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Resumen
El carcinoma papilar de tiroides (CPT) bien diferenciado, es una neoplasia maligna
gue afecta mas a mujeres, con peor pronostico en pacientes mayores de 45 afos.
Objetivo: Determinar la expresion de E-cadherina y del receptor del factor de
crecimiento epidérmico en mujeres pre y posmenopausicas con CPT bien
diferenciado y correlacionar con estadio clinico y sobrevida libre de recurrencia.
Material y métodos: Se incluyeron mujeres con CPT que contaran con
seguimiento e informacién sobre estado hormonal. La expresion de E-cadherina y
del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGF-R) fueron evaluadas en
forma cegada. El estadio clinico se obtuvo empleando la clasificacién de la AJCC
y los tumores fueron reclasificados de acuerdo al sistema de la OMS. Resultados:
Se incluyeron 215 pacientes con seguimiento promedio de 71 meses. Fueron
sometidas a tiroidectomia total 166 (77%) pacientes y reseccion subtotal 49 (23%).
Ademas, a 61 (28%) pacientes se les practicé diseccion ganglionar. La edad
promedio fue de 38 afios. Las recurrencias se observaron en 15/154 (10%)
pacientes premenopausicas y en 15/61 (25%) posmenopausicas (p=0.008). Las
pacientes posmenopdausicas presentaron pT, pM y estadio clinico avanzado
(p=0.009, p<0.0001 y p<0.0001, respectivamente). La expresion tanto de E-
cadherina como de EGF-R no mostraron asociacién con recurrencia. Sin embargo,
EGF-R se encontré expresado principalmente en pacientes posmenopausicas
(23% vs 11%, p<0.02). En conclusion, el estado hormonal de las pacientes parece
determinar un comportamiento mas agresivo del CPT bien diferenciado, con

mayor recurrencia de la enfermedad.



INTRODUCCION

El carcinoma papilar de tiroides (CPT) bien diferenciado, es la neoplasia
maligna epitelial mas frecuente de la glandula tiroides, afecta 8.5 veces mas a
mujeres durante la 4® década de la vida y esta consti;uida por células con
diferenciacion folicular y caracteristicas nucleares distintivas. En general, el
comportamiento biolégico del CPT bien diferenciado es indolente con sobrevida
libre de recurrencia de 85% a 10 afnos (Herrera y cols., 1996; Rod}iguez y cols.,
1993). Sin embargo, un subgrupo de pacientes portadores de CPT bien
diferenciado exhiben comporta_miento mas agresivo. Estos generalmente son
individuos mayores de 40 afos de edad al momento del diagnéstico, que
presentan tumor > 3 cm, invasién local, metastasis a ganglios linfaticos y menor
sobrevida libre de enfermedad (Herrera y cols., 1996; Rodriguez y cols., 1993). Se
ha sugerido que en estos pacientes existen alteraciones del ciclo celular,
expresion de polisacaridos de matriz extracelular (B6hm y cols., 2002), sobre
expresién de telomerasa (Bornstein y cols., 2003) y mutaciones de ret-PTC
(Santoro y cols., 1992), que favorecen un comportamiento mas agresivo. Sin
embargo, en la actualidad no existe forma de discriminarlos morfolégicamente.

El control de la adhesién y motilidad celular son cruciales en el crecimiento
y diferenciacion celular, alteraciones de dichos mec::mismos son responsables del
inicio y la progresion tumoral. Desde hace ya una década se comenzaron a
estudiar algunas moléculas de adhesion celular en diferentes neoplasias tiroideas,
incluyendo al CPT. Estas moléculas son importantes en la formacion de complejos

de unién célula-célula dependientes de Ca®' y juegan un papel importante en el



establecimiento y mantenimiento de la morfologia normal y diferenciacion (Brabant
y cols., 1993; Sheumman y cols., 1995; von Wasielewski y cols., 1997; Soares y
cols., 1997; Graff JR y cols., 1998; Naito y cols., 2001; Shapiro y cols., 1995;
Gumbiner y cols., 1996).

La E-cadherina es la proteina de adhesion mas impoﬁante de las células
epiteliales. Se localiza en la superficie celular, principalmente en la zona adherente
(Shapiro y cols., 1995). El gen que codifica para E-cadherina (CDH'1) esta en el
cromosoma 16g22.1. Su producto es una glicoproteina de 120 kDa con un dominio
largo extracelular, un segmento transmembranal y un dominio corto citoplasmatico
que forma complejos de unién con a-, B- y y-cateninas, que a su vez median la
unién de E-cadherina con microfilamentos de actina y son parte de una estructura
proteica altamente ordenada que las conecta con proteinas citoplasmaticas y
transmembranales. La adhesion entre células es mediada a través de
interacciones homotipicas de los dominios extracelulares de E-cadherina en un
proceso de dimerizacion lateral. Los dimeros paralelos son capaces de
interdigitarse con dimeros de las células vecinas formando puntos de adhesion
(Ver diagrama) (Gumbiner y cols., 1996; Nose y cols., 1990; Eidelman y cols.,
1989; Barth y cols., 1997).
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Diagrama de componentes de las uniones adherentes. E-cadherina (cuadros azules) forma
complejos de unién con a-(café), p- y y-cateninas (anaranjado), que a su vez median la unién
con microfilamentos de actina (circulos azules) en el citoplasma. La adhesién entre células es
mediada a través de interacciones homotipicas de los dominios extracelulares de E-cadherina
en un proceso de dimerizacion paralela, formando puntos de adhesion.

La supresion de la expresion de E-cadherina es considerada la principal
alteracion molecular responsable de la disfuncion de la adhesion celular. La
ruptura del complejo de E-cadherina/catenina, puede facilitar la perdida de la
adhesion celular, lo cual es una caracteristica fundamental de las células
neoplasicas y que les permite invadir localmente y a distancia (Gumbiner y
cols., 1996; Eidelman y cols., 1989; Yoshiura y cols., 1995). Esta pérdida o
reduccion de la expresion de E-cadherina se ha observado en muchos
carcinomas y es mas acentuada en tumores poco diferenciados, invasores y en
estadios avanzados (Brabant y cols., 1993; von Wasielewski y cols., 1997; Graff
y cols., 1998).

En tejido tiroideo normal E-cadherina y cateninas constituyen el principal
complejo de adhesion celular (Brabant y cols, 1993). Estudios de

inmunohistoquimica han revelado que diferentes tipos histolégicos de CPT



muestran heterogeneidad en la expresion de E-cadherina y que el CPT que carece
de expresion de E-cadherina es con mayor frecuencia metastasico (Brabant y
cols., 1993; Sheumann y cols., 1995; von Wasielewski y cols., 1997; Graff y cols.,
1998; Naito y cols., 2001).

Existen varios mecanismos que inhiben el adecuado funcionamiento del
complejo E-cadherina-catenina. La hipermetilacion de la region promotora 5'CpG
es la principal causa de la expresion reducida de CDH17 en tiroides. Esta
metilacion aberrante es evidente en 83% de los CPT (Graff y cols., 1998; Yoshiura
y cols., 1995). Sin embargo, ain no esta claro qué impacto pueden tener estas
alteraciones moleculares en la recurrencia y el pronéstico de la enfermedad. En
algunos casos, la pérdida parece estar mediada por modificaciones
transduccionales de las cateninas (fosforilacién de tirosina cinasa) y en contados
casos puede deberse a la inactivacion mutacional o perdida alélica del gen
(Soares y cols., 1997).

El significado prondstico de la expresion de E-cadherina en CPT se ha
evaluado en un par de trabajos, en los que se ha observado que cuando
disminuye E-cadherina existe menor grado de diferenciacién, mayor progresién de
la enfermedad, metastasis y menor sobrevida de los pacientes (Sheumman y
cols., 1995; von Wasielewski y cols., 1997). Sin embargo, en ninguno de los
trabajos se realizé analisis individualizando los grupos de CPT bien diferenciados.
Los dos estudios analizan carcinomas papilares bien y poco diferenciados
reconocibles morfolégicamente, ademas estas neoplasias fueron agrupadas con
carcinomas foliculares (CF) bien diferenciados cuyo comportamiento clinico y

pronéstico son diferentes (Sheumman y cols., 1995; von Wasielewski y cols.,



1997). En la Tabla 1 se resumen las principales caracteristicas de los trabajos que
se han realizado hasta el momento sobre la expresion de E-cadherina en CPT y

las conclusiones a las que se ha llegado.

Tabla 1. Resumen de los trabajos que han analizado la exprésic‘m de E-cadherina
(E-CD) en lesiones tiroideas y que incluyeron al CPT.

