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Toda nuestra ciencia,

comparada con la realidad,

es primitiva e infantil...

y sin embargo es lo mas preciado
que tenemos.

Albert Einstein
(1879-1955)

Lo conocido es finito, lo desconocido infinito; desde el punto de
vista intelectual estamos en una pequeiia isla en medio de un
océano ilimitable de inexplicabilidad. Nuestra tarea en cada
generacion es recuperar algo mas de tierra.

T. H. Huxley, 1887
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RESUMEN

El carcinoma papilar de tiroides (CPT), representa el 70 % de los canceres
de tiroides. Aunque el CPT se ha considerado una lesion de baja malignidad, se
ha observado que mas de la mitad de los pacientes muestran invasion ganglionar
y algunos subtipos morfoldgicos presentan un curso clinico mas agresivo. Al
estudiar el CPT a nivel molecular, se han visto involucrados a varios oncogenes,
genes supresores de tumor y genes ligados a la progresion metastasica. Por lo
anterior, el estudio de este tipo de neoplasia debe profundizarse, sobre todo en la
busqueda de marcadores prondstico. Se estudiaron 36 muestras de CPT
analizando ia presencia de dos oncogenes con actividad tirosina-cinasa llamados
ret/ptc y trk-T1, tanto a nivel de transcrito (RT-PCR) como protéico
(Inmunohistoquimica), asi como dos proteinas ligadas a metastasis: NM23 vy
CD44 variante 6. Estos datos se relacionaron posteriormente con el
comportamiento del tumor y el subtipo histolégico de CPT para poder utilizarlos
como posibles indicadores geneticos de comportamiento tumoral. La proteina
RET se detectd en 23 de 36 muestras (63.8%), y el transcrito RET/PTC3 fue el
mas comun. Se relaciond su presencia con los tumores de subtipo de mal
prondstico y con las muestras que presentaron invasion y/o metastasis. La
proteina TRK se detecté en 25 de 36 muestras (69.4%), y se relaciond su
presencia con los tumores que presentaron invasion y/o metastasis. NM23 se
detectd en 15 muestras (55.5%) a nivel nuclear o citoplasmico, 12 muestras
(44.5%) |la presentaron en membrana o fueron negativas. Finalmente, CD44v6 se
detecté en 19 de 26 muestras (73%) y se relaciond con los tumores que
presentaron invasién y/o metastasis. Los resultados nos mostraron una alta
expresidon de los oncogenes ret/ptc y trk-T1 en los CPT de pacientes mexicanos, y
al rearreglo mas oncogénico, RET/PTC3, en la mayoria de ios tumores
analizados. Debido a estos resultados, los oncogenes ret/ptc y trk-T1 podrian ser
utilizados como marcadores pronostico en los CPT y de esta forma ayudar al

médico clinico en un mejor tratamiento y seguimiento del paciente afectado por

este tipo de neoplasia.



INTRODUCCION

Durante las Oltimas dos décadas del sigio XX, la investigacion tanto basica
como aplicada en el campo de las enfermedades humanas y en particular en el
cancer han progresado asombrosamente. El esfuerzo por conocer y entender esta
compleja enfermedad ha traido como consecuencia la identificacion de las bases

mas profundas en este proceso, llegando incluso hasta el nivel molecular [1].

Debido a los descubrimientos realizados en el campo de la biologia y la
geneética molecular, se dice que el cancer es una enfermedad genética la cuai es
provocada por los danos en el material genético (mutaciones) y especificamente
en los genes involucrados en la regulacidn de los procesos normales de
replicaciéﬁ y reparacion del acido desoxirribonucléico (DNA), junto con los genes
de proliferacién y diferenciacion celular. Estos cambios pueden ser provocados
por agentes ambientales (radiacién), exposiciébn a agentes quimicos (asbestos),
agentes bioldgicos (virus), y algunas veces por la herencia de algin gen alterado,
al que 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 6 anti-oncogenes (Figura 1). Los proto-
oncogenes al sufrir cambios en el control de su expresion debido a diversas
mutaciones (puntuales, translocaciones, amplificaciones, inserciones, etc.), se

comportan de forma anormal y es cuando se les nombra oncogenes, los cuales ya
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FIGURA 1.- Esquema de dlferentes proteinas involucradas en la proliferacion y
diferenciacion celular. Muchas de estas proteinas son codificadas por proto-oncogenes y
genes supresores de tumor.




pueden cooperar para la formacidn de un tumor. Al mismo tiempo, los genes
supresores de tumor, cuya funcion normalmente es la de gobernar la proliferacion
celutar, al sufrir mutaciones (puntuales, deleciones, inserciones, etc.) que les
provoquen la pérdida de su funcionamiento, hace que se pierda el control de freno
de esta proliferacién lo que también induce la transformacién tumoral [3].
Finalmente, existe otro tipo de genes que participan en varios procesos de
sefalizacién, identificacion, y degradacion al exterior de la célula, que al sufrir
mutaciones y desregulaciones se les ha relacionado con otorgar la capacidad a
ciertas celulas tumorales de invadir tejido normal, pudiéndose mover de su tejido
de origen y establecer una nueva colonia en cualquier otra parte del cuerpo. A
este fendémeno se le conoce como metastasis o proceso metastasico (Figura 2).
Este evento se inicia cuando varias células cancerosas se desprenden del tumor
original, llamado tumor primaric y comienza el proceso denominado invasién, en el
cual la célula cancerosa atraviesa la matriz extracelular con objeto de llegar a
vasos sanguineos o linfaticos, y es ahi donde se lleva a cabo la fase de
penetracion o ingreso al vaso a través de su pared. Una vez dentro del torrente
circulatorio, ya sea como resultado de procesos mitbticos o por asociacién con
otras células metastasicas presentes en el torrente sanguineo se produce el
fenémeno de agregacion. Por Gltimo, las células salen del torrente circulatorio
(evasién), atravesando nuevamente la matriz celular y originando la formacion del

