacién de
moléculas de tirosina, difiriendo entre si por un atomo de iodo. La T3 y T4 son enviadas a

la circulacién por exocitosis a través de microtdbulos y microfilamentos de la célula, éstas
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penetran en el citoplasma celular de sus tejidos blanco, y se unen a varios sitios especificos
intracelulares. En el nicleo se unen a una proteina 4cida no histona, que actia sobre el
DNA aumentando la sintesis de RNA mensajero y ribosomal, esto induce la codificacion de
un gran nimero de proteinas como la hormona del crecimiento y la alfa-2-globulina. Las
acciones de las hormonas tiroideas son varias ya que participan en la calorigénesis, el
metabolismo, crecimiento, etc. y los aparatos y sistemas en donde influyen son diversos,
como en la secrecion gastrica, motilidad intestinal, reactividad muscular, maduracion

neuronal, sintesis de vitaminas y hemoglobina, etc (8).
EL CANCER DE TIROIDES.

El cancer de tiroides a nivel mundial, segin datos provenientes del servicio de salud
publica de los Institutos Nacionales de Salud (EUA), presenta una aparicion de
aproximadamente 45 nuevos casos al afio por millén de habitantes, el cual ocupa el 1.2% de
todos los canceres (9). En nuestro pais, segin datos publicados por la Secretaria de Salud,
ocupa el décimo lugar con ¢l 2.1% del total de las neoplasias malignas (10).

En la tiroides existe un gran espectro de lesiones neoplésicas y de acuerdo al tipo
histolégico estas neoplasias se clasifican en: carcinomas papilares, medulares, foliculares,
insulares y anaplasicos (11). Existen estudios que indican que lesiones benignas como el
bocio y algunos adenomas como el adenoma trabecular hialinizante, podrian ser lesiones
precursoras del cancer de tiroides (12,13). De esta manera, junto con la gran variedad de
subtipos morfologicos que presentan estas neoplasias, el cancer de tiroides sugiere ser un
excelente modelo para el estudio de la carcinogénesis en todas sus etapas, desde lesiones
benignas hasta neoplasias altamente agresivas.

Hablando en particular del carcinoma papilar de tiroides (CPT), este representa el
70% de los canceres de tiroides, seguido por el carcinoma medular con el 15% y
correspondiendo el resto a los otros tipos histolagicos (9) (Figura IV). En el Hospital de
Oncologia del Centro Médico Nacional Siglo XXI, segun informacion proporcionada por el
servicio de Cabeza y Cuello, se registran aproximadamente 30 nuevos casos de CPT al aito.

Se ha considerado a esta neoplasia como una lesion de baja malignidad, sin embargo, se ha
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penetran en el citoplasma celular de sus tejidos blanco, y se unen a varios sitios especificos
intracelulares. En el nucleo se unen a una proteina 4cida no histona, que actiia sobre el
DNA aumentando la sintesis de RNA mensajero y ribosomal, esto induce la codificacién de
un gran nimero de proteinas como la hormona del crecimiento y la alfa-2-globulina. Las
acciones de las hormonas tiroideas son varias ya que participan en la calorigénesis, el
metabolismo, crecimiento, etc. y los aparatos y sistemas en donde influyen son diversos,
como en la secrecién gastrica, motilidad intestinal, reactividad muscular, maduracién

neuronal, sintesis de vitaminas y hemoglobina, etc (8).
EL CANCER DE TIROIDES.

El cancer de tiroides a nivel mundial, segiin datos provenientes del servicio de salud
publica de los Institutos Nacionales de Salud (EUA), presenta una aparicién de
aproximadamente 45 nuevos casos al afio por millon de habitantes, el cual ocupa el 1.2% de
todos los canceres (9). En nuestro pais, segin datos publicados por la Secretaria de Salud,
ocupa el décimo lugar con el 2.1% del total de las neoplasias malignas (10).

En la tiroides existe un gran espectro de lesiones neoplésicas y de acuerdo al tipo
histologico estas neoplasias se clasifican en: carcinomas papilares, medulares, foliculares,
insulares y anaplasicos (11). Existen estudios que indican que lesiones benignas como el
bocio y algunos adenomas como €l adenoma trabecular hialinizante, podrian ser lesiones
precursoras del cancer de tiroides (12,13). De esta manera, junto con la gran variedad de
subtipos morfologicos que presentan estas neoplasias, el cancer de tiroides suglere ser un
excelente modelo para el estudio de la carcinogénesis en todas sus etapas, desde lesiones
benignas hasta neoplasias altamente agresivas.

Hablando en particular del carcinoma papilar de tiroides (CPT), este representa el
70% de los canceres de tiroides, seguido por el carcinoma medular con el 15% y
correspondiendo el resto a los otros tipos histologicos (9) (Figura IV). En el Hospital de
Oncologia del Centro Médico Nacional Siglo XXI, segun informacion proporcionada por el
servicio de Cabeza y Cuello, se registran aproximadamente 30 nuevos casos de CPT al afio.

Se ha considerado a esta neoplasia como una lesién de baja malignidad, sin embargo, se ha
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observado que mas de la mitad de los pacientes con CPT muesttan invasién ganglionar
(12), y que algunos subtipos morfolégicos como el CPT de células altas o los CPT’s con
focos de células desdiferenciadas (insulares o anaplasicas), presentan un curso clinico mas
‘agresivo y un peor pronéstico que el tipo usual de CPT (14), lo que indica que ¢l estudio de

este tipo de neoplasias debe profundizarse.
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TECNICAS MOLECULARES PARA EL ESTUDIO DEL CPT.

Mediante estudios citogenéticos y apoyado por técnicas de Biologia y Genética
Molecular, como la técnica de Inmunohistoquimica, la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR), la Hibridacién in situ, la Secuenciacion de ADN, etc., se ha demostrado
que existen diferentes alteraciones cromosdmicas y genéticas involucradas en el CPT,
dentro de las cuales se han detectado trisomias en los cromosomas 2, 7 y 12, monosomias
en el cromosoma 9, pérdida del cromosoma Y, ganancias en el 2q y un punto de ruptura en
el cromosoma 10 (15,16). Por otro lado, una de las técnicas para detectar cualitativamente
la expresion, sobrexpresidn 6 ausencia de una proteina en un tejido (normal o tumoral), es
la técnica de Inmunohistoquimica la cual se basa en el reconocimiento especifico de una
molécula llamada antigeno (en nuestro caso una proteina oncogénica), por otra conocida
como anticuerpo. Esta técnica nos ayuda a reconocer la presencia de este antigeno
especifico dentro del tejido y esto se realiza sobre cortes histolégicos del mismo (17).