Ref. Objetivo Estudio Tipo de N Seguimiento Conclusién
Lesion
Brabant Analizar la Prolectivo B 21 No Pérdida
1993 expresion en CPT 23 variable de la
expresion
Suiza tejido normal y . CF 9
tumoral. CA 6
Sheumman Evaluar E-CD Prolectivo CPD T 4.5 afios La expresion
1995 como marcador CBD 44 se asocia a
Alemania pronéstico. CPT 7 prondstico
CF 7
CA 7
von
Wasielewski Correlacionarla  Retrolectivo CPT 88 12 afios Indicador
1957 expresion en CF 24 pronostico
Alemania CTBD con independiente
metdstasis
Naito Significado Retrolectivo NL 60 No La pérdida de
2001 clinico AF 82 expresion se
Japén CPT 53 asocia a
CF 4 metastasis
CA 5 ganglionar
cM . 2

B: bocio; CPT: carcinoma papilar de tiroides; CF: carcinoma folicular, CA: carcinoma anapldsico; CPD: carcinoma poco
diferenciado; CBD: carcinoma bien diferenciado; AF; adenoma folicular, CTPD: carcinoma tiroideo poco diferenciado; NL:

tejido normal; CM: carcinoma medular.



La adhesién mediada por E-cadherina es un proceso dinamico que esta
regulado por varias vias de transduccion. Su interaccion con factores de
crecimiento es crucial en la regulacion de migracion, proliferacion, apoptosis y
diferenciacion epitelial normal y en la patogénesis de carcinomas (Jawhari y cols.,
1999). A nivel experimental se ha observado que el receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGF-R) participa como uno de los mecanismos
reguladores de adhesién celular al influir sobre B-catenina e interactuar con otras
moléculas como receptores hormonales (Gumbiner y cols., 1996; Jawhari y cols.,
1999; Hoschuetzky y cols., 1994).

EGF-R es una proteina transmembranal con dominios extracelular,
transmembranal e intracelular, este dltimo con actividad tirosina cinasa intrinseca
(Jawhari y cols., 1999). Muchos carcinomas se caracterizan por mostrar sobre
expresion y activacion constitutiva del EGF-R con sefalizacién autécrina, que
resulta en mayor proliferacién celular (Jawhari y cols., 1999). Algunas evidencias
experimentales sugieren que el EGF-R puede inactivar al complejo E-
cadherina/catenina en células neoplasicas mediante la fosforilacién de - 6 y-
cateninas y modular la aparicion de un fenotipo mas agresivo en las células
neoplasicas (Shiozaki y cols., 1995; Al Moustafa y cols., 1999).

El incremento de la expresion del EGF-R y la pérdida de E-cadherina se
han implicado en el desarrollo y progresién de numerosas neoplasias (Shiozaki y
cols., 1995; Al Moustafa y cols., 1999; Sorcher y cols., 1995; Jones y cols., 1996;
Akslen y cols., 1993). Por diferentes métodos se ha demostrado que el CPT

también expresa EGF-R (Akslen y cols., 1993; Aasland y cols., 1990; Ness y cols.,
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1996). Sin embargo, aun no estda completamente comprendido el significado
biolégico de las alteraciones en EGF-R, ni la relacion que guarda con las
modificaciones en la expresion de E-cadherina.

Es bien reconocido que los tumores tiroideos ocurren con mayor frecuencia
en mujeres que en hombres (Wang y cols., 1997). Debido a la alta incidencia del
CPT en mujeres y su relativo mejor pronoéstico, especialmente en mujeres
premenopausicas, es razonable especular que el tumor podria estar influenciado
por hormonas sexuales, principalmente estrogenos. Hallazgos epidemiologicos y
experimentales sugieren la posible participaciéon de los esteroides sexuales en la
patogeénesis y desarrollo de varit-)s desordenes tiroideos (Kawabata y cols., 2003;
Carruba y cols., 1995).

Al parecer el estado hormonal de las pacientes puede tener una funcion
reguladora sobre el complejo de adhesién celular (Carruba y cols., 1995; Nass y
cols., 2000). Sin embargo, aun no esta bien comprendida su participacion en el
CPT bien diferenciado. Al respecto, sélo en un trabajo se ha observado asociacion
clinica entre género femenino y nivel de expresion de E-cadherina, con diferencias
significativas en la sobrevida libre de enfermedad entre el grupo de mujeres con
tumores positivos y aquellos sin expresion de E-cadherina (p = 0.0033) (von
Wasielewski y cols., 1997).

Se ha considerado que las diferencias en la expresion de E-cadherina estan
asociadas a regulacién mediada por estrogenos y por el EGF-R (Nass y cols.,
2000; Akslen y cols., 1995). La estimulacion por estrogenos induce sobre-
expresion de E-cadherina que conlleva a mayor adhesion intercelular vy

disminucién en la expresion del EGF-R. Mientras que un aumento en la expresién
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del EGF-R se asocia con disminucion de E-cadherina (Shiozaki y cols., 1995; Al
Moustafa y cols., 1999; Sorcher y cols., 1995).

Por otra parte, se ha descrito que la disminucion en la expresion de la
proteina p29, relacionada con el receptor de estrégenos, se asocia con menor
sobrevida libre de recurrencia, lo que sugiere un efecto protector de los estrogenos
circulantes (Akslen y cols., 1995). El trabajo citado analizé la expresion de p29 y
del EGF-R por inmunohistoquimica en 127 pacientes con CPT. El analisis uni y
multivariado demostré que la expresion del EGF-R y la disminucion de p29 se
asociaron significativamente con recurrencias (Akslen y cols., 1995).

Se ha descrito que pacientes posmenopdusicas con menores niveles
séricos de estrogeno tienen mayor riesgo de desarrollar cancer de mama
(Handerson y cols., 1982; Muti y cols., 2000; Berrino y cols., 1996). El unico
trabajo que analiza concentraciones séricas del EGF-R en mujeres sanas,
encontré que los niveles del EGF-R son significativamente mayores en
premenopausicas (Baron y cols., 2001). Sin embargo, no existen estudios

semejantes en pacientes con CPT.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Existen pacientes portadores de CPT bien diferenciado de comportamiento
agresivo a quienes es importante identificar para agregar maniobras de
tratamiento y seguimiento. No es posible establecer dicha separacion en bases
morfologicas y lo que se conoce respecto a expresion de E-cadherina y EGF-R en
CPT no identifica asociaciones con estado pre/posmenopausico, estadio y
recurrencia de la enfermedad.

No existen estudios que evalten el comportamiento clinico exclusivamente del
CPT bien diferenciado en base a la presencia de recurrencia, estadio y mucho
menos en mujeres en etapas pre y posmenopéu_sicas. Hay evidencias no
concluyentes de que el estadio clinico y la funcion ovarica se asocian con la
expresion de moléculas de adhesion en CPT. Sin embargo, no hay trabajos que
analicen la expresion de E-cadherina y del EGF-R en pacientes pre vy
posmenopausicas estratificando por estadio del CPT bien diferenciado. La
identificaciéon de diferentes indices de expresion de E-cadherina y del EGF-R en
pacientes pre y posmenopausicas con CPT bien diferenciado con y sin
recurrencia, permitird sugerir el comportamiento de esta neoplasia en ambos
grupos.

Es necesario investigar si la recurrencia en mujeres pre y posmenopausicas
tiene alguna relacion con la expresion de E-cadherina y del EGF-R. Si los CPT
bien diferenciados que afectan a mujeres posmenopausicas son diferentes de

aquellos que afectan a premenopausicas, entonces es probable que la evolucion
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de dichas neoplasia tiroideas en posmenopausicas sea modificada por
administracion de estrégenos exogenos o bloqueadores de hormonas sexuales.

El presente proyecto plantet las siguientes preguntas:

1. ¢Existe diferencia en la expresiéon de E-cadherina y del EGF-R en el tejido

tiroideo de mujeres con y sin recurrencia de CPT bien diferenciado?

2. ¢ Existe diferencia en la expresion de E-cadherina y del EGF-R en el tejido
tiroideo de mujeres en estado pre y posmenopausico con recurrencia de

CPT bien diferenciado?

3. ¢Existe diferencia en la expresion de E-cadherina y del EGF-R en mujeres

con CPT bien diferenciado en estadios pT1.2 y pT34.?



OBJETIVOS

GENERAL

Analizar la expresion de E-cadherina y del receptor del factor de crecimiento

epidérmico en mujeres con carcinoma papilar de tiroides bien diferenciado.
Especificos

1.- Analizar la expresion de E-cadherina y del EGF-R en mujeres con y sin
recurrencia de CPT bien diferenciado.
2.- Analizar la expresion de E-cadherina y del EGF-R en mujeres con CPT bien

diferenciado en estado pre y posmenopausico.
Secundarios

1.- Analizar la asociacion del estado pre y posmenopausico con estadio, pTNM,
tamano del tumor, invasion extra-tiroidea y metastasis.