tumor secundario [4].
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Este tipo de cooperacién entre oncogenes, ausencia de los genes
supresores y genes relacionados a metastasis, sugiere que para gue se de el
proceso de malignizacion es necesario que sucedan fenébmenos que ocurren a

nivel de membrana, de citoplasma y dentro del nucleo celular [4].
LA GLANDULA TIROIDES

La tiroides es una glandula endocrina de origen endodérmico desarrollada
a partir de una evaginacién de la base de la lengua (Foramen cecum), y se
encuentra localizada por delante de la traguea y del eséfago, y en intima relacién
con los cartilagos de la laringe [5]. El foliculo tiroideo es la unidad anatémica y
funcional de la tiroides (Figura 3); tiene forma esférica y esta compuesta por una
capa de células epiteliales cuboides, conocidas como células foliculares, 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 se
encuentran separados entre si por pequefias cantidades de tejido conectivo y por
células “C" 6 parafoliculares, productoras de tirocalcitonina y prostaglandinas, las
cuales tienen un origen diferente al de las células foliculares ya que son de origen
neuroendocrino [6]. Las células fbliculares tienen. las siguientes funciones
primordiales; captar y transportar iodo, sintetizar tiroglobulina (TG) y secretarla
hacia el coloide, separar las hormonas tiroideas de la molécula de TG y secretar

las hormonas tiroideas a la circulacion.



La tiroides tiene un importante papel en la regulacion del metabolismo
celular a través de la sintesis y secrecion de 2 hormonas: la tetraiodotironina (T4)
y la triiodotironina (T3); ambas hormonas se sintetizan en el coloide por
jodinizacién y condensacion de moléculas de tirosina, difiriendo entre si por un
atomo de iodo. La T3 y T4 son enviadas a la circulacién por exocitosis a traves de
microtubulos y microfilamentos de la célula, éstas 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 acida no histona, que actua sobre el DNA
aumentando la sintesis de acido ribonucléico (RNA) mensajero y ribosomal, esto
induce la codificacion de un gran numero de proteinas como la hormona del
crecimiento y la alfa-2-globuiina. Las acciones de las hormonas tiroideas son
varias ya que participan en la calorigénesis, el metabolismo, y el crecimiento,
entre otras. Los aparatos y sistemas en donde influyen son diversos, como en la
secrecion gastrica, movilidad intestinal, reactividad muscular, maduracion

neuronal, sintesis de vitaminas y hemoglobina, etc. [7].
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FIGURA 3.- Fotografias de cortes de tejido obtenidos de una glandula tiroides
normal y un Carcinoma Papilar de Tiroides (CPT). Tincion con Hematoxilina y
Eosina. 200X.

A) Glandula tiroides normal: a) Foliculo tiroideo, b) Célula folicular y c) Lumen

folicular.
B) Carcinoma Papilar de Tiroides: a) Célula tumoral, b) Papila caracteristica e c)

inclusion o barra.



ANTECEDENTES

El cancer de tiroides a nivel mundial, segun datos provenientes del servicio
de Salud Publica de los Institutos Nacionales de Salud (EUA), tiene una aparicidon
de aproximadamente 45 nuevos casos al afio por milldén de habitantes [8]. En
nuestro pais, segun datos publicados por la Secretaria de Salud, ocupa el decimo

’

lugar con el 2.1% del total de las neoplasias malignas [9].

En la tiroides existe un gran espectro de lesiones neoplasicas y de acuerdo
al tipo histologico, estas neoplasias se clasifican en: carcinomas medulares,
papilares, foliculares, insulares y anaplasicos [10]. 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
[11,12]. De esta manera, junto con la gran variedad de subtipos morfologicos que

presentan estas neoplasias, el cancer de tiroides sugiere ser un buen modeio para

el estudio del cancer.

Hablando en particular del carcinoma papilar de tiroides (CPT o en inglés
PTC), este representa el 70 % de los canceres de tiroides, seguido por el medular
con el 15% y correspondiendo el resto a los otros tipos histologicos (Figura 3 y 4)
[8]. En el Hospital de Oncologia del Centro Médico Nacional Siglo XXI, segln
informacién proporcionada por el Servicio de Cabeza y Cuello, se registran

aproximadamente 30 nuevos casos al afo de CPT. Esta neoplasia se ha
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FIGURA 4.- Fotografias
subtipos histologicos de C
de Células Oncociticas y
Eosina. 200X.

de varios cortes de tejido neoplasico con diferentes
PT. A) CPT tipico, By CPT con patrén Folicular, C) CPT
D) CPT de Células altas. Tincién con Hematoxilina y



considerado una lesién de baja malignidad, sin embargo, se ha observado que
mas de la mitad de los pacientes con CPT muestran invasién ganglionar [11], y
que algunos subtipos morfolégicos como el CPT de células altas, presentan un
curso clinico mas agresivo y un peor prondstico que el tipo usual de CPT (Figura

4)[13], lo que indica que el estudio de este tipo de neoplasias debe profundizarse.