Existen diferentes técnicas de Inmunohistoquimica y una de las mas usadas es la
tincion con inmunoperoxidasa, la cual tiene 4 métodos principales:

a) Método Directo: El anticuerpo es marcado con una enzima que es la peroxidasa
de rdbano fuerte (HRP) (18); la reaccién de éste con un cromogeno, por ejemplo la
diaminobencidina (DAB) la cual se prepara en un amortiguador de sales (Tnis) y perdxido
de hidrégeno (H,0;), dan como resultado un producto final de color café en el sitio donde
se encuentra el antigeno. En la tincién por inmunoperoxidasa, la enzima peroxidasa forma
un complejo con el sustrato que en este caso es el peroxido de hidrégeno, donde este
complejo reacciona con un donador de electrones que es la Diaminobencidina y produce
como producto final H,O mds una molécula coloreada que es derivado benzidil que
precipita en la zona de reaccion dando el color café caracteristico.

b) Método Indirecto: Se hace reaccionar el antigeno con el anticuerpo producido en
conejo (IgG de conejo), luego es tratado con un anticuerpo anti-IgG de conejo producido en
otra especie y marcado con HRP; todo el complejo es tratado con DAB produciendo un

color café en el sitio del antigeno.



c) Método de Puente Enzimatico: El antigeno es marcado con IgG de conejo, este
complejo se une indirectamente al anticuerpo anti-HRP usando como puente un anti-IgG de
conejo. La regién variable del anti-HRP se enlaza con la peroxidasa libre y todo el complejo
es evidenciado con la reaccion de DAB.

d) Método Peroxidasa-anti-peroxidasa (PAP): Combina los dos tltimos pasos del
anterior meétodo, €l anticuerpo anti-HRP y la peroxidasa libre se hacen reaccionar formando
un complejo soluble PAP; Este complejo actua como el ultimo sistema antigénico el cual se
enlaza al anticuerpo al anticuerpo anti-IgG de conejo por medio de una ig(} de cerdo anti-
IgG de conejo (19).

Recientemente, ha salido al mercado un sistema de Inmunohistoquimica conocido
como Kit Envision System Peroxidase (DAKO), el cual esta basado en el método de PAP,
en donde se utiliza un sistema de amplificacion de sefial mediante un polimero marcado y
conjugado con peroxidasa para inmunoglobulinas cabra anti-conejo y cabra anti-raton
(Figura V). Este sistema aumenta la sensibilidad de la técnica en comparacién con los
métodos anteriormente descritos, debido a que este polimero al unirse al primer anticuerpo
posee mayores sitios de reaccién enzimatica con los cromégenos para dar un producto

colorimétrico final (café) de mayor intensidad.
LA ONCOPROTEINA RETY EL CPT.

La utilizacion de las técnicas antes descritas, ha permitido detectar en una gran
diversidad de tipos de neoplasias, variaciones en la expresién de diferentes proteinas
oncogénicas como los oncogenes ras, trk, myc, los genes supresores de tumor p53, Rb, y
genes ligados a la progresién de potencial metastasico como nm23 y CD44 y algunas
variantes (20). Por ejemplo, se ha observado un tipo de rearreglo intracromosémico en el
proto-oncogén ret, el cual se encuentra involucrado en el carcinoma de tiroides;
especificamente,  este rearreglo provoca una sobrexpresion de la proteina RET
exclusivamente en el histotipo papilar (21), de tal forma que es posible determinar de

manera indirecta la alteracion de este gen.
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El proto-oncogén ret (REarreglo durante la Transfeccién), fué incialmente
identificado hace 12 afios, mediante un ensayo de transfeccion en la linea celular NIH 3T3
con ADN de alto peso molecular de un linfoma de células T humano. La caracterizacion de
este gen transformante indicé que fué activado por un rearreglo de ADN, donde al
recombinarse dos segmentos no relacionados de ADN generaron una nueva unidad
transcripcional (12). Después de estos ensayos se demostré que existian formas de rearreglo
del proto-oncogén ret in vivo, las cuales fueron detectadas en CPTs Unicamente (22), en
base a esto se le llamé oncogén RET/PTC (Papillary Thyroid Carcinoma) (23).

En 1988, se encontré que el proto-oncogén ret codifica para un receptor
transmembranal con actividad tirosina-cinasa (24,25) en el que su ligando fue durante
mucho tiempo un misterio; pero a finales de 1996 se descubrié que el ligando de ret es el
GDNF (Factor Neurotrofico Derivado de una linea celutar de la Glia), miembro de la
familia de los factores de crecimiento transformante (26), el cual funciona como un potente
factor de sobreviviencia para neuronas centrales y entéricas, asi como un factor esencial
para el desarrollo del sistema nervioso entérico y del rifion (27,28). ret puede estar
relacionado en la diferenciacion neuronal, ya que este se expresa normalmente en la cresta
neural de ratén durante la mitad de su gestacion (29). También se ha encontrado su
expresion tanto en tejido normal originario de la cresta neural en humano, como de tejido
neoplasico del mismo origen (30).

Este proto-oncogén puede ser expresado en dos isoformas con un peso de 140 y 170
KDa (31,32,33) o sea de 1072 y 1114 amino4cidos respectivamente; esto es debido a un
“corte y empalme” (splicing) alternativo en sus utlimos dos exones, ya que cada isoforma
difiere de la otra por tener 9 ¢ 51 aminoacidos en el extremo carboxilo-terminal (34). Otros
dos mecanismos complejos de corte y empalme alternativo han sido descritos con el intrén
4 (35), y la region entre los exones 2 al 6 (36). Mediante el uso de la técnica de PCR y
secuenciacion, se ha demostrado que el proto-oncogén ret consiste de 20 exones (37,38),
dentro de un fragmento de ADN de 55 Kb (39).