2.- Analizar si existe correlacion entre la expresion de E-cadherina y EGF-R.

3.- Analizar si existe correlacion entre la expresion de E-cadherina/EGF-R y el

subtipo histologico.



Hipotesis

1.- La expresion de E-cadherina sera mayor en los casos no recurrentes y menor
en los recurrentes, mientras que la expresion del EGF-R sera inversa.

2.- La expresion de E-cadherina sera mayor en mujeres premenopausicas con
CPT bien diferenciado mientras que la del EGF-R sera mayor en

posmenopausicas con CPT bien diferenciado.

MATERIAL Y METODOS
Disefno

Estudio retrolectivo de casos y controles anidado en una cohorte.

Periodo de estudio: De 1980 a 2002.
Sitio

El Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran
(INCMNSZ) es un hospital de tercer nivel de atenciéon médica que cuenta con 159
camas Yy consulta externa de especialidades y subespecialidades de medicina
interna y cirugia. La clinica de tiroides recibe enfermos referidos por
endocrinologia, medicina interna y cirugia, por problemas médicos que ameriten
exploracién endocrinolégica. En el departamento de patologia se reciben entre
6,000 y 6,500 especimenes quirdrgicos anualmente. Al mes se reciben en

promedio 5 casos de CPT.
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Poblacion de estudio
1. Pacientes mujeres mayores de 16 afos atendidas en el departamento de
endocrinologia y/o cirugia del INCMNSZ con diagndstico de CPT bien
diferenciado.
2. Con muestreo adecuado del tumor que contaran con al menos un bloque de
parafina y una laminilla.
Criterios de inclusion
1. Pacientes mujeres mayores de 16 afos con diagnostico de CPT bien
diferenciado.
2. Pacientes que contaran con e;cpedienie clinico.
3. Que contaran con suficiente tumor bien conservado en bloques de parafina.
Debido a que se ha demostrado que la expresion de E-cadherina es similar tanto
en el tumor primario como en las metastasis o bien en la recurrencia, decidimos
incluir casos que contaran con tejido en cualquiera de estas condiciones (von
Wasielewski y cols., 1997; Schipper y cols., 1991).
Criterios de exclusién
1. Pacientes hombres con diagnéstico de CPT.
2. Pacientes que no contaran con adecuado muestreo del tumor.
3. Pacientes que presentaran CPT poco diferenciado o bien CPT bien
diferenciado asociado a carcinoma anaplésico‘,
4. Pacientes con CPT bien diferenciado y otras neoplasias malignas
asociadas ya sea en forma sincronica o metacronica.

5. Pacientes que no contaran con expediente clinico o bloques de parafina.



Variables a medir

La variable dependiente o de desenlace fue recurrencia.

Las variables independientes fueron:

T

Edad: variable dimensional y discreta, considerada como edad al momento
de ingreso al Instituto por su problema tiroideo.

Menopausia: evaluada como variable dicotdmica (pre y posmenopausia)
(Nass y cols., 2000).

Estadio del tumor: se dividio en dos grupos pTi2y pT34.

. Tipo de cirugia: considerada como tiroidectomia total, subtotal, con o sin

diseccion radical de cuello.

Expresiéon de E-cadherina: evaluada como variable dicotomica (presente,
ausente) y como variable ordinal medida en porcentajes de expresion en las
células neoplasicas (100% o expresion normal, expresion heterogénea
75%, 50%, 25% y negativa).

Expresién del EGF-R: la cual fue evaluada como variable dicotémica
(expresion positiva o negativo), y como variable ordinal (expresion 0+, 1+,

2+ y 3+).

Definiciones operacionales (Anexo |)

Procedimientos para la recoleccion de datos

Se revisé el archivo de patologia quirirgica y expedientes clinicos del

INCMNSZ para identificar todos los casos de mujeres con CPT bien diferenciado.

De los expedientes clinicos se recolecté edad de las pacientes, presentacion

inicial, fecha de ultima menstruacion, sintomas climatéricos -si es que los presentd
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la paciente o fueron consignados en el expediente-, uso de terapia hormonal, tipo
de cirugia, tiempo de evolucion antes de la cirugia, tiempo de seguimiento,
presencia o ausencia de recurrencia y fecha de presentacion, metastasis a
ganglios linfatico y/o a distancia, si se encontraba viva sin enfermedad, viva con
enfermedad, muerta sin enfermedad o bien muerta con enférmedad en la ultima
visita al Instituto. Se obtuvieron bloques de parafina de productos de tiroidectomia
total y subtotal con o sin diseccion radical de cuello del archivo de patologia
quirargica. Todos los casos fueron reevaluados por dos patélogos con experiencia
en patologia endocrina, de acuerdo a la clasificacion histologica de la OMS para
CPT bien diferenciado (Hedinger‘ y cols., 1988). De los informes de patologia se
obtuvo tamano del tumor, multicentricidad y/o bilateralidad.

Inicialmente se formaron dos grupos de pacientes en base a la presencia o
ausencia de recurrencia. En el analisis de los resultados, se estratifico a los
grupos por edad, estado pre y posmenopdusico, tipo de cirugia, uso de terapia
hormonal, pTNM, tamano del tumor, multicentricidad del tumor, invasion a tejido
peritiroideo, invasidn a la capsula tumoral, metastasis a ganglios linfaticos en

relacion a la expresion de E-cadherina y EGF-R.

Inmunohistoquimica

Previo a la realizacion del estudio de inmunohiétoquimica, se obtuvieron, de
cada caso, cortes de 5 um tefidos con hematoxilina y eosina para confirmar el
diagnoéstico de CPT bien diferenciado. De esta forma se seleccionaron las areas

mejor conservadas que fueran representativas del tumor.
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Microarreglos de tejido para estudio de inmunochistoquimica

Se seleccionaron cuatro areas en los bloques de parafina de cada tumor
para realizar biopsias en sacabocado de 0.3 mm de didametro y construir
microarreglos de tejido como previamente se ha descrito (Hoos y cols., 2001;
Hoos y cols., 2002). Cada bloque de parafina que se construyé contenia ocho
casos diferentes con su respectivo control de tejido no neoplasico. Se realizaron
cinco cortes de 5 ym que fueron colocados en laminillas con poly-L-lisina, los

cuales fueron empleados para el estudio de inmunohistoquimica.

Inmunohistoquimica para E-cadherina

La determinacion de E-cadherina fue realizada en forma automatizada de
acuerdo a protocolos preestablecido (Ventana Medical Systems, Inc. Tucson, AZ).
Se eliminé la parafina en bafios consecutivos en xilol y alcohol hasta llevar a PBS.
Se realiz6 recuperacién antigénica colocando las laminillas en microondas, usando
EDTA a pH 8.0, 10mM por un maximo de 12 min. El anticuerpo erﬁp!eado fue anti-
CDH1 (monoclonal de ratén/NH-38; 1:100; DAKO). En todos los casos se
obtuvieron controles negativos al omitir el paso que agrega el anticuerpo
especifico al procedimiento rutinario del marcaje y positivos que consistieron en
tejido tiroideo no neoplasico vecino al tumor. La reaccion se consideré positiva
cuando mas de 25% de las células mostraron marca café-ocre caracteristica en la

membrana.
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Inmunohistoquimica para receptor del factor de crecimiento epidérmico

La inmunohistoquimica para EGF-R fue realizada empleando el sistema de
deteccion Dako EGFRpharmeTM (Dako Corporation, Carpinteria, CA) el cual
reconoce al receptor transmembranal de 170 kDa que es codificado por el gen
HER1, siguiendo las instrucciones del fabricante. Se empleo anticuerpo anti-EGF-
R (monoclonal de raton; prediluido; DAKO). Después de lavar en xilol, etanol al
100%, 95% y 70%, las laminillas fueron colocadas en medio humedo para la
digestion proteolitica con solucién de proteinasa K (100 pl por 5 min.). El
anticuerpo primario fue incubado por 30 minutos seguido por 30 minutos de
incubacion con polimero y DAB. Las laminillas se contrastaron con hematoxilina
con 10 enjuagues posteriores en agua amoniacal al 37 mmol/L. El kit incluyé
laminillas de control que sirvieron para validar el procedimiento del anticuerpo de
Dako EGFRpharmDx™ . Las laminillas de control positivo contenian células de la
linea HT-29, fijadas en formol e incluidas en parafina con un moderado nivel de
expresion de la proteina EGF-R (Score de tinciéon de 2.5 + 0.5) y de un control

negativo para EGF-R compuesto por la linea celular CAMA-1 (score 0).