Mediante los nuevos métodos basados en tecnicas de citogenética
molecular como la Hibridacidon Gendmica Comparativa {CGH) y el Analisis
Espectral de cariotipos (SKY), se ha demostrado que existen diferentes
alteraciones cromosémicas dentro de las cuales se han detectado ganancias de
fragmentos cromosdmicos o cromosomas completos en 1q, 5q, cromosoma 7, 17
y 21q; pérdidas cromosomicas en 16q y puntos de ruptura en los cromosomas 1q
y 10q (Figura 5) [14,15]. A nivel de genes involucrados en este histotipo
neoplasico, se encuentran los oncogenes ras, trk, myc, los genes supresores de
tumor (anti-oncogenes) p53, Rb, y genes ligados a la progresion de potencial
metastasico como nm23 y CD44. Mas recientemente se ha observado un tipo de

rearregio en el proto-oncogén ret muy ligado al carcinoma de tiroides,

exciusivamente al histotipo papilar {16).

EL PROTO-ONCOGEN ret

El proto-oncogén ret (REarreglo durante la Transfeccion), el cual se
encuentra en el brazo largo del cromosoma 10 (q11.2), normaimente codifica para

un receptor transmembranal con actividad tirosina-cinasa en el que su ligando es
12
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el GDNF ( Factor Neurotrofico Derivado de una linea celular de ta Giia, miembro
de la familia de los factores de crecimiento transformante) [17]. ret puede estar
relacionado con la diferenciacién neuronal, ya que este se expresa normalmente
en la cresta neural de ratdn durante la mitad de su gestacion. Este gen fue
inicialmente identificado como oncogén mediante experimentos de transfeccion,
que indicaban que habia sido activado por un rearreglo originado durante el
proceso de transfeccidon [18]. Después se demostré que existen rearregios
especificos del gen ret in vivo, los cuales fueron detectados unicamente en los
CPTs, con base en lo cual, se les denominaron rearreglos RET/PTC [16,18]. Cabe
mencionar que existen dos estudios donde se ha encontrado el rearreglo de
forma regional en algﬁnos adenomas, bocios y microcarcinomas, lo que podria
indicar una relacidon mas cercana de estas lesiones con el CPT [19,20]. Estudios
posteriores confirmaron que la activacion del rearreglo RET/PTC en Carcinoma
Papilar (alteracion somatica) es de alrededor del 35% de los casos [21], aunque
existen variaciones significativas en diferentes paises, por ejemplo: ltalia se
presenta en un 33% [21], Estados Unidos con 17% [22] mientras que en Japdn
con 3% {22,23]. En la poblacién latina y en particular en México, no existen

estudios de este tipo desconociéndose la frecuencia de estos rearreglos en

nuestro pais.

En los CPTs, ret puede rearreglarse en tres formas (Figura 6). 1)
RET/PTC1, generado por una inversion paracentrica inv. (10}(q11921}, la cual
ocurre en el extremo 5' del gen H4 (D10S170) y el extremo 3' del dominio tirosina-

cinasa de ret [16]. La caracterizacion de este evento muestra que el 60% de los
13
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casos de Carcinoma papilar, se deben a esta alteracibn mientras que el
porcentaje restante se debe a los otros dos tipos [24]; 2) RET/PTC2 (5% de los
casos), es un rearreglo creado por la fusion del extremo 3' de ret con la region
regulatoria de la subunidad Ri-a de ia proteina-cinasa A (receptor intracelular de
AMPciclico), localizada en el cromosoma 17 (q23) [25] y 3) RET/PTC3 (35% de
los casos) que es resultado de la fusidén del extremo 3' de ret con el extremo 5' del
gen RFG (Gen Fusionado a Ret), llamado RFG2/ELE1. Este rearreglo ocurre por
una inversién paracéntrica en el cromosoma 10q11 [26]. Es importante notar que
en los tres tipos de rearreglos RET/PTC, el punto de ruptura en el gen es el
mismo (intrdbn 11) y gque sus productos pueden encontrarse en el citoplasma
fosforilando constitutivamente a proteinas debido a una autofosforitacion donde

aparentemente son regulados por fosfotirosina-fosfatasas [27].

EL PROTO-ONCOGEN trk

También en los carcinomas papilares de tiroides se ha visto involucrado
otro proto-oncogén que codifica para un receptor transmembranal con actividad
tirosina-cinasa, al cual se le llamd trk 6 NTRK1 (Tropomiosin-receptor-cinasa,
criginalmente designado oncD). El ligando de este proto-oncogén es un factor de
crecimiento nervioso (NGF), perten_eciente a la familia de neurotrofinas [28]. Trk
fue inicialmente detectado por una transfeccion en la linea celular 3T3 con DNA
gendémico de un carcinoma de colon [29). Este gen se expresa en el sistema