La identificacion del oncogén RET/PTC como un nuevo ejemplo de activacién de
ret por rearreglo de forma somdtica (ya que el rearreglo no ha sido encontrado en los

linfocitos de pacientes con el oncogén en el tumor) (23), ilustra el papel inesperado de este




gen en malignidades humanas y en particular en la glandula tiroides, ya que también se
conoce que este proto-oncogén sufre mutaciones puntuales, tanto en su regién que codifica
para la parte extracelular como intracelular de la proteina transmembranal, en algunos
carcinomas medulares tiroideos familiares y esporadicos, y en dos variedades de sindromes
neoplasicos, que son la neoplasia endocrina multiple tipo 2A (NEM2A), y la neoplasia
endédcrina multiple tipo 2B (NEM2B) (40).

Cabe aclarar que en la glindula tiroides, normalmente el gén ret se expresa
unicamente en las células parafoliculares (células C), debido a su origen neuroendécrino,
mientras que en las células foliculares de origen epitelial, la expresion de este gén no existe.

El mapeo del proto-oncogén, indicé que se encontraba en el brazo largo del
cromosoma 10 en la region q11.2 (41), asi mismo, el oncogén RET/PTC se localizé en el
cromosoma 10 en la misma banda q11.2, sugiriendo esto que ha ocurrido un rearreglo
intracromosémico de ret en los CPT’s positivos para el oncogén (23).

Estudios posteriores realizados con técnicas de Inmunohistoquimica y de RT-PCR
(Transcripeion Reversa de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa), confirmaron que la
activacion del rearreglo RET/PTC esta presénte en alrededor del 35% de todos los casos de
CPT (42), aunque existen variaciones significativas en diferentes paises (Tabla I). Estas
grandes variaciones pueden deberse a diversos factores; desde los diferentes tipos y niveles
de exposicién a eventos mutagénicos de cada poblacién y su resistencia dependiendo del
grupo racial, sexo y edad (40), hasta factores alimenticios donde se ha observado que un
aumento en la dieta de yodo incrementa el nimero de casos de CPT (6). En la poblacion
latinoamericana y en particular en México, no existen estudios de este tipo que traten de
conocer la frecuencia con que se presenta al gen ret rearreglado.

Hasta el momento, se han descrito tres formas de rearreglos que sufre ret:
RET/PTC1 (23,43), RET/PTC2 (44), y RET/PTC3 (45,46) (Figura VI).

RET/PTC] es una secuencia -‘ quimérica que es generada por una inversion
paracéntrica cromosomica, inv (10)(ql11.2q21), fa cual ocurre con un gen no descrito
anteriormente, al que originalménte se le designé H4 y ahora se le ha renombrado
D10S170, donde se fusionan el extremo 5° de D10S170 y el dominio 3’ tirosina-cinasa de

ret (23). Este gén quimérico codifica para dos proteinas, una de 64 Kda (33) y otra de 59
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Kda (44). La caracterizacién molecular de diversos carcinomas papilares, muestran que
alrededor del 70% de los casos positivos para el rearreglo, son debidos al rearreglo
RET/PTC1, y también se ha demostrado ‘que los productos protéicos de este oncogén se
localizan en la fraccion soluble citopldsmica y estan fosforilando constitutivamente; por
otro lado, los productos del proto-oncogén ret se localizaron en las células C en la fraccién
de membrana y no estaban fosforilados (32,33).

RET/PTCZ es un segundo tipo de rearreglo oncogénico de ret, donde la actividad
transformante es creada por la fusion del dominio tirosina-cinasa de ret con la region de la
subunidad regulatoria Rla de la proteina cinasa A (PKA: receptor intracelular de
AMPciclico}, la cual esta localizada en el brazo largo del cromosoma 17 (q23). En esta
translocacién, los transcritos de RET/PTC2 codifican dos isoformas de la proteina
quimérica con un peso de 76 y 81 Kda, que manifiestan fosforilaciones constitutivas de
tirosina, como también la actividad enzimatica tirosina-cinasa. Las proteinas de RET/PTC2
pueden presentar dimerizacién y pesar 175 y 190 Kda, en condiciones no reductoras, esto es
debido a sus enlaces disulfuro (44). El punto de fusién de la secuencia transformante Rla,
estd localizada en la misma posicion de la porcién de ret donde se encuentra para D10S170
(RET/PTCI), entre la region transmembranal y el dominio tirosina-cinasa del proto-
oncogén ret.

" Por altimo, RET/PTC3 es resultado de la fusion del dominio tirosina-cinasa de ret aj
extremo 5° de un nuevo gen de 790 nucledtidos al que se le 1lamé RFG (Gen Fusionado a
Ret). Mediante clonaciones se ha demostrado que el géh RFG se expresa constitutivamente
y no muestra homologia a ningin gen conocido (46). Posteriormente se le llamo
RFG2/ELEIL, el cual es un rearreglo por una inversién paracéntrica (igual que RET/PTC1),
y éste se encuentra en el cromosoma 10 (q11.2) (47,48). Al igual que los anteriores
rearreglos, su punto de fusién se encuentra entre la secuencia transmembranal y el dominio
tirosina-cinasa de ret (46), donde es importante observar que este punto de ruptura en ret es
siempre el mismo (intrén 11), y que sus productos pueden encontrarse en el citoplasma
fosforilando constitutivamente a proteinas no especificas, debido a una autofosforilacién

donde aparentemente son regulados por fosfotirosin-fosfatasas (33).
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Por todo lo anterior, es claro entender que existe una sobrexpresion del oncogén
RET/PTC, debido a que al perder su promotor por el rearreglo y al estar bajo la influencia
de otro promotor que expresa proteinas constitutivamente, el gén quimérico es expresado de
forma anormal. Esto llamé la atencion y actualmente una de las formas para demostrar de
forma indirecta la presencia de cualesquiera de estos rearreglos, es mediante una prueba de
inmunohistoquimica. |

Recientemente se ha observado, que la activacion RET/PTC, es un evento temprano
en la carcinogénesis de tiroides, ya que estos rearreglos han sido encontrados en posibles
lesiones precursoras del cancer de tiroides tales como el bocio y los adenomas (49), asi
como en microcarcinomas ¢ carcinomas ocultos del histotipo papilar encontrados
accidentalmente en autopsias de personas asintomaticas (50). '