Evaluacién de la inmunohistoquimica
a) Observador. Los cortes de inmunohistoquimica fueron revisados por dos
patdlogos de manera conjunta y en forma cegada. En los casos
discrepantes, se obtuvo consenso entre los dos observadores mediante la
revision conjunta de las laminillas de inmunohistoquimica en un microscopio

de dos cabezales.
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b) Previo a la evaluacion inmunochistoquimica de toda la serie de casos, se
calificé la reproducibilidad de la interpretacion de la expresion de E-
cadherina. Esta evaluacion fue realizada por dos observadores que
utilizando 10 casos de CPT, seleccionados aleatoriamente. Se empled
indice de Kappa para analizar la concordancia inter-observador. Para lo
cual, se consideraron cuatro tipos de positividad (paranuclear, de
membrana, citoplasmatica y heterogénea). Los resultados se muestran en

la Tabla 2.

Tabla 2. Evaluacién inmunochistoquimica estandarizada de E-cadherina.

Positividad indice de Kappa
Paranuclear 0.25
Membrana 1.00
Citoplasma 0.33
Heterogénea 1.00

c) Ceguedad. Las laminillas se identificaron con numeros aleatorios que
impidieron conocer las caracteristicas clinicas de cada caso.

d) Estadificaciéon: Se empleo la clasificacion de pTNM para CPT (AJCC)
(Greene y cols., 2002; Loh y cols., 1997).

e) Morfologia. Se utilizé la clasificacion de la OMS para tumores tiroideos

(Hedinger y cols., 1988).
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Evaluacion de la reactividad de E-CD
La evaluacion inmunohistoquimica para E-cadherina se considerd positiva
cuando se observo tincion café-ocre en la membrana de las células neoplasicas,
teniendo como referencia los siguientes criterios:
a) Negativa: No se observé tincién, o la tincion fue en < 25% de las células
neoplasicas.
b) Heterogéneo: Cuando se observd >25%, 50% y 75% de las células
neoplasicas, con alternancia de células sin expresion.

c) Normal: Expresion en la totalidad de la neoplasia.

Evaluacién de la reactividad del EGF-R
Se evalué tincion de membrana en las células neoplasicas, cuantificado y
gradificado como:
0 Sin tinciéon o tincibn de membrana en <10% de las células
neoplasicas. Negativo
1+ Tinciéon de membrana débil completa o incompleta en > 10% de las
células neoplasicas. Positivo.
2+ Tincién de membrana moderada completa y/o incompleta en > 10%
de las células neoplasicas. Positivo.
3+ Tincién de membrana fuerte completa y/o incompleta en > 10% de

las células neoplasicas. Positivo.
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Tamano de la muestra

Se utilizo la férmula para comparacion de proporciones

n=2PQ (Za +ZB)* Donde P=P1+P2
Fia 2

Se calculo en base a las prevalencias esperadas en cada grupo (pacientes
con CPT recurrente 26%, pacientes con CPT no recurrente 74% (Sheumman y
cols., 1995) tomando en cuenta « 0.05 y 3 0.20 (Za 1.96, Zp 0.80). P1 = 0.26, P2
=0.74, Q= 1-P, A = 48%.

n = 2(0.63) (0.37) [1.96 + 0.80]°

(0.48)°
n=2(0.23) (7.61)= 15
0.23
n=15x2=30

Al realizar la operaciéon se obtuvo una n por grupo de 15 pacientes. Este

valor fue suficiente para identificar diferencias entre los grupos.

Analisis estadistico

Las variables demograficas se analizaron con estadistica descriptiva. Se
empleo Chi-cuadrada o prueba exacta de Fisher para evaluar diferencias en
proporciones para las variables categéricas entre casos y controles. La variable de
desenlace fue recurrencia de la enfermedad definida como presencia de tumor en
el lecho tiroideo, remanente tiroideo, tejidos vecinos o a distancia, después de 6
meses de haberse extirpado el tumor primario. El diagnostico de recurrencia debi6
confirmarse por histologia. La sobrevida libre de recurrencia se considerd de la
fecha de la primera cirugia hasta el momento en que se presentd recurrencia de la

enfermedad locorregional o a distancia. Las variables continuas como edad y
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tamafio del tumor fueron divididas en un punto de corte que permitiera maximizar
la posibilidad de predecir recurrencia. Se realizaron curvas de Kaplan-Meier,
analisis univariado y prueba de asociacién de log-rank para evaluar el valor
pronostico de la expresion de E-cadherina, EGF-R, pTNM y estatus hormonal con
el tiempo de sobrevida libre de recurrencia. La asociacion de recurrencia de la
enfermedad con varias caracteristicas de las pacientes fueron evaluadas por
medio del modelo de riesgos proporcionales de Cox mediante el mefodo Forward-
LR en el que se identifico un modelo parsimonioso que incluy6 la expresion de E-
cadherina y EGF-R, edad (=45 afnos), estado pre y postmenopadsico, estadio,
pTNM, tipo de cirugia, suministro de terapia hormonal, tamario del tumor (=4 cm),
multicentricidad del tumor, invasion a tejido peri-tiroideo, invasion a la capsula
tumoral y metastasis a ganglios linfaticos. Se calculd razén de momios (OR) con
intervalo de confianza (IC) de 95%, para determinar la fuerza de asociacién que
pudiera tener la ausencia de expresion de E-cadherina o bien la expresion del R-
FCE en CPT-BD con las demas variables. Para evaluar la posible correlacion
entre las variables continuas E-cadherina y EGF-R, se empledé prueba no
paramétrica para coeficiente de correlacién de rangos de Spearman. Se considerd
estadisticamente significativo un valor de p para dos colas < 0.05. El andlisis

estadistico fue realizado por SPSS version 10.0 para Windows (Chicago, IL).

Aspectos éticos
Este protocolo fue aprobado por el Comité de Etica del INCMNSZ. Las
pacientes incluidas en forma retrolectiva fueron programadas para cirugia en otro

momento, independientemente de este protocolo. Por lo que no se requirid de
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carta de consentimiento informado. Sin embargo, para aquellas pacientes que se
incluyeron en forma prolectiva se solicitdé consentimiento informado (Anexo Il).
Financiamiento

Recursos humanos: Los departamentos de endocrinologia y cirugia del
INCMNSZ cuentan con personal médico y paramedico con amplia experiencia en
la realizacion de procedimientos quirtrgicos. En el departamento de patologia del
INCMNSZ se reciben en promedio 5 casos de CPT al mes y los patologos
encargados de diagnosticar este material tienen amplio conocimiento de las
enfermedades que en esta region se presentan.

Recursos materiales: debido a que las pacientes incluidas
indiscutiblemente serian sometidas a tiroidectomia por indicaciones del personal
médico del INCMNSZ, se utilizd el equipo disponible en el departamento de
cirugia. El procesamiento del material quirdrgico se realizé utilizando el equipo
disponible en el departamento de patologia del INCMNSZ. EI analisis
inmunohistoquimico de la expresién de E-cadherina y del EGF-R en el tejido
tiroideo se realizdé en el area de inmunohistoquimica del departamento de
patologia del INCMNSZ vy la inversién por el uso de consumibles corrié en parte

por cuenta de la Unién Internacional de Lucha contra el Cancer (UICC).



RESULTADOS
Caracteristicas clinicopatologicas

La presencia de tumor en cara anterior de cuello fue la manifestacion clinica
mas frecuente en 208 (97%) pacientes con un tiempo promedio de evolucion
previo al diagnéstico de 36 meses (intervalo de 0-336 meses'}, Fueron sometidos a
tiroidectomia total 166 (77%) pacientes y a reseccion subtotal 49 (23%). Ademas,
a 61 (28%) pacientes se les practicé diseccion ganglionar. La edad promedio al
momento del diagnostico fue de 38 afos (intervalo de 16-80 afos), la mayoria
menores de 45 afios, con funcién ovarica normal y sin recurrencia de la
enfermedad (p=0.008). Las recu'rrencias se identificaron con mayor frecuencia en
pacientes con tumores invasores en capsula/tejido peri-tiroideo (pTss, p=0.009), y
en estadios clinico avanzados (llI-IV, p<0.0001). El 80% de posmenopausicas y
66% de premenopausicas se encontraron en etapas pTs4 del tumor (p=0.047).