nervioso y es especifico para una subpoblacion de neuronas sensoriales
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derivadas de la cresta neural [30]. Este gen se encuentra en el braze largo del
cromosoma 1 (g23-g24) [31]. Se han reportado mutaciones puntuales en la region
tirosina-cinasa de este proto-oncogén, trayendo como consecuencia una
enfermedad autosdmica recesiva llamada Insensibilidad Congénita al Dolor con
Anhidrosis (CIPA) [32]. Debido a un rearreglo intracromosémico con la regién 5'
del gen TPR (1q24), los productos quimericos se encuentran en el citoplasma y
pueden ser activados mediante la exposicidn a sustratos inusuales o también por
un cambio conformacional de la proteina donde aparenta estar interaccionando
con su ligando [29], a este oncogén se le llamé trk-T1 (Figura 7). Se sugiere due el
rearreglo trk-T1 es una alteracién comuan en el CPT, donde en combinacion con el
rearreglo RET/PTC, corresponden a la activacidon constitutiva de la actividad
tirosina-cinasa de aproximadamente el 50% de los CPTs [29]. Esta relacion entre
RET/PTC vy trk-T1 se ha vuelto mas estrecha, ya que a nivel de la cascada de
fosforilacion existen evidencias en la que algunas proteinas adaptadoras como
Shc y Grb2 participan directamente con la sefiaiizacion de estos proto-oncogenes,
asi como de sus rearreglos oncogénicos [33]. Ambas proteinas podrian compartir
la misma cascada de fosforilacion donde esta involucrado el proto-oncogén Ras,
y posteriormente divergir en aigin punto de la cascada y asi regularla de forma
independiente [33]. Otro ejempio es la predominancia de estos rearreglos

oncogénicos en los nifos con CPT que estuvieron expuestos a la radiacion del

accidente de Chernobyl en 1986 [34].
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LA PROTEINA NM23

Por otro lado, la expresion det gen nm23 (No-Metastasico 23) ha sido
asociada con un potencial bajo en metastasis y un mejor pronodstico en tumores
malignos [35]. Este gen fue primeramente identificado en roedores debido a su
baja expresion en lineas celulares de melanoma con gran potencial metastasico
[36). En tejidos humanos, dos genes de nm23 han sido identificados, nm23-H1 y
nm23-H2, los cuales comparten una homologia del 88% [37,38, 39], aungue
recientemente se han identificado otros genes de la familia nm23 (hm23-H3 hasta
nm23-HB6) [40]. nm23-H1 y H2 se encuentran en el brazo largo del cromosoma 17
{g21.3) v codifican para una nucleosido difosfato-cinasa (NDP), la cual se expresa
en la superficie celular, pero se ha encontrado también a nivel nuclear y a nivel
citoplasmatico {41]. La proteina NM23-H1 se ha encontrado fundamentalmente a
nivel citoplasmico y en la membrana, mientras que NM23-H2 se ha localizado en
forma de hexamero a nivel nuclear, donde puede unirse a la region promotora del
proto-oncogén c-myc y regularlo transcripcionaimente in vitro [42]. La expresién ya
sea del RNA o de la proteina NM23, han sido inversamente correlacionados con el
desarrollo de metastasis ¢ un curso clinico mas agresivo en diferentes tipos de
tumores. Amplificaciones y sobreexpresiones del gen nm23 han sido detectadas
en neuroblastomas infantiles y en adenocarcinomas colorectales, donde se ha
detectado una mutacion puntual [43,44]. El mecanismo de NM23 en la
participacion de la diseminacién metastasica es desconocido, al menos cinco
propiedades bioquimicas han sido propuestas en las que la proteina puede ser

importante en este efecto regulatorio: actividad como nucleosido difosfato-cinasa
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(NDP) donde active proteinas G; producto de secrecion; homologia a proteinas
GAP, actividad regulatoria transcripcional con secuencias similares a un zipper de
leucina y recientemente se ha identificado una actividad de fosforilacion distinta al

de NDP [35].

En el cancer de tiroides, se ha encéntrado que los transcritos tanto de
nm23-H1 como nm23-H2 se expresan ubicuamente tanto en el tejido normal de Ia
tiroides como en los CPTs, pero en las metastasis a ganglios linfaticos el transcrito
o la proteina de nm23-H1 no estan presentes o se expresan débilmente, lo que
indicaria una relacién mas directa de este gen con et comportamiento metastasico
de los CPTs [45, 46]. Existen datos de una asociacion entre la distribucién
subcelular de la proteina NM23 y la progresion de la enfermedad en los CPTs
(Figura 8) [47]. La proteina se ha observado a nivel nuclear en un 93% de los
tejidos normales de tiroides, declinando al 46% en tumores benignos, 29% en
carcinomas primarios y 31% en lesiones con metastasis o con recurrencia.
Contrariamente, cuando NM23 esta presente en la membrana celular no se
encontrd sefial en tejidos normales de tiroides, aumentd un 15% en tumores
benignos y 16% en carcinomas primarios, pero se elevé hasta un 33% en lesiones
con metastasis. Por lo anterior, la progresion de esta enfermedad tiroidea esta
acompanada por un decremento de la proteina NM23 a nivel nuclear y un

aumento de ésta a nivel de la membrana celular [36).
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LA PROTEINA TRANSMEMBRANAL CD44