Se ha demostrado que el oncogén RET/PTC es parte fundamental del desarrollo del
CPT, debido a que al crearse ratones transgénicos que expresan el oncogén RET/PTC1 bajo
el promotor de tiroglobulina de rata (que solo se expresa especificamente en tiroides), se
demostré que los ratones desarrollaron tumores tiroideos del histotipo papilar, mientras que
otros desarrollaron areas de hiperplasia tiroidea. Estos resultados demuestran el potencial
oncogénico del rearreglo in vivo para el tejido tiroideo y su habilidad de inducir tumores
tiroideos exclusivamente del histotipo papilar. Cabe aclarar, que no todos los ratones
transgenicos desarrollaron tumores tiroideos, lo que comprueba que ia expresion de la
oncoproteina es necesaria pero no suficiente para inducir la neoplasia, lo que significa que
la cooperacion con otros oncogenes y anti-oncogenes puede ser fundamental para lograr una

progresion maligna en células foliculares tiroideas (51).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El  carcinoma papilar de tiroides presenta un amplio espectro de subtipos
morfolégicos que van de los microcarcinomas encontrados en autopsias, hasta los
carcinomas de células altas con un comportamiento muy agresivo, pasando por los
carcinomas papilares del subtipo folicular, encapsulado y del tipo usual. Actualmente en el
Hospital de Oncologia del Centro Médico Nacional Siglo XXI, el diagnéstico de los
carcinomas papilares se realiza de manera tardia, cuando la neoplasia se encuentra ya
formada y el curso clinico del paciente es incierto.

En varios estudios realizados con pacientes que presentaban CPT con un
comportamiento metastasico, como en otros pacientes que no tuvieron metastasis, se ha
encontrado que la activacidn y la presencia de la proteina oncogénica RET es mas alta en
pacientes con metastasis (50%), que en pacientes sin metastasis (12%), aunque en estos
estudios el nitmero de muestras estudiadas es escasa (52). En otro estudio, se observéd que el
transcrito quimérico RET/PTC! fué expresado mas frecuentemente en tumores con
metastasis distantes (20%), que en tumores que no presentaban metastasis (4%) (53). De
estos datos podemos sugerir, que la presencia de la proteina quimérica RET puede ser un
importante marcador molecular de comportamiento en los CPT’s, por lo que el estudiar la
frecuencia con que se presenta esta proteina en cierta poblacion de nuestro pais, y su
presencia en tumores metastasicos, podria darnos informacién importante que pueda aportar
una ayuda al clinico para de manera mas temprana indicarle el posible curso clinico del

paciente.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia de la proteina oncogénica RET en tumores de carcinoma papilar
tiroideo de pacientes que presentaron metdstasis y/o invasidn extratiroidea, asi como en
pacientes que no presentaron estas caracteristicas , y buscar una posible relacion con el

histotipo histolégico y los datos clinicos de cada uno.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Determinar mediante la técnica de Inmunohistoquimica utilizando el Kit Envision
System peroxidase (DAKOQ), la frecuencia con que se presenta la proteina RET en las
muestras de carcinoma papilar tiroideo obtenidas del Hospital de Oncologia del Centro
Médico Nacional Siglo XXI.

2.-Buscar una posible relacién entre la presencia de la proteina RET y el subtipo histolégico

y datos clinicos de los pacientes con carcinoma papilar tiroideo.
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MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo representa un estudio descriptivo y retrospectivo de tumores
clasificados como carcinomas papilares tiroideos.

Se estudiaron 23 muestras de CPT proporcionadas del archivo de el Servicio de
Patologia, del Hospital de Oncologia del Centro Médico Nacional Siglo XXI IMSS en
bloques de tejido incluidos en parafina, representando 3 afios de este achivo (1995-1997).
Ademas, se usaron como controles positivos y negativos tejidos de carcinomas medulares
tiroideos y carcinomas foliculares tiroideos, respectivamente. También se utilizdé como
control, tejido tiroideo normal, el cual fué proporcionado por el Servicio de Patologia del
Hospital General de México (autopsias de individuo fallecido sin ninguna patologia
neoplasica, ni que comprometiera a tejido tiroideo).

Con las muestras obtenidas se llevé a cabo la siguiente estrategia experimental: de
cada uno de los blogues con tejido tumoral se obtuvo varios cortes seriados de 5 pm y uno
de ellos se someti6 a la tincién de Hematoxilina-Eosina, para ser verificado el diagnéstico
por el médico patdlogo. Para el resto de los cortes se llevd a cabo la técnica de
Inmunohistoquimica utilizando el Kit Envision System Peroxidase (DAKO) como se
describe:

- Los cortes de tejido tumoral de CPT se desparafinaron por 30 min a 60°C y en dos bafios
de xilol por 15 min. Los tejidos se hidrataron gradualmente en diferentes concentraciones
de alcoholes por 5 min. (100%, 90%, 70% y 30%) y finalmente en PBS 1X durante 15 min.
Se inhibié la peroxidasa enddgena con peroxide de hidrégeno al 3% por 1 hr. y
posteriormente se lavé con PBS 1X. Enseguida se bloqued con suero de burro no inmune al
10% por 45 min., se lavé rapidamente en PBS 1X y se agregé el primer anticuerpo contra el
antigeno deseado que en nuestro caso es el anticuerpo policlonal IgG anti-RET
desarrollado en conejo que reconoce a los aminoacidos 784-801 en la regién carboxilo
terminal del dominio con actividad tirosina-cinasa de la proteina RET, el cual fué donado
por el Dr. Massimo Santoro de la Universidad de Napoles, Italia (50). Este se incubé a 4°C
durante toda la noche en camara hiimeda. Posteriormente se lavé con PBS 1X + Triton al

0.25% y enseguida con PBS 1X y se agregé el polimero marcado con peroxidasa para

22



inmunoglobulinas cabra anti-conejo y cabra anti-ratén (Kit Envision DAKO) durante | hr.
Después se lavé con PBS 1X + Tritén al 0.25% y enseguida con PBS 1X. En la reaccién
enzimatica (colorimétrica) se utiliz6 la solucién de Diaminobencidina (DAB) (6 mg de
DAB + 100 pl de H,0; al 3% en 10 ml de tris al 0.1 M). Se detuvo la reaccion en agua
destilada. Se contratifieron los tejidos cbn Hematoxilina de Harris, se deshidrataron con
alcoholes (30%, 70%, 90% y 100%) por 5 min. y xilol 10 min. Finalmente se montaron con
resina para su observacién al microscopio. Cada reaccidn se realizé tres veces.