La multicentricidad, localizacion, tamano y ganglios linfaticos con metastasis
no se asociaron con mayor tasa de recurrencia. Se administré terapia hormonal
4/30 (13%) pacientes con recurrencia y a 54/181 (29%) sin recurrencia (p = 0.050).
De las cuales 3 (75%) pacientes fueron posmenopausicas y 1 (25%)
premenopausica. De acuerdo a la estadificacion de la AJCC, se identificaron 138
(64%) pacientes en estadio |, 12 (6%) en estadio Il, 6 (3%) en estadio Il y 59
(27%) en estadio IV. La variable que mostré mayor asociacion con el desarrollo de
recurrencias fue la presencia de metéstasi_s a distancia (p<0.0001). La Tabla 3
resume las principales caracteristicas clinicopatolégicas de las 215 mujeres con

CPT bien diferenciado, con y sin recurrencias.
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El tiempo promedio de seguimiento de las pacientes fue de 70.98+56.89
meses (intervalo de 2-234). Los casos recurrentes ocurrieron en 15/154 (10%)
pacientes premenopausicas y en 15/61 (25%) posmenopausicas (Figura 1;
p=0.008). La recurrencia loco regional y a ganglios del cuello fue el evento
observado con mayor frecuencia. Unicamente se identificaron 11 (5%) metastasis
a distancia, ocho en mujeres mayores de 45 afos (p=0.021). Los principales sitios
de afeccion fueron pulmén (9), mediastino (2) y piel (1).

La mayoria de los tumores fueron Unicos (71%) y con invasion extratiroidea
(63%). La invasion a tejido peritiroideo se observé principalmente en
posmenopausicas (p=0.001). El mayor ndmero de casos con metastasis

ganglionares (59/154, p=0.01) se identificé en premenopausicas (Tabla 4).
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Tabla 3. Caracteristicas clinicopatologicas de 215 pacientes con carcinoma papilar

de tiroides bien diferenciado.

N =30 N =185
Casos Controles
Variable Recurrentes No recurrentes Valorde p OR 1C95%

N (%) N (%)

Edad
<45 afos 12 (40) 123 (66) 0.008* 2.976 (1.348-6.568)
=45 afios 18 (60) 62 (34)

Menopausia
Pre 15 (50) 138 (75) 0.008* 3.022 (1.372-6.655)
Post 15 (50) 46 (25)

Terapia hormonal
Si 4 {13) 54 (29) 0.050* 0.373 (1.24-1.220)
No 26 (87) 131 (71)

Aspecto macroscopico
Unico 16 (53) 104 (56) 0.768 0.890 (0.411-1.930)
Multicéntrico 14 (47) 81 (44) 0.830 1.088 (0.502-2.360)
Bilateral 9 (30) 53 (29)  0.880 1.067 (0.459-2 481)
Unilateral 21 (70) 132 (7T1) 0928 0.962 (0.414-2.234)

Estadio
I-11 12 (40) 138 (75) <0.0001* 4.404 (1.975-9.821)
-1v 18 (60) 47 (25)

pT
pT1-2 3 (10) 62 (34) 0.009* 4.539 (1.324-15.540)
pT3-4 27 (90) 123 (66)

Tamaro del tumor
<4cm 18 (60) 138 (75) 0.083 2.014 (0.903-4.496)
>4cm 12 (40) 486 (25)

Invasion extratiroidea
Si 27 (90) 108 (58)  0.001* 6.417 (1.879-21.911)
No 3 (10) 77 (42)

Ganglios
Positivos 14 (47) 57 (31) 0.087 1.965 (0.899-4.286)
Negativos 16 (53) 128 (69)

Metastasis a distancia
Si 9 (30) 2 4] <0.0001* 39.214(7.938-193.713)
No 21 (70) 183 (99)

(*): Prueba exacta de Fisher.
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Tabla 4. Estado hormonal y etapificacion en 215 CPT bien diferenciado

Estado Hormonal

Pre- Post-
menopausica menopausica
N/154 (%) Ni61 (%) Valor de p OR IC95%
Aspecto macroscopico
Unico 86 (56) 34 (56) 0.989 0.996 (0.548-1.809)
Multicéntrico 69 45) 27 (44) 0912 0.967 (0.532-1.757)
Bilateral 42 (27) 20 (33) 0421 1.301 (0.685-2.471)
Unilateral 111 (72) 41 (67) 0.480 0.794 (0.419-1.506)
Estadio
I-11 138 (90) 12 (20)  <0.0001* 35.2 (15.668-9.674)
-1V 16 (10) 49 (80)
pT
pT1-2 53 (34) 12 (20)  0.034* 2.143 (1.050-4.373)
pT3-4 101 (66) 49 (80)
Tamario del tumor
<4 cm 112 (73) 45 (74) 0877 0.948 (0.484-1.856)
>4 cm 42 (27) 16 (26)
Extension extra-tiroidea
Si 86 (56) 49 (80) 0.001* 3.229 (1.592-6.547)
No 68 (44) 12 (20)
Ganglios
Positivos 59 (38) 12 (20)  0.009* 0.394 (0.194-0.802)
Negativos 95 (62) 49 (80)
Metastasis
Si 6 (4) b (8) 0.300** 2.202 (0.646-7.505)
No 148  (96) 56 (92)

(*): Prueba de y% (**): prueba exacta de Fisher.
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Caracteristicas morfolégicas

El tamafio promedio de los tumores fue de 3.2 cm (DE+ 2.1 cm). La tercera
parte de los carcinomas fueron mayores de 4 cm de diametro y casi la mitad
multicéntricos. Histologicamente se identificaron patrones clasico, folicular y mixto

en 42, 11 y 47%, respectivamente (Figura 1 A, B, C).

Figura 1. CPT bien diferenciado. Patrones papilar (A); mixto —papilarffolicular- (B)

y folicular (C).

Expresion de E-cadherina (CDH1)

La expresion nommal de E-cadherina fue observada en 18/215 (8%)
pacientes, expresion heterogénea en 137/215 (64%, Figura 2) y no se identificé en
60/215 (28%). La comparacion de la expresion de E-cadherina entre el grupo de

pacientes con y sin recurrencia no mostré diferencias significativas. Situacion



31
semejante a lo observado al comparar los porcentajes de expresion de la proteina

y el desarrollo de recurrencia.

Figura 2. CPT bien diferenciado. La marca café ocre en bordes laterales (flecha)
de grupos de células epiteliales que alternan con disminucién y ausencia de
expresion de E-cadherina caracteriza los casos con expresion heterogénea de la
proteina.

La expresién normal o anomal de E-cadherina no se asocié con las

variables demograficas ni con estadio del tumor (Tabla 5).
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Tabla 5. Expresion de E-cadherina y caracteristicas clinicopatologicas en

carcinoma papilar de tiroides bien diferenciado (n = 215).

E-CD
N =154 N =61
Variable Positivos Negativos X?
N (%) N (%) Valor de p OR IC95%
Menopausia
Pre 111 (72) 43 (70) 0.816 0.925 (0.482-1.778)
Post 43 (28) 18 (30)
Edad
>45 afios 61 (40) 19 (31) 0247 1.450 (0.772-2.725)
<45 afos 93 (60) 42 (69)
Estadio
-l 107 1(69) 18 (30) 0.884 1.049 (0.549-2.007)
n-iv 47 (31) 43 (70)
pT
pT1-2 49 (32) 16 (26) 0421 0.762 (0.392-1.480)
pT3-4 105 (68) 45 (74)
Tamario del tumor
<4 cm 116  (75) 41 (67) 0.227 0.672 (0.351-1.284)
>4 cm 38 (25) 20 (33)
Extension extra-tiroidea
Si 93 (60) 42 (69) 0247 0.690 (0.367-1.296)
No 61 (40) 19 (31)
Ganglios
Positivos 50 (32) 21 (34) 0.783 0.916 (0.489-1.714)
Negativos 104 (68) 40 (66)
Metastasis
Si 8 (5) 3 (5) 0.934 1.059 (0.272-4.133)
No 146  (95) 58 (95)
Recurrentes
Si 21 (14) 9 (14)  0.831 0.912 (0.392-2.122)
No 133  (86) 52 (86)
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Expresion del receptor del factor de crecimiento epidérmico

Se identificaron 31 pacientes con tumores positivos para EGF-R (14%) de
los 215 analizados. En 55% (17/31) de los casos positivos la reactividad fue focal
en membrana (1+), en 32% (10/31) fue 2+ y en 13% (4/31) intensa (3+). La marca
util para identificar a los casos positivos se localizé en la membrana plasmatica
principaimente en los bordes laterales de las células neoplasicas (Figura 3).

En forma global, la presencia o ausencia de EGF-R no se asocié con
recurrencia. Sin embargo, niveles altos de expresion de la proteina en las
membranas de las células neoplasicas (1+, 2+ vs 3+) mostraron tendencia a la

asociacion con recurrencia de la enfermedad (7% vs 1%; p=0.085; Tabla 6).

Figura 3. Inmunohistoquimica para EGF-R en microarreglos de CPT bien
diferenciado. Expresion en membranas plasmaticas del 100% de células

neoplasicas (A y recuadro), ausencia de expresion (B).
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Tabla 6. Niveles de expresion del EGF-R en 215 CPT bien diferenciado.