La proteina CD44 es una molécula de adhesion celular involucrada en las
interacciones célula-célula y célula-matriz. Al mismo tiempo, se le ha visto
relacionada con las caracteristicas de invasién y metastasis de células cancerosas
[48]. La familia CD44 de receptores transmembranales se origina de un solo gen
localizado en el cromosoma 11. Debido al mecanismo de splicing alternativo (corte
y empalme) en sus 10 exones, existen 20 diferentes isoformas de ia proteina
CD44 ( variante 1 a variante 10) (Figura 9) [49]. Uno de los ligandos de este
receptor es una citocina llamada Eta-1 la cual induce quimiotaxis celular, lo que
podria afectar la migraciéon y crecimiento de !a célula neoplasica promoviendo la
formacion de metastasis [50]. Expresiones aberrantes de las variantes de CD44,
como la variante 6 y la variante 7-8, indican una pérdida del control de splicing en
células transformadas y han sido asociadas con metastasis y un pobre prondstico
en varios canceres. La expresion especifica de CD44 variante 6 (CD44v6), ha sido
correlacionada con una gran probabilidad de invasidn vascular y una
sobrevivencia muy pobre en pacientes con cancer cervical, lo que hace de esta
variante un buen marcador pronoéstico en el comportamiento de estas neoplasias
[48). En el cancer de tiroides y en particular en los CPT, se ha observado una
expresion constante de la proteina CD44, y en particular de la variante 6
localizada en la membrana plasmatica [51]. En otro estudio mas detallado, se
observo una desreguiacion de la maquinaria de splicing alternativo en los CPT, ya
que aumento la cantidad de transcritos de CD44v6 y la disminucion de la proteina

estandar (CD44s) (Figura 8) [52]. Por ultimo, parece existir cierta relacion entre
i8



esta proteina CD44v6 y la edad del paciente con CPT, debido a que al tener

mayor edad puede ser mas agresivo el comportamiento del tumor [53].

19



Dominio Regién
Regién extracelular transmembranal citoplasmica

| M)

Exones
variantes V1

FIGURA 9.- Representacidén esquematica del gen CD44 junto con su region estandar y sus
multiples sitios de corte y empalme (Splicing).




PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El carcinoma papilar de tiroides presenta un amplio espectro de subtipos
morfoldgicos que van desde 1o0s microcarcinomas encontrados en autopsias de
personas asintomaticas, hasta los carcinomas papilares de células alias con un
comportamiento muy agresivo, pasando por los carcinomas papilares del subtipo
folicular, células oxifilicas y del tipo usual [5]. Actualmente en el Hospital de
Oncologia del Centro Médico Nacional Sigio XXI, el diagnédstico de los carcinomas
papilares se realiza de manera tardia, cuando la neoplasia es invasiva y el curso

clinico y pronédstico del paciente es incierto.

Se ha demostrado que a nivel mundial entre el 10 al 50% de los casos de
CPT se presentan rearreglos cromosomicos en los proto-oncogenes ret y trk [26].
Al mismo tiempo la proteina NM23 se ha localizado a nivel nuclear 6 citoplasmico
en un mayor porcentaje de los carcinomas papilares tiroideos no agresivos,
mientras que su localizacidn en membrana ¢ su ausencia es mas comun en los
carcinomas papilares de mal pronéstico [36]. Por ultimo, la variante 6 de la
proteina membranal CD44, involucrada en adhesion celular, ha sido asociada con
metastasis y un pobre pronéstico en varios canceres y en particular en los CPT
[51]. En varios paises se han realizado estudios de estos oncogenes y genes
ligados a la progresion de metastasis de forma individual, obteniendose datos
aislados y parciales, por lo que resultaria de gran importancia poder realizar un

estudio donde se pueda observar la posible relacién y cooperacion entre estos
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genes y poder correlacionarlos con un comportamiento o subtipo histolégico del
CPT en particular. Hasta el momento, no existen reportes donde se estudien 2
proteinas tan relacionadas al comportamiento de invasion y metastasis como
NM23 y CD44v6, en conjunto con 2 oncogenes tan importantes en la
carcinogénesis de la glandula tiroides como ret y trk. Este estudio es de gran
ayuda para poder entender la relacién a nivel molecular de estas proteinas, y asi
poder llegar a tener un indicador pronéstico del comportamiento tumoral que le

indique al médico de manera mas temprana el posible curso clinico del paciente.
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OBJETIVO GENERAL

Buscar una posible correlacion yfo cooperacion entre la expresion de los
oncogenes RET/PTC1, RET/PTC2, RET/PTC3, trk-T1, las proteinas NM23 vy
CD44 variante 6 y el comportamiento y subtipos histolégicos del carcinoma papilar

tiroideo en el curso clinico del paciente.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Determinar mediante la técnica de inmunohistoquimica, aquellos casos de
carcinomas papilares tiroideos, que expresen las proteinas RET, TRK y CD44

variante 6.

2.- Determinar mediante la técnica de Transcripcién Reversa acoplada a la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR), los tipos de rearreglos
RET/PTC1, RET/PTC2, RET/PTC3 y trk-T1 en los casos positivos de expresion de

las proteinas RET y TRK.
3.- Identificar el sitio de expresion de la proteina NM23 ya sea a nivel nuclear, a

nivel citoplasmico, a nivel de membrana o su ausencia, en todos los casos de

carcinoma papitar tiroideo, mediante la técnica de inmunochistoquimica.
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METODOLOGIA

Tejidos y Muestras.