En cuanto a la técnica de Hibridacién in situ de RNA no radioactivo se utilizé una
sonda plasmidica (pSV2) que contiene clonado el ¢DNA del proto-oncogen ret; Esta
construccion fue donada por el Dr. Takahashi del Centro Nacional del Céancer en Tokyo,
Japon (24). El sistema utilizado para la deteccién del transcrito, fue uno no radioactivo
biotinilado llamado Gen Point Dako, el cual se basa en la amplificacion de la sefial de
hibridacién, debido a que forma enlaces secundarios con grupos aromaéticos lo que provoca
un gran deposito de biotina en el sitio de hibridacion. Esta biotina adicional es entonces
usada para capturar mas streptavidina-peroxidasa y revelada con diaminobencidina se
obtiene una sefial més intensa que una hibridacion in situ comun. Esta técnica se realizo
como se describe:

- Los cortes de tejido tumoral de CPT se desparafinaron por 30 min a 60°C y en dos bafios
de xilol por 15 min. Los tejidos se hidrataron gradualmente en diferentes concentraciones
de alcoholes por 5 min. Posteriormente se les administré un bafio de digestién en Pepsina al
0.8% / 0.2N de HCI a 37°C durante un minuto. Se lavaron tres veces en agua bidestilada
fresca y se quemd la peroxidasa endégena con H,0; al 3% durante una hora. Después de
lavar en agua bidestilada durante 10 min, se aplicé la sonda junto con el cocktail de
hibridacién en cada laminilla y se pusieron en un homo a 70°C durante 8 min para
linealizar. Después se dejé hibridando durante 60 min a 37°C, y durante este tiempo se
prepard la solucion de lavado de astringencia del kit (1:50 en agua bidestilada) y se calent6
en un bafic maria a 55°C. Las muestras se sumergieron en TBST durante 10 min y a
continuacidn se incubaron en la solucién de astringencia durante 20 min a 55°C. Se
volvieron a lavar en TBST por 5 min y posteriormente se aplicaron los ciclos de

amplificacién que son los siguientes: Ciclo de amplificacién (se realizé dos veces).-
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Streptavidina-HRP primario (1:1000) durante 15 min, lavado en TBST fresco durante 3
min, Solucién Biotinil-Tiramida durante 15 min y un lavado en TBST fresco durante 3 min;
A continuacion, se realizé otro ciclo con Streptevidina-HRP secundario durante 15 min y
un lavado en TBST fresco durante 3 min. Después de haber preparado el cromédgeno de
revelado que fue la Diaminobencidina, se agregé éste en las muestras y se monitoreé en el
microscopio. La reaccion del cromégeno se paré con agua bidestilada e inmediatamente se
contratifié con Hematoxilina y se deshidraté en el tren de alcoholes hasta xilol. Por ultimo,

la muestra se monté con resina para su observacion al Microscopio.

Con respecto al estudio estadistico, se realizé mediante el analisis no paramétrico de
%%, gracias al apoyo de la Dra. Dulce Maria Hernandez Hernandez, Investigadora Asociada
de la Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades Oncolégicas, Hospital de

Oncologia, Centro Médico Nacional Siglo XXI.
RESULTADOS

En el presente trabajo se estudiaron 23 muestras de t¢jido tumoral incluido en
parafina de pacientes con Carcinoma Papilar Tiroideo, que presentaban diferentes subtipos
histolégicos, los cuales estan representados en la Tabla II y algunos datos clinicos como lo
muestras la Tabla IIl. También fueron incluidos en este estudio las siguientes muestras de
tejido incluido en parafina: un Adenoma Folicular y un Adenoma Oxifilico de Tiroides,
como controles negativos; cinco muestras de tejido normal de tiroides obtenidos de
autopsias de individuos fallecidos por causas no neopldsicas o que involucren a la glandula
tiroides, también como controles negativos; y por ultimo dos Carcinomas Medulares
Tiroideos, como controles positivos (ya que anteriormente se ha descrito que los
Carcinomas del histotipo Medular se originan de las células parafoliculares o células C, las
cuales expresan normalmente el proto-oncogén ret). Tanto las muestras de control como las
de estudio fueron analizadas histologicamente gracias al apoyo de la Dra. Alejandra
Mantilla Morales del Servicio de Anatomia Patologica del Hospital de Oncologia del
Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS.
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Streptavidina-HRP primario (1:1000) durante 15 min, lavado en TBST fresco durante 3
min, Solucion Biotinil-Tiramida durante 15 min y un lavado en TBST fresco durante 3 min;
A continuacion, se realizé otro ciclo con Streptevidina-HRP secundario durante 15 min y
un lavado en TBST fresco durante 3 min. Después de haber preparado el cromdgeno de
revelado que fue la Diaminobencidina, se agregé éste en las muestras y se monitored en el
microscopio. La reaccion del cromégeno se pard con agua bidestilada e inmediatamente se
contratiiio con Hematoxilina y se deshidrato en el tren de alcoholes hasta xilol. Por wltimo,

la muestra se mont6 con resina para su observacién al Microscopio.

Con respecto al estudio estadistico, se realizé mediante el analisis no paramétrico de
¥’, gracias al apoyo de la Dra. Dulce Maria Herndndez Hernandez, Investigadora Asociada
de la Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades Oncolégicas, Hospital de

Oncologia, Centro Médico Nacional Siglo XXI.

RESULTADOS

En el presente trabajo se estudiaron 23 muestras de tejido tumoral incluido en
parafina de pacientes con Carcinoma Papilar Tiroideo, que presentaban diferentes subtipos
histolégicos, los cuales estan representados en la Tabla II y algunos datos clinicos como lo
muestras la Tabla III. También fueron incluidos en este estudio las siguientes muestras de
tejido incluido en parafina: un Adenoma Folicular y un Adenoma Oxifilico de Tiroides,
como controles negativos; cinco muestras de tejido normal de tiroides obtenidos de
autopsias de individuos fallecidos por causas no neoplasicas o que involucren a la glandula
tiroides, también como controles negativos; y por ultimo dos Carcinomas Medulares
Tiroideos, como controles positivos (ya que anteriormente se ha descrito que los
Carcinomas del histotipo Medular se originan de las células parafoliculares o células C, las
cuales expresan normalmente el proto-oncogén ret). Tanto las muestras de control como las
de estudio fueron analizadas histolégicamente gracias al apoyo de la Dra. Alejandra
Mantilla Morales del Servicio de Anatomia Patolégica del Hospital de Oncologia del
Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS.
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Subtipos Histolégicos de Carcinomas Papilares Tiroideos

Numero de Muestras

estudiadas

Subtipos histolégicos de Buen Pronéstico Clinico

Ordinario o Comiin 10

Ordinario con Areas Foliculares 3
Subtipos histologicos de Mal Pronéstico Clinico

Con Cambios Oxifilicos 3

Patron Folicular 3

Con Células Altas 3

Con Células Oncociticas 1

Total: 23

Tabla IL.- Subtipos Histolégicos de las muestras estudiadas con Carcinoma Papilar

Tiroideo.