N=30 N =185
Expresion de EGF-R Recurrentes No recurrentes Valor de p*
N (%) N (%)
0 24  (80) 160 (86) 0.348
1+ 3 (10) 14 (8) 0.210
2+ 1 @) 9 (5 0.712
3+ 2 (7) 2 (1) 0.095*

(*) Prueba exacta de Fisher.

Los CPT bien diferenciados de pacientes premenopausicas mostraron
asociacion con expresion débil (1+) del EGF-R en 55% de los casos (p=0.016). En
contraste, se observé tendencia a la asociacion de estadio avanzado (llI-IV) con la
sobre expresién intensa (3+) del receptor (p=0.084). No se identificaron

asociaciones con el resto de las variables medidas (Tabla 7).
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Tabla 7. Expresion del receptor del factor de crecimiento epidérmico y
caracteristicas clinicopatologicas en carcinoma papilar de tiroides bien
diferenciado (n = 215).

EGF-R
N=31 N =184
Variable Positivos Negativos X
N (%) N (%) Valor de p OR IC95%

Menopausia
Pre 17 (65) 137 (74) 0.025 2.401 (1.099-5.242)
Post 14 (45) 47 (26)

Edad
<45 afios 15 (48) 120 (65) 0.073 2.000 (0.929-4.306)
>45 afios 16 52) 64 (35)

Estadio
-l 17 (65) 133 (72) 0.050 2.148 (0.987-4.673)
n-v 14 (45) 51 (28)

pT
pT1-2 6 (20) 59 (32) 0.154 1.967 (0.760-5.051)
pT34 25 (80) 125  (B8)

Tamario del tumor
<4 cm 23 (74) 134 (73) 0.874 0.932 (0.931-2.220)
>4 cm 8 (26) 50 (27)

Extension extra-tiroidea
Si 24 77) 11 (60) 0.069 2.255 (0.924-5.503)
No 7 (23) 73 (40)

Ganglios
Positivos 7 (23) 64 (35) 0.181 0.547 (0.223-1.338)
Negativos 24 (77) 120  (65)

Metastasis \
Si 2 (6) 9 (5) 0.715 1.341 (0.276-6.522)
No 29 (94) 175  (95)

Recurrentes
Si 24 (77) 6 (20) 0.348 1.600 (0.595-4.301)

No 160 (86) 25  (14)




Correlacion de E-cadherina con EGF-R

Veinte pacientes de 171 con disminucién en la expresion de E-cadherina
mostraron sobre expresion del receptor versus 10/43 con expresion normal de E-
cadherina (r=0.130; p=0.05). En la Tabla 8 se aprecia correlacion inversa entre la

expresion de E-cadherina y del EGF-R.

Tabla 8. Correlacion de E-cadherina y del EGF-R en 215 pacientes con CPT-BD

EGF-R
0+ 1+ 2+ 3+
<70 % 33 7 1 2
E-cadherina
>70 % 152 10 8 2

Analisis de sobrevida

El andlisis univariado para sobrevida libre de recurrencia .mostrb que el
estatus posmenopausico (log rank, p=0.0004), edad >45 anos (log rank, p=0.021),
pTNM (log rank, p=0.0136) y extension extra-tiroidea (log rank, p=0.0027)
resultaron ser variables significativas, pero no lo fueron la expresion de E-
cadherina y EGF-R (Figura 4). Los resultados del analisis son mostrados en la

Tabla 9.
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Cuando se comparo por estadios I-1l versus IlI-1V, el patron de tincion de E-
cadherina no influyé en la sobrevida libre de recurrencia. El analisis multivariado
de sobrevida libre de recurrencia (regresion de Cox) que incluy6é edad, estatus
posmenopausico, estadio, expresion de E-cadherina y EGF-R, mostré que soélo la
edad >45 anos (p=0.003), estatus posmenopausico y pTNM (p=0.034)

permanecieron como variables independientes (Tabla 9).

Table 9. Asociacion con recurrencia en 215 pacientes con CPT bien diferenciado.

Caracteristica Pacientes Prueba de Multivariado*
N (%) log-rank
Valor de p

Posmenopausica 61 (28) 0.0004 0.003

Edad > 45 afios 80 (37) 0.0021 0.003
Invasién extratiroidea 135 (B3) 0.0027 NS

Estadio lI-IV 65 (30) 0.0136 0.034
Tamafio > 4 cm 58  (27) 0.2510 NS

Expresién E-CD 185 (72) 0.5457 NS
Expresion EGF-R 47 (22) 0.6282 NS

(*): Regresién de Cox; NS: no significativo. E-CD: E-cadherina; EGF-R: receptor del factor de
crecimiento epidérmico
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Figura 4. Sobrevida libre de recurrencia de 215 pacientes con CPT bien
diferenciado. A) Menopausia (Pre/Pos); B) Edad (< o >45 afios); C) Estadio (I-ll vs
I-IV); D) Invasion extratiroidea (Si/No); E) Expresion de E-cadherinas (+/-); F)
Expresion del EGF-R (+/-).



DISCUSION

Los resultados obtenidos al analizar 215 mujeres con CPT bien diferenciado
demuestran que las pacientes posmenopausicas, se encontraron con mayor
frecuencia en estadios avanzados (lll-IV), con extension extra tiroidea, metastasis
a distancia al momento del tratamiento quirtirgico y con mayor tasa de recurrencia
durante el seguimiento (p=0.008). Los carcinomas de pacientes posmenopausicas
en estadios IlI-IV presentaron mayor expresion del EGF-R (p=0.025). A diferencias
de otros estudios, no observamos diferencias significativas en la expresién de E-

cadherina asociadas con caracteristica clinicopatologica de peor pronéstico.

Posmenopausia y CPT
El CPT en poblaciébn mexicana afecta 8.5 veces mas a mujeres que a

hombres, con un mayor riesgo de presentar la neoplasia entre las pacientes
posmenopausicas (Rodriguez y cols., 1993; Rossing y cols., 1998; Negri y cols.,
1999; La Vecchia y cols., 1999; Mack y cols., 1999). En nuestra serie, 80% de las
pacientes posmenopausicas presentaron CPT bien diferenciado con extension
extra tiroidea (p<0.0001) y en estadio IlI-IV (p=0.001) al momento de la reseccion
quirurgica. Estos resultados concuerdan con datos obtenidos en otros estudios
clinicos y epidemiolégicos que sugieren una probable participacion de los
estrogenos en la patogénesis y desarrollo del CPT (Kawabata y cols., 2003;
Akslen y cols., 1995; Rossing y cols., 1998; Negri y cols., 1999; La Vecchia y cols.,

1999; Mack y cols., 1999).

E-cadherina y caracteristicas clinicopatolégicas
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En la presente serie, la expresion normal de E-cadherina fue observada en
tan so6lo 8% de las pacientes mientras que 64% tuvieron expresion heterogénea y
en 28% de los casos no se identificod expresion, datos semejantes a lo informado
por Brabant y cols., que analizaron 16 CPT y encontraron que en 9 casos el nivel
de E-cadherina fue reducido en forma heterogénea. E-cadherina juega un papel
importante en el comportamiento de las células neoplasicas como supresor de
invasion y metastasis. La disminucién en la expresién de E-cadherina en
carcinomas tiroideos se ha asociado con progresion de la enfermedad (Brabant y
cols, 1993; Sheumman y cols., 1995; von Wasielewski y cols., 1997; Naito y cols.,
2001). En un estudio reciente u‘tilizando inmunohistoquimica se observé que los
carcinomas tiroideos bien diferenciados en etapa pTs4, presentaron con mayor
frecuencia pérdida de la expresién de E-cadherina (von Wasielewski y cols.,
1997). Por su parte, Secheumman y cols.,, concluyeron que la ausencia de
expresion de E-cadherina en tumores en etapa pT4 se asocié con mayor tasa de
recurrencia y metastasis. Lo anterior sugirié6 que E-cadherina podria ser util como
marcador pronéstico. No obstante, en el trabajo citado no se hizo andlisis de
sobrevida. Naito y cols., compararon la expresion de E-cadherina en CPT con y
sin metastasis ganglionar e identificaron reduccion significativa de su expresion en
los CPT con metastasis ganglionar (p<0.05), sugiriendo que la ausencia de
expresion favorece mayor migracion a ganglios linfaticos regionales y por ende
comportamiento mas agresivo de la neoplasia. Sin embargo, es bien reconocido
que ni el tamafio (pT) ni las metastasis a ganglios linfaticos regionales son factores
de peor pronéstico en CPT (Herrera y cols., 1996). Las variaciones en los

resultados obtenidos en los diferentes estudios pueden deberse a diferencias en la
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metodologia utilizada, a un escaso numero de pacientes incluidos o a la inclusion
de diversas variedades de carcinoma papilar de tiroides con cursos clinicos
diferentes.