Las 36 muestras de CPT que fueron utilizadas para la deteccién de los
rearreglos RET/PTC, trk-T1, fas proteinas RET, TRK, NM23 y CD44 variante 6,
junto con las 12 muestras utilizadas como controles (2 carcinomas medulares
tiroideos, 2 adenomas ftiroideos, 2 bocios nodulares tiroideos, 2 tejidos normales
de tiroides, 2 carcinomas de mama y un tejido normal de cervix) fueron
proporcionadas por dos instituciones. En el caso de tejidos incluidos en parafina
(35 muestras), fueron adquiridos por el Servicio de Anatomia Patologica del
Hospital de Oncologia del Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS, gracias a la
colaboracion de la Patéloga Dra. Alejandra Mantilla. Las 13 muestras restantes de
tejido congelado y en parafina fueron adquiridas gracias al Servicio de Patologia
del Instituto Nacional de la Nutricion Salvador Zubiran, y en particular al apoyo
otorgado por el Dr. Rogelio Hernandez-Pando. Las muestras fueron seleccionadas
debido a su comportamiento, tomando como tumores agresivos, aquellos gue
presentaron metastasis a ganglios linfaticos, dafio a tejidos adyacentes y
metastasis distantes; mientras gue las muestras de CPT con un comportamiento
no agresivo fueron aquellas extraidas de autopsias de pacientes asintomaticos
(microcarcinomas) y tumores bien localizados que no presentaron metastasis y sin

ruptura de la capsula tiroidea. En cuanto a los criterios. de subtipos histolégicos de



estos tumores, fueron determinados por dos patodlogos por separado, los cuales
tomaron como subtipos de mal pronéstico aquellos que presentaron en mas del
75% del corte histoldégico a células altas o a células con cambios oxifilicos,
mientras que los subtipos de buen prondstico fueron los tumores con papilas
tipicas y los ‘que presentaron un CPT con patrén folicular (Figura 4). La
localizacién intracelular de la proteina NM23 fue dividida en dos grupos (como ya
se menciond en el articulo de Luo et al. 1993 [47]), ya que anteriormente se ha
encontrado cierta relaciéon entre la localizacidon de NM23 en membrana o su
ausencia y la presencia de tumores de CPT metastasicos, asi como la presencia

de NM23 en nucieo o citoplasma en tumores no agresivos.

Extraccion y purificacion de RNA por el método de trizol a partir de cortes

histolégicos de tejidos incluidos en parafina y tejido congeiado.

La extraccién y purificacién del RNA se llevo a cabo por la metodologia de
trizol [54]). Brevemente, un corte histolégico de 8 a 10 um se desparafind en xilol
por 20 min. a 37°C. Después se centrifugé a 12,000 g por 10 min. y se lavo en
etanol absoluto. E! tejido ya sea desparafinado o congelado se resuspendié en
200 ul de Trizol (GIBCO) y se incub6 en hielo por 10 minutos. Posteriormente se
agregod 0.1mi de acetato de sodic 2 M, iml de fenol saturado y 0.2 mi. de
cloroformo-alcohol isoamilico (49:1), esta suspensidn se agitdé vigorosamente y se
dejo en hielo durante 15 min. La muestra se centrifugo a 10,000 g por 20 min. a

4°C. Después de la centrifugacion, el RNA se encontrd presente en la fase
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acuosa, mientras que el DNA y las proteinas estaban en la interfase y en la fase
fendlica, respectivamente. La fase acuosa fue transferida a un tubo limpio y se
mezclo con 1 ml de isopropanol a -20°C durante 1 hora para precipitar el RNA. Se
centrifugd durante 20 min. a 10,000 g a 4°C. Después de la obtencién de la
pastilla de RNA, se lavo en 0.5 ml. de etanol al 70% y se volvié a centrifugar. Por
Ultimo, la pastilla se resuspendié en una solucion de EDTA 1mM pH 8.0 y se
almacend a -20°C. La calidad y concentracion del RNA fue determinado por

espectrofotometria y corrimiento en geles de agarosa desnaturalizante.

Deteccion de las proteinas RET, TRK, CD44 variante 6 y NM23 por la técnica

de inmunohistoquimica en cortes de tejido incluido en parafina.

Se utilizaron cortes histologicos de 5 um, ios cuales fueron desparafinados
a 70°C por 30 min., seguidos por dos bafios en xilol. Posteriormente se hidrataron
en un tren de alcoholes a diferentes porcentajes (100, 80, 70 y 30%), hasta PBS
1X. Se inhibié la peroxidasa endogena con una solucidn de perdxido de hidrogeno
al 3% y 70% metanol durante 10 min., lavandose en PBS 1X. El tejido se bloqued
con suero no inmune de cerdo al 10% por 30 min. y se incubd con los anticuerpos
especificos contra las proteinas RET [55], TRK, CD44v6 y NM23 [38] (1:100)
respectivamente, durante toda la noche en una camara humeda. Posteriormente
se lavé con PBS 1X y se incubd con el anticuerpo cabra-anti conejo-peroxidasa
(1:50) durante 1hr. La deteccién se realizd con 6 mg de diaminobencidina mas

100 pl de peréxido de hidrégeno al 3% en 10 ml de TE. Los tejidos se
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contratifieron con hematoxilina, se deshidrataron en el tren de alcoholes y se
montaron en un medio permanente. Como control negativo interno se utitizd tanto
un anticuerpo primario irrelevante (anti-TrpE de E. Coli, dilucién 1:250, DAKO Co.)

asi como la omisién del anticuerpo primario.