-La proteina RET no se encontré expresada en los Adenomas Tiroideos y solo se

observé su expresién en células parafoliculares de tejido tiroideo sano y en el control

positivo que fue el Carcinoma Medular Tiroideo.

Al realizar la inmunoreaccion de RET en tejido tiroideo sano,
reaccién en ninguna de las células foliculares que forman los foliculos tiroideos, pero si se
observé una inmunoreaccién de gran intensidad en las células parafoliculares o células C

(Figura VII). Este resuitado, coincide con lo anteriormente descrito en cuanto a que las
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células de origen neuroenddcrino (como las células C), si expresan normalmente el proto-
oncogen ret (21), y debido a que €l anticuerpo fue disefiado para el reconocimiento de la
region tirosina-cinasa de ret, puede detectarse tanto el proto-oncogen ret, como los
diferentes rearreglos oncogénicos, ya que todos conservan esta regién. Al mismo tiempo, el
resultado obtenido en Tejido tumoral de Carcinoma Medular Tircideo fue saftisfactorio, ya
que al obtener una positividad en la inmunoreaccion con RET en una mediana intensidad,
nos indica que es un buen control positivo en este tipo en particular de deteccién (Figura
VIII).

Algunos Datos Clinicos de Pacientes Niamero de Muestras
Con Carcinoma Papilar Tiroideo estudiadas

Con Metastasis 13

Sin Metastasts 10

Con Invasion Extratiroidea 16

Sin Invasion Extratiroidea 7

Tiempo de evolucién
Menos de 1 afio 10
.1 0 mas afios 11

Edad al Diagnostico

Menor o igual a 50 afios 10

De 51 afios en adelante 13
Sexo

Masculino 4

Femenino 19
Procedencia

Distrito Federal y Estado de México 17

Interior de la Republica 6
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Tabla IIl.- Algunos datos clinicos de los pacientes estudiados con Carcinoma Papilar

Tiroideo.

En lo que respecta a los Adenomas tiroideos, en ninguno de los dos tipos
histologicos se observo alguna inmunoreaccion lo cual apoya a los antecedentes
bibliograficos (42,52), en cuanto a que en los tumores tiroideos originados de células
foliculares (Adenomas, Carcinomas Foliculares, Carcinomas Papilares, Carcinomas
Insulares y Carcinomas Anaplasicos) “solo™ en los Carcinomas Papilares Tiroideos se ha

detectado la presencia de la proteina RET (figura 1X).
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Figura VIL- Inmunodeteccion de la proteina RET en tejidc; tiro.ideo normal. 1.- Fc;tograﬁa
del corte que se le aplicé el anticuerpo o-RET: a) Células Foliculares negativas para la
deteccion de RET, b) Célula parafolicular con gran positividad en la inmunodeteccion de la
proteina RET. 400X. 2 - Fotografia del corte que se utilizé como control negativo, donde se

aplico toda la metodologia de Inmunohistoquimica, pero sin el anticuerpo a-RET. 400X.
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Figura VIIL- Inmunodeteccién de la proteina RET en Carcinoma Medular Tiroideo,
utilizado como control positivo. A) Carcinoma Medular Tiroideo donde se le aplicod el
anticuerpe «-RET. B) control negativo donde se aplico toda la metodologia de

Inmunohistoquimica, pero sin el anticuerpo o-RET. 400X.
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Inmunodeteccion de la proteina RET en Adenomas tiroideos (Neoplasias

Figura [X.-

Benignas). A) Adenoma Folicular de Tiroides negativo en la inmunodeteccion de la proteina

RET, B) Adenoma oxi

filico de Tiroides negativo en la inmunodeteccién de la proteina RET.

30



Figura IX.-Inmunodeteccién de la proteina RET en Adenomas tiroideos (Neoplasias
Benignas). A) Adenoma Folicular de Tiroides negativo en la inmunodeteccién de la
proteina RET, B) Adenoma oxifilico de Tiroides negativo en la inmunodeteccion de la

proteina RET.

- La proteina RET se expresa en un gran nimero de muestras de Carcinoma Papilar

Tiroideo.

En cuanto a la deteccion de la proteina RET en las muestras de pacientes con
Carcinoma Papilar Tiroideo, se encontré una inmunodeteccion desde baja hasta alta en 15
de las 23 muestras estudiadas (Figura X). Para verificar que estos resultados de
inmunoreaccion con el anticuerpo anti-RET, son lo suficientemente sensibles para la
proteina RET, en estos momentos nos encontramos realizando la deteccién del transcrito de
la proteina RET en los mismos tejidos, mediante [a técnica de Hibridacion in situ de RNA
utilizando el Sistema de deteccion no radioactivo biotilinado llamado Gen Point Dako, con
el cual podemos obtener una sefial mas intensa que una hibridacion in sity comin (ver
Material y Métodos) (Figura XI).

En cuanto a los diferentes subtipos morfolégicos y a los datos clinicos de las

muestras tanto positivas como negativas estos datos fueron resumidos en la Tabla IV yV.
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Figura X - Inmunodeteccion de la proteina RET en diferentes muestras de Carcinoma
Papilar de Tiroides (CPT), junto con sus controles negativos. A) CPT positivo en la
inmunodeteccion de la proteina RET, donde se observan células tumorales con gran
positividad, A’) control negativo. B) CPT positivo en la inmunodeteccion de la proteina
RET, donde se observan células tumorales con menor positividad, B’) control negativo. C)
CPT positivo en la inmunodeteccion de la proteina RET, donde se observan células
tumorales con expresion diferencial en diferentes células, C’) control negativo y D) CPT
negativo en la inmunodeteccidn de la proteina RET, donde se observan células tumorales sin
el precipitado color café indicando indirectamente la falta de ia proteina, D’) control

negativo. Todas las muestras estan a un aumento de 400X.