Nuestros resultados no mostraron asociacion de la expresion de E-
cadherina con ninguna de las variables clinicopatolégicas utiles para identificar
pronéstico en CPT. Una explicacién a la falta de asociacion con la conducta
biolégica de la neoplasia pudiera deberse a que la presente serie incluy6
unicamente CPT bien diferenciado en pacientes sometidas a tiroidectomia total en
la mayoria de los casos. Al generar un grupo de estudio mas homogéneo se
obtuvieron resultados con mayor validez. Si a lo anterior se agrega que utilizamos
variables de desenlace “duras”, como estadio y desarrollo de recurrencia de la
enfermedad, creemos que utilizar unicamente la ausencia de expresion
inmunohistoquimica de E-cadherina para predecir mayor agresividad del CPT

debe tomarse con muchas reservas.

Expresion de E-cadherina y género

Estudios experimentales indican que los niveles de estrégenos regulan la
expresion de E-cadherina (Carruba y cols., 1995). Sin embargo, en estudios
clinicos ain no se comprenden los mecanismos de regulacion y si la expresion de
E-cadherina se asocia con el estado hormonal de las pacientes (von Wasielewski
y cols., 1997). von Wasielewski y cols., exploraron en forma dirigida la asociacion
de la expresion de E-cadherina en carcinoma tiroideo bien diferenciado y género.®
En dicho estudio, la expresion de E-cadherina en hombres no mostré diferencias

mientras que en las mujeres las curvas de sobrevida mostraron diferencias
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significativas cuando se compararon casos positivos y negativos para la proteina
de adhesion (p=0.0229). En el trabajo se identificd disminucién significativa en la
expresion de E-cadherina en las mujeres mayores de 45 afnos. Lo que sugiere que
el estado hormonal de las pacientes podria tener alguna participacion en la
regulacion de la expresion de E-cadherina en los carcinomas tiroideos bien
diferenciado. Sin embargo, al igual que lo informado por Naito y cols., en nuestro
estudio la ausencia o disminucién en la expresién de E-cadherina no se asocio
con el estado hormonal (p=0.816) ni con la edad (>45 anos) de las pacientes
(p=0.247). Este resultado es inconsistente con la hipétesis de que los estrogenos
regulan la expresion de E-cadherina en el CPT bien diferenciado (von Wasielewski
y cols., 1997; Carruba y cols., 1995; Brake y cols., 1994; Fujimoto y cols., 1996;
Fialka y cols., 1996).

En este sentido, debe tomarse en cuenta que los autores de los estudios
citados han estimado el estado hormonal de las pacientes en base unicamente a
la edad de las pacientes incluidas (> 45 anos) (von Wasielewski y cols., 1997). En
el presente trabajo se utilizaron la edad y la fecha de ditima menstruacién como
indicadores de funcién ovarica. Consideramos que la fecha de Jditima
menstruacién es el dato mas confiable para definir la situacion hormonal en
pacientes con CPT bien diferenciado. Es probable que el papel que juegan las
hormonas femeninas en la patogénesis del CPT sea a través de otras vias, quiza
mas complejas, que la sola regulacién de E-cadherina y éstas probablemente

incluyan receptores de factores de crecimiento.



Expresion del EGF-R y estado hormonal

La activacion del receptor de estrogenos por medio de factores de
crecimiento en ausencia de estrogenos es un fenomeno bien reconocido a nivel
experimental en lineas celulares. En particular, la interaccion del EGF-R con el
receptor de estrogeno parece estimular en forma significativa la proliferacion
celular, diferenciacion y progresion tumoral (Marquez y cols., 2001; Wilson y cols.,
2002). La interaccion comentada no se habia explorado en pacientes con CPT y
nuestro estudio es el primero que determina el papel del EGF-R en pacientes
portadoras de CPT en etapas pre y posmenopausicas. EGF-R estuvo expresado
en 14% de los casos, en su mayoria en posmenopausicas (p=0.025) con
carcinomas en estadios avanzados (p=0.050), pero sin asociacién con metastasis
ganglionares o a distancia ni con menor sobrevida libre de enfermedad. Lo que
indica que la sobre expresién de EGF-R en CPT bien diferenciado puede ser un
evento temprano en la progresion tumoral y de alguna forma relacionado con los
niveles de hormonas sexuales. La relacién inversa de expresion del EGF-R con el
estado funcional de ovarios y su asociacién con etapas mas avanzadas de la
enfermedad neoplasica permite suponer que ésta es una via con implicaciones

importantes en la neoplasia mas frecuente de la glandula tiroides.

Correlacion ECD y EGF-R

Es aceptado que E-cadherina y EGF-R son marcadores de diferenciacion
celular (Oka y cols., 1992; Oka y cols., 1993). Ensayos “in vitro”, sugieren que el
EGF-R puede inactivar al complejo E-cadherina/catenina en las células

neoplasicas mediante fosforilacion de p-catenin (Shiozaki y cols., 1995; Al
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Moustafa y cols., 1999; Hoschuetzky y cols., 1994; Lui y cols., 2002). El
incremento en la expresion del EGF-R y la desregulacion de E-cadherina se han
asociado con comportamiento mas agresivo en cancer de mama (Oka y cols.,
1993), vejiga (Bringuier y cols., 1993), prostata (Umbas y cols., 1992), pancreas
(Pignatelli y cols., 1994), colo-rectal (Nigam y cols., 1993), y.estémago (Jawhari y
cols., 1997). En nuestro estudio observamos correlacion entre la expresién
anormal o ausente de E-cadherina y la sobre expresion del EGF-R (r=0.130;
p=0.05). La relacion inversa observada en el presente trabajo de la expresion de
E-cadherina y EGF-R confirma observaciones previas en lineas celulares. En
dichos estudios se utilizaron Iir;eas celulares de cancer de esofago y pulmén,
observando interaccién reciproca de E-cadherina y EGF-R que se tradujo en
control reversible de adhesién intercelular y proliferacion celular (Jawhari y cols.,
1999; Hoschuetzky y cols., 1994; Shiozaki y cols., 1995; Al Moustafa y cols., 1999;
Sorcher y cols., 1995). Sin embargo, no encontramos correlaciéon entre la
expresion de ambas proteinas y el subtipo histolégico. Esto parece indicar que
ambas proteinas tienen poca o nula participacion en la definicién del fenotipo del

carcinoma papilar de tiroides bien diferenciado.

Sobrevida y factores pronéstico

Existen pocos estudios que analicen por sleparado la expresion de E-
cadherina y del EGF-R en CPT, en relacién al tiempo de sobrevida de los
pacientes (Sheumman y cols., 1995; von Wasielewski y cols., 1997; Akslen y cols.,
1993; Kapran y cols., 2002). Los resultados obtenidos en un estudio han

evidenciado que pacientes con carcinomas tiroideos con expresién anormal de E-
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cadherina cursan con menor sobrevida libre de recurrencia (p<0.024) (von
Wasielewski y cols., 1997), y por lo tanto, se ha teorizado que la disminucion de la
expresion sea considerada como marcador pronostico que identifique pacientes de
alto riesgo. Sin embargo, el estatus hormonal de las pacientes se estimé
unicamente en base a edad > 45 anos y se analizo al CPT junto con CF, lo que
podria ser un confusor importante. En nuestro estudio, solo las pacientes mayores
de 45 afos, posmenopausicas con extensién extra tiroidea y en estadios
avanzados (llI-IV), estuvieron asociadas con menor sobrevida libre de recurrencia
y mostraron mayor tasa de muerte relacionada con la enfermedad. No se
identificaron diferencias en la sobrevida de los grupos con y sin recurrencia, al
analizar la expresion de E-cadherina, estratificando por estadios. Estos resultados
son similares a los obtenidos por otros grupos (Kapran y cols., 2002). Las
diferencias observadas pudieran deberse a un incremento en el tiempo de
seguimiento de los pacientes y al mayor niumero de pacientes incluidos en la
presente serie. Aunque no se identifique impacto de la disminucién de E-cadherina
en la supervivencia de las pacientes tratadas quirirgicamente en el seguimiento a
siete afios, es indispensable ampliar el seguimiento de la presente serie porque en
esta neoplasia las principales variaciones en las curvas de supervivencia ocurren
después de 15 6 20 afos de seguimiento (Herrera y cols., 1996; Gillilan y cols.,

1997; Sanders y cols., 1998; Hay y cols., 1999).

En CPT es bien conocido que la frecuencia de recurrencia aumenta con la
edad, de hecho las reglas internacionales de estadificacion ubican en estadios

diferentes a pacientes con tumores idénticos dependiendo si son o no mayores de
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45 afos (Greene y cols., 2002). Es probable que dicho fenémeno se deba a un
cambio en el estado hormonal de las pacientes mas que a una disminucién en la

expresion de E-cadherina o a la activacion de otras vias de sefializacion.