Deteccién de los rearreglos RET/PTC y trk-T1 por la técnica de Transcripcion

Reversa acoplada a la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR).

El RNA purificado, se sometid a la reaccidn de transcripcion reversa y
amplificacion del producto de PCR, mediante la utilizacion de oligonucleétidos
especificos, segun las condiciones de reaccion reportadas por Kawasaki [56). La
secuencia del oligonuciedtido utilizado para reconocer la region tirosina-cinasa del
transcrito del proto-oncogén ret, asi como también de los diferentes rearregloé es
el siguiente: retc1F (exon 12): 5-TGGGAATTCCCTCGGAAGAA-3' (tamafo del
amplificado 234pb). Para los diferentes rearreglos RET/PTC, los oligonucleétidos
son los siguientes. RET/PTC1 (exon de H4): 5-ATTGTCATCTCGCCGTTC-3'
(amplificado de 330pb); RET/PTC2 (exon de Ria): 5
TATCGCAGGAGAGACTGTGAT-3' {amplificado de 365pb); RET/PTC3 (exon de
ele1): 5-AAGCAAACCTGCCAGTGG-3' (amplificado de 404pb); y el nucleotido
reverso tanto para el transcrito de ret como para los diferentes rearreglos es:
retc2R (exon 13): 5-TGCTTCAGGACGTTGAAC-3' [65]). La secuencia de los
oligonucleétidos utilizados para reconocer la region tirosina-cinasa del rearreglo

trk-T1 son los siguientes: TRK7F: 5-CGGGACATCGTGCTCAAGTG-3'
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(amplificado de 655pb);, y el nuclettido reverso: TRK8R: 5%
AGCTTGCCGTAGGTGAAGAT-3' [57]. El RNA fue retrotranscrito con la enzima
transcriptasa reversa MMLV y un oligonucledtido dT, mediante un ciclo de 25°C
por 10 min., 42°C por 60 min., 89°C por 5 min. y 4°C por 5 min., posteriormente se
pas6 a hielo. Después, al producto se le adicioné por separado oS
oligonucledtidos que reconocen a los diferentes genes y se le sometio a la
amplificaciéon con las siguientes condiciones: 40 ciclos de 94°C por 30 seg., 58°C
por 2 min. y 72°C por 2 min. El producto de amplificacion fue sujeto a
electroforesis en gel de agarosa y analizado con un equipo de visualizacion de
DNA Eagie Eye 1l. Como contro! positivo de la técnica de PCR, se utilizd un
plasmido (pSV2) que contiene clonado el cDNA del proto-oncogen ret, donde se
amplificd ta regidén tirosina-cinasa. Ei control negativo interno fue ta omisién de

RNA.

El analisis estadistico.

Con respecto al analisis estadistico, se realizé un estudio no parametrico
con el método de Chi cuadrada para determinar las posibles relaciones entre los
resultados obtenidos y las caracteristicas de los tumores, gracias al apoyo de Ia
Dra. Dulce Maria Hernandez, Investigadora del area de Epidemiologia de la
Unidad de Investigacidn Medica en Enfermedades Oncologicas, Hospital de

Oncologia del Centro Médico Naciona! Siglo XXI, IMSS.



RESULTADOS

Se estudiaron 36 muestras de tejido tumoral de pacientes con Carcinoma
Papilar de Tiroides con diferentes subtipos histologicos (Tabla 1). Del total de los
CPT estudiados, 23 muestras fueron de tejido incluido en parafina, mientras que
13 muestras fueron de tejido congelado. Al mismo tiempo se utilizaron como
controles positivos para la deteccion de RET y Trk-T1: 2 tejidos tumorailes de
Carcinoma Medular de Tiroides (los cuales deben de presentar inmunopositividad
para la proteina RET y TRK a nivel de membrana citoplasmatica debido a su
origen de celulas parafoliculares), y 2 tejidos tiroideos normales donde la tincién
debe estar presente en células parafoliculares (origen neuroendocrino)
exclusivamente [58). Como controles negativos fueron utilizados 3 adenomas y 2
bocios tiroideos en los que ya se ha reportado anteriormente la ausencia de las
proteinas RET y Trk-T1[21]. Estos controles fueron utilizados tanto para la técnica
de inmunohistoquimica comeo para la técnica de Transcripcién Reversa acoplada
a la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR). Para la deteccion de las
proteinas NM23 y CD44v6, se utilizaron como controles positivos un carcinoma de
mama y un tejido normal de epiderr:'nis respectivamente (los cuales deben ser
positivos para cada proteina segun estudios previos)[46, 49], mientras que un

tejido normal de cervix fue utilizado como control negativo.
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Expresion elevada de la proteina RET, asi como del transcrito oncogénico

RET/PTC3 en muestras de Carcinoma Papilar de Tiroides.