35




E O AP S
L e g
SR I A E S
R L A
ko8 Y o
Tty
" é"}’ﬁé;&.@‘?’ M

N

ot 3 .;-ti,. [l
SN

o~ ." 4 ‘L

]
~ 3 -
ts‘i-v " e J
g -J k] .
:3 "":' e T v‘
Ry, MR @ U]
£ EEL L r AR g GEReT
: ﬂcf i d " Rl gt .
. - [ - I3 5 N L3 B -5 - R
SRy X Y F s A § R TR T
¢ "'1." __', -a"g -::‘ - St e ¥ - ;r: Il . . . P .;‘--. =
. .-3. g . ,‘_1-' - ‘7.. .‘:_ ’__n ‘\.u.. "?v" . v ~ _I_a_;‘ ;

Figura XI.- Inmunodeteccion de la proteina RET en una muestra de Carcinoma Papilar de
Tiroides de histoipo Multifocal, e Hibridacion in sife de RNA del transcrito de ret en la
misma muestra. A) CPT positivo en la inmunodeteccion de Ia proteina RET, donde se
observan células tumorales con gran positividad y B) CPT positivo para la deteccidn del

transcrito del oncogén ret mediante la hibridacion de RNA.
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- El analisis estadistico de los resultados entre los tumores positivos y negativos para la
proteina RET junto con los subtipos histolégicos y algunos Datos clinicos, muestran

ciertas diferencias entre ellos.

Al realizar los analisis estadisticos de los resultados que se encuentran en las Tablas
IV y V, se obtuvieron datos en cuanto a la presencia o ausencia de la proteina RET vy los
diferentes subtipos histologicos que presentaban las muestras. Se observéd que los subtipos
de CPT que clinicamente se les considera de mal prondstico debido a un comportamiento
mas agresivo, tienen un OR=3.4, o sea que es alrededor de 3 veces mis frecuente Ia
presencia de la proteina RET en subtipos de mal pronostico que en los subtipos
considerados de buen prondstico. Otros resultados fueron obtenidos de los datos clinicos de
los pacientes, donde se encontrd que si existen ciertas diferencias entre los pacientes que
presentaron invastones extratiroideas en comparacion con los tumores bien encapsulados, ya
que tienen un OR=1.65, o sea que es aproximadamente 2 veces mas frecuente la presencia
de la proteina RET en tumores que presentaban invasion fuera de la glandula.

Por ultimo, el analisis de los datos clinicos de edad, sexo y fugar de residencia,
presentaron también ciertas diferencias, debido a que los pacientes mayores de 50 aiios, de
sexo femenino y que radicaran en el Distrito Federal o Estado de Meéxico, mostraron
alrededor de dos veces mas frecuente la presencia de la proteina RET que los pacientes que
No presentaron estas caracteristicas. Con lo que respecta a los datos de metastasis y tiempo
de deteccion, no presentaron cast ninguna diferencia entre los pacientes con o sin metastasis,
asi como los pacientes que su tiempo de deteccion fue menor o mayor a un afio.
Desafortunadamente, debido al tamafio de la poblacion de muestras estudiadas, las
diferencias encontradas anteriormente no fueron estadisticamente significativas, ya que el

valor de P fue mayor a 0.05 en todos los casos.
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Subtipos Histolégicos de

Carcinomas Papilares Tiroideos

Ntmero de Muestras estudiadas
RET+ RET-

Subtipos histoldgicos de Buen Prondstico Clinico
Ordinario o Comun y

Ordinario con Areas Foliculares

Subtipos histoldgicos de Mal Pronéstico Clinico
Con Cambios Oxifilicos,
Patrén Folicular,
Con Células Altas y

Con Células Oncociticas

7/13 6/13

8/10 2/10

Tabla IV .-Diferentes subtipos histolégicos de las muestras estudiadas con Carcinoma

Papilar Tiroideo y la presencia o ausencia en cada uno de la proteina oncogénica RET.

38




Algunos Datos Clinicos de Pacientes

Numero de Muestras estudiadas

Con Carcinoma Papilar Tiroideo RET+ RET-
Con Metastasis 8/13 5/13
Sin Metastasis 7710 3/10
Con Invasién Extratiroidea 11/16 5/16
Sin Invasién Extratiroidea 4/7 3/7
Tiempo de evolucién

Menos de 1 afio 5/10 5110

1 0 mas afios 8/11  3/11
Edad al Diagnéstico

Menor o igual a 50 afios 6/10  4/10

De 51 afios en adelante 9/13  4/13
Sexo

Masculino 2/4 2/4

Femenino 1319 6/19
Procedencia

Distrito Federal y Estado de México _ 12/17  5/17

Interior de la Republica 3/6  3/6

Tabla V.- Algunos datos clinicos de los pacientes estudiados con Carcinoma Papilar

Tiroideo y la presencia o ausencia en cada uno de la proteina oncogénica RET.
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DISCUSION

En el presente trabajo se analiz6 la posible relacion entre la activacion o presencia
de la proteina oncogénica RET y algunos datos clinicos y subtipos histolégicos de los
pacientes con Carcinoma Papilar Tiroideo. Aunque en este estudio se trabajé con una
cantidad de muestras no lo suficientemente amplia como para ser estadisticamente
significativo (ya que se calcul6 el nimero de muestras necesarias para un estudio asi, y se
necesitarian aproximadamente de 650 muestras), si nos permite tener una idea parcial, asi
como un patrén diferencial sobre la posible participacion de este gen en este particular tipo
de neoplasia tanto en su morfologia histolégica como en su comportamiento.

Como se ha reportado anteriormente, existen técnicas mas sensibles y sofisticadas
que la inmunchistoquimica para la deteccién de la expresién de un gen en particular, como
es la Hibridacion in situ de RNA, Northern Blot, RT-PCR entre otras; pero a pesar de ello,
este método posee ciertas ventajas ya que se puede utilizar material fijado en formo! e
incluido en parafina lo que permite que se puedan realizar estudios retrospectivos y también
es una técnica lo suficientemente sensible y barata, la cual puede ser utilizada como un
primer paso o filtro para posteriormente utilizar técnicas mas sofisticadas y costosas.
Debido a estas caracteristicas se decidié la utilizacion de la técnica de inmunohistoquimica
para el presente estudio.