Las neoplasias malignas frecuentemente muestran sobre expresion del
EGF-R, proteina que participa en la progresion tumoral mediante estimulacion de
la proliferacion celular, invasion y metastasis (Gabler y cols., 1997). Inclusive en
algunas neoplasias malignas la sobre expresion del EGF-R se ha relacionado con
menor sobrevida (Gamboa y cols., 2004). En tiroides la sobre expresion del EGF-R
en CPT se ha asociado con mayor extension extra tiroidea (p=0.009) (Akslen y
cols., 1993). En nuestro estudio la expresion membranosa del EGF-R, no mostro
asociacion con sobrevida libre de recurrencia. Estos datos coinciden con lo
informado por Akslen y cols., que analizaron la expresién del EGF-R en 173
pacientes con CPT y no encontraron asociacion de la expresion hembranosa del

receptor con sobrevida libre de recurrencia (Akslen y cols., 1993).

Al considerar la intensidad de expresién de EGF-R ademas del porcentaje
de células marcadas, observamos mayor expresion en los casos recurrentes. Este
resultado favorece la idea de que EGF-R sea un blanco potencial en el tratamiento
del CPT. Sin embargo, creemos que se debe ampliar el nimero de casos de CPT
bien diferenciado con recurrencias antes de avalar por completo lo anterior. En la
presente serie, la posibilidad de sesgo en identificar el valor prondstico de E-
cadherina y EGF-R con respecto a sobrevida por efecto del tipo histologico se

elimino.
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Riesgo relativo

Existen varios factores Utiles para clasificar a los pacientes con CPT en
grupos de alto riesgo (Sugitani y cols., 2004). Sin embargo, la importancia de
factores prondsticos que incluyen al estatus hormonal de las pacientes, la
expresion de E-cadherina y la del EGF-R, aun no estd bien comprendida. En
nuestro estudio, se estimo el riesgo que tenian las pacientes postmenopalusicas
de desarrollar recurrencia del CPT, en comparacion con las pacientes
premenopausicas. El grupo de pacientes postmenopadsicas presentd tres veces
mayor riesgo de desarrollar recurrencia de la enfermedad (OR=3.022; IC
95%:1.372-6.655), diagnosticarse en estadios avanzados (OR=35.2;, IC
95%:15.668-9.674), con extension extra tiroidea (OR=3.229; IC 95%:1.592-6.547)
y metastasis a ganglios linfaticos (OR=0.394; IC 95%:0.194-0.802), en el momento
del tratamiento quirdrgico. Los resultados muestran un efecto benéfico del estatus
premenopausico y abre la posibilidad de alternativas de tratamiento con terapia de
reemplazo hormonal en posmenopausicas con CPT bien d'rfefenciado. con la
finalidad de disminuir las probabilidades de desarrollo de recurrencia de la
enfermedad. En favor de esta idea, observamos que las pacientes
posmenopausicas que refirieron haber recibido terapia hormonal presentaron
menor riesgo de recurrencia (OR=0.373; IC 95%:1.24-1.220).

Las pacientes posmenopausicas y las que se encontraron en estadios IlI-IV
en el momento del tratamiento quirdrgico, presentaron dos veces mas riesgo de
expresar EGF-R que las premenopausicas (OR=2.401; IC 95%:1.099-5.242,
OR=2.148; IC 95%:0.929-4.673, respectivamente). Ademas observamos que los

tumores con sobre expresion del receptor mostraron una mayor tendencia a la
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invasion extra tiroidea (OR=2.255; IC 95%:0.924-5.503). Lo anterior, junto con
publicaciones previas de nuestro grupo (Bornstein y cols., 2003), confirma "in vivo”
observaciones realizadas en lineas celulares mostrando que EGF-R estimula la
proliferacion celular del CPT (Gabler y cols., 1997). Estas observaciones nos
permiten sugerir que la sobre expresion del EGF-R juega un papel importante en
el crecimiento del CPT en pacientes posmenopausicas. La no contribucion de la
expresion disminuida o ausente de E-cadherina al riesgo deé desarrollar
recurrencias, debe restarle importancia a esta proteina como predictora de mayor

agresividad en CPT bien diferenciado.
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CONCLUSIONES

1)

3)

4)

5)

El estado hormonal de las pacientes parece determinar un
comportamiento mas agresivo del CPT bien diferenciado, con
mayor riesgo de desarrollar recurrencia de la enfermedad.

Solo las pacientes postmenopausicas en estadios avanzados se
asociaron con menor sobrevida libre de recurrencias.

La ausencia de expresion de E-cadherina no se correlacioné en
forma significativa con sobrevida, menopausia, metastasis
ganglionares, estadio, ni con mayor agresividad de la neoplasia.
La sobre expresion de EGF-R en CPT bien diferenciado se
asocido en forma significativa con estadio avanzado (llI-IV) y
menopausia.

Es probable que las hormonas femeninas participen en la
regulacién del estatus funcional del EGF-R y que esto se asocie a
incremento en la proliferacién del CPT bien diferenciado, invasion

extra tiroidea y mayor agresividad.
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APENDICE

Anexo |. Definiciones operacionales

Recurrencia de la enfermedad: se consideré cuando hubo actividad tumoral loco-

regional o metastasica a distancia posterior a que hubieran transcurrido
6 meses o mas después de la tiroidectomia (Herrera y cols., 1996).

Persistencia de la enfermedad: aquellos casos que presentaron actividad tumoral

loco-regional antes de los primeros 6 meses después de la tiroidectomia (Herrera
y cols., 1996).

Tiempo de sobrevida libre de recurrencia: a partir de la fecha de la cirugia y hasta

el momento en que se present6 la variable de desenlace o bien hasta la ultima
consulta o revisién asentada en el expediente clinico, cuando no hubo recurrencia
de la enfermedad.

Menopausia fisiolégica: Definida como la ausencia de sangrado menstrual

definitivo relacionado a insuficiencia ovarica por un periodo de tiempo mayor a 12
meses con o sin sintomas climatéricos. Para lo cual, se considerd la fecha de
ultima menstruaciéon (Henderson y cols., 1988)

Menopausia artificial: debida a ooforectomia bilateral o bien a histerectomia con
ooforectomia bilateral. |

Tiroidectomia total: cuando se resecé ambos l6bulos tiroideos e itsmo.

Tiroidectomia subtotal: cuando se resecé completamente un Iébulo y parcialmente

el l6bulo contralateral.
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Paciente viva con enfermedad: aquella paciente que en la ultima revision clinica

presenté actividad tumoral.

Paciente_muerta con enfermedad: aquella paciente que fallecié con actividad

tumoral loco-regional o metastasica.

Paciente viva sin enfermedad: aquella paciente que en su ultima consulta no

presenté actividad tumoral loco-regional o metastasica.

Paciente muerta sin enfermedad: aquella paciente que fallecié por otras causas,

menos por el CPT bien diferenciado.

Adecuado muestreo del tumor: cuando existi6 material histologico suficiente del

CPT bien diferenciado para realizar microarreglos de tejido.

Carcinoma_papilar_de tiroides bien diferenciado: tumor epitelial maligno con

diferenciacion folicular y caracterizado por la formacién de papilas, foliculos, o bien
mixto, con hendiduras nucleares, pseudoinclusiones nucleares y nicleos en vidrio
esmerilado (Hoos y cols., 2001).

Tumor _encapsulado: tumor rodeado completa o parcialm-e\nte por tejido
fibroconectivo propio de la neoplasia.

Invasién a tejidos peritiroideos: corroborado en el andlisis histolégico con invasién
a musculo o tejido adiposo peritiroideo.

CPT multicéntrico: aquel tumor que presenté mas de un nédulo tumoral en uno o

ambos lébulos tiroideos.
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ANEXO Il
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

México, D.F. a de del

A quien corresponda:

Yo estoy informada sobre el estudio

titulado “Expresion de E-cadherina y del receptor de factor de.crecimiento

epidérmico en carcinoma papilar de tiroides bien diferenciado”.

Estoy enterada, de que se trata de un estudio de caracter pronostico que
analiza la expresion de E-caciherina y estado hormonal en pacientes con
carcinoma papilar de tiroides bien diferenciado y su asociacion con el
comportamiento clinico del tumor en nuestra poblaciéon. Me han informado que no
existe riesgo en mi persona. En cambio, se obtendran beneficios como es iniciar
una linea de investigacion en busca de nuevos tratamientos que mejoren la
sobrevida de las pacientes con carcinoma papilar de tiroides bien diferenciado de
alto riesgo. Por otra parte, si rehus6 a participar en el estudio, no afectara en
absoluto sobre la calidad de atencién médica que vengo recibiendo.

Atentamente
Participante en el estudio Testigo
Testigo Dr. Fernando Candanedo Glez.

Responsable
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