En lo que respecta a nuestros resultados fue importante determinar la frecuencia con
que se presenta la proteina RET en las muestras de Carcinoma Papilar Tiroideo obtenidas
del Hospital de Oncologia, ya que en estudios anteriores se ha demostrado que existe una
gran heterogeneidad de expresién y activacion de los rearreglos oncogénicos de ret a nivel

mundial, asi como también entre los diferentes grupos raciales, lo que indica que no
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sabiamos con exactitud la frecuencia con que encontrariamos presente a RET en las
muestras estudiadas, debido a que hasta el momento no se habian realizado ningiin estudio
de este tipo en una poblacién mexicana y ni siquiera en una pobl.acién latina, lo que es
interesante debido a que es factible que entren en juego ciertos factores tanto ambientales
como genéticos para que este proto-oncogen sufra estos rearreglos y se encuentre activo.

Al observar que‘ la proteina oncogénica RET esta presente en 15 de 23 muestras de
Carcinoma Papilar Tiroideo hasta el momento estudiadas (o sea el 65%), nos podria indicar
indirectamente que en la poblacién mexicana, esta mutacién en este gen en particular es
mas frecuente que en otras poblaciones anteriormente analizadas. Esto seria de gran interés
a futuro, porque el primer cuestionamiento que surge es ;Qué factor genético-ambiental es
el responsable de una mutacién tan selectiva en un cierto oncogén Y en una poblacién en
particular? Y otra cuestion es ;Qué tan util seria este oncogen ret como un posible
marcador molecular utilizado en la clinica a nivel prondstico? Hasta el momento, solo se ha
visto involucrado directamente el rearreglo de ret con un factor ambiental que es la
exposicion a ciertas cantidades de radioactividad de Yodo 131, ya que experimentos in vitro
lo han relacionado (54), asi como varios estudios en nifios con CPT que estuvieron
expuestos a cantidades altas de Yodo radioactivo debido a la explosién de Chemobyl (55).
En nuestro pais y en particular en los pacientes estudiados, la exposicién a elementos
radioactivos es un factor que no estuvo presente en ninguno de ellos, pero si es interesante
el observar que la frecuencia de aparicién de la proteina RET fue casi dos veces mayor en
los pacientes que estan expuestos a altas concentraciones de contaminantes atmosféricos, ya
que radican en la Ciudad de México'y 4rea conurbada, en comparacion a los pacientes que
radican en el interior de la reptiblica. Este resultado no es concluyente debido al niimero de
muestras analizadas, y ha que no es un estudio epidemioldgico, pero si es importante
enfatizarlo y observar a futuro que posible relacién tendria éste, debido a que en la
actualidad no se conoce a profundidad qué elementos contaminantes pueden ser ciertos
grupos raciales, junto con la edad, sexo y tiempo de exposicién. Con respecto a lo anterior,
también se encontraron datos interesantes en esta poblacion estudiada, en cuanto a que es
un factor de riesgo de aparicion de la proteina de alrededor del doble si el paciente es mayor

de 50 afios y es de sexo femenino, lo que nos indicaria que también podrian estar
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involucrados ciertos factores tanto de recambio celular ya que a cierta edad el acumulo de
mutactones es mayor y la maquinaria de reparacién genética es menos eficiente, asi como
también nos estaria diciendo que al ser una glandula endécrina la tiroides, debe existir
cierta interaccién tanto de hormonas que la glandula produce, como de otras que ejercen
cierto control en ella y su concentracion diferencial tanto en hombres como en mujeres.

Otra caracteristica importante obtenida de los resultados fue observar que los
subtipos histologicos de CPT que los clinicos consideran agresivos debido a su curso
clinico mas metastésico o con mayores invasiones a tejido extratiroideo, la proteina RET se
encontrd alrededor de 3 veces més que los subtipos morfolégicos de buen prondstico. Esto
podria ser un dato fundamental para apoyar en primer lugar, que existen diferentes vias
para €] desarrollo de un tumor como es el CPT, donde en algunos estaria mayormente
involucrado el oncogen ret, y en otros subtipos otros oncogenes muy parecidos a nivel
funcional con ret como es el proto-oncogen trk (que también codifica para una proteina
transmembranal transductora de sefiales); asi como también nos podria decir que ret esta
involucrado junto con otros oncogenes y anti-oncogenes en el desarrollo, la morfologia y el
comportamiento de estos tumores. En segundo lugar, también podriamos obtener el
beneficio en cuanto a que la presencia de RET nos ayudara como un posible marcador
genético a nivel prondstico en donde el clinico pudiera saber con mayor exactitud el posible
comportamiento del tumor y por consiguiente un mejor tratamiento, al saber que esta
proteina pueda estar involucrada en un comportamiento mas agresivo del tumor.

Aun con todo lo anterior, es necesario el realizar un estudio mas completo en cuanto
a qué papel juega la proteina oncogénica RET en estos tumores tiroideos, en lo que respecta
a su interaccion en su cascada de traduccién y su posible relacién con el comportamiento
del tumor y su morfologia; con qué otros oncogenes y anti-oncogenes interactua ret dentro
de la célula para llevar a cabo la transformacién cancerosa Y que factores ambientales y
genéticos podrian ser necesarios para que este proto-oncogen sufra este tipo de rearreglo

oncogénico.
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CONCLUSIONES

1.- Existe una expresion alta en comparacion con otras poblaciones, de la proteina RET en
muestras de Carcinoma Papilar Tiroideo obtenidas del Hospital de Oncologia, del Centro
Meédico Nacional Siglo XXI.

2.- La aparicion de la proteina RET fue casi tres veces mayor en las muestras de Carcinoma
Papilar Tiroideo con un subtipo histolégico de mal prondstico, que en los subtipos de buen

prondstico.

3.-La aparicién de la proteina RET fue casi dos veces mayor en los pacientes con
Carcinoma Papilar Tiroideo que radican en la Ciudad de México y édrea conurbada, que
tengan mas de 50 afios y sean del sexo femenino, en comparacion a los pacientes que

radican en el interior de la Republica, son menores de 50 afios y son del sexo masculino.

4.-La aparicion de la proteina RET fue semejante tanto en pacientes con o sin metastasis.
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