En la deteccion de la proteina RET mediante la técnica de
inmunohistoguimica se encontrd inmunotincion positiva en 23 muestras de ias 36
estudiadas lo que representa el 63.8% (Figura 10). En cuanto a la comparacién de
resultados, los diferentes subtipos histoldgicos asi como los datos clinicos de ios
pacientes, se resumen en la tabla 2. De estas 23 muestras inmunopositivas,
Unicamente en 9 tejidos frescos fue adecuada la obtencion de RNA total para
poder aplicar la técnica de RT-PCR. Ocho de nueve muestras (88.9%) fueron
positivas para la amplificacion del transcritc quimérico RET/PTC3, mientras que
solo una muestra (11.1%) fue positiva para e! transcrito formado por la

translocacion RET/PTC2 (Figura 11).

Expresién elevada del transcrito y proteina del oncogén trk en muestras de

Carcinoma Papilar de Tiroides.

Por otra parte, también se detectd la expresidon a nivel de transcrito y
proteina de otro oncogén involucrado en la carcinogénesis de la tiroides llamado
trk-T1. Al igual que el oncogén ret, trk es un receptor de membrana tirosina-cinasa
el cual sufre un rearreglo cromosomico, dando como consecuencia una
sobrexpresion y desregulacion funcional. La inmunodeteccion de esta proteina

oncogénica TRK estuvo presente en 25 de las 36 muestras (69.4%) (Figura 12), y
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FIGURA 10.- Inmunodeteccion de la protefna RET en diferentes muestras de CPT,
junto con sus controles. A) Control positivo para el anticuerpo «-RET sobre un
corte de Carcinoma Medular de Tiroides, B) CPT tipico positivo para la proteina
RET, C) CPT con patrén folicular positivo para la proteina RET, D) CPT de células
altas positivo para la proteina RET, E) Control negativo sobre un corte de
Adenoma Folicular de Tiroides (neoplasia benigna) y F) Control interno de un corte
de CPT tipico donde se aplicé toda la metodologia de Inmunohistoquimica, pero
sin el anticuerpo a-RET. Aumentos de 200X y 400X respectivamente.
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Figura 11.- Amplificacion de los transcritos quiméricos RET/PTC de varias muestras de CPT
mediante la técnica de RT-PCR. A) Amplificacion de la regién tirosina-cinasa del proto-
oncogén ret y B) amplificacién del transcrito quimérico RET/PTC3 en muestras positivas
para la proteina RET.



al realizar la amplificacién de la regidn tirosina-cinasa del transcrito trk-T1, se
encontraron  coincidencias en las inmunodetecciones de la proteina y sus
transcritos, ya que en 8 muestras donde existié inmunodeteccién, también hubo
amplificacion del transcrito trk-T1 (Figura 13), mientras que 4 muestras negativas
para TRK no se encontré amplificacién de su transcrito. La comparacion de estos
resultados con los datos clinicos y subtipos histoloégicos se encuentran en ia tabla

2.

Coexpresion elevada a nivel protéico de los oncogenes ret y trk en muestras

de Carcinoma Papilar de Tiroides.

Al realizar la comparacién de la presencia de las proteinas oncogenicas
RET y Trk-T1 en ias muestras estudiadas, encontramos que 17 de ellas (47.2%)
presentaron co-expresion de RET como Trk-T1, 6 muestras (16.6%) presentaron
unicamente a RET y 8 (22.2%) a la proteina Trk-T1, solo 5 muestras (13.8%) no
presen.taron inmunoreacciéon a ninguna de las dos proteinas. Estos resultados son
interesantes ya que casi la mitad de los casos aqui estudiados presentaron tanto a
la proteina RET como a Trk-T1 (47.2%), lo que nos indicaria que podria existir una

posible cooperacion entre estos dos genes como ya se ha reportado previamente

[33].
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trk-T1 de muestras positivas para la proteina TRK y B) amplificacién del transcrito del gen
de (-actina como control positivo.




Deteccion y localizacion de la proteina NM23 en diferentes tumores de

Carcinoma Papilar de Tiroides.

Debido a que la mayoria de los fumores de CPT estudiados presentaron
invasividad y/o metastasis locales o distantes, consideramos importante estudiar
algunos genes que expresen proteinas relacionadas con metastasis como NM23,
ya que en otros tumores su presencia, localizacidon o ausencia a nivel protéico
parece relacionarse con el comportamiento del tumor. En cuanto a la deteccion y
localizacion de la proteina NM23 en este trabajo, se estudiaron 27 muestras de las
cuales 15 (55.5%) mostraron positividad a nivel nuclear ¢ citoplasmico, mientras
que en 12 muestras (44.5%) se localizo la proteina NM23 a nivel de membrana 6
fueron completamente negativas para la inmunodeteccidn (Figura 14). La
comparacién de estos resultados con los datos clinicos y subtipos histologicos se

encuentran en la tabia 2.

Deteccidon elevada de la proteina CD44 variante 6 en Carcinomas

Papilares tiroideos.

Por ultimo, consideramos también importante estudiar otro gen que exprese
una proteina relacionada a metastasis como la molecula CD44. Esta proteina de
membrana, donde una de sus funciones es el de reconocimiento célula-celula ¢
célula-matriz extracelular, parece estar involucrada con un comportamiento

agresivo en varios tumores solidos. El gen sufre varios eventos de “splicing”
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CPT, junto con sus controles. A) Control positivo para ef anticuerpo a-NM23 sobre
un corte de Carcinoma de Mama, B) CPT tipico positivo a nivel nuclear para la
proteina NM23, C) CPT tipico positivo a nivel citoplasmico para la proteina NM23,
D) CPT tipico positivo a nivel de membrana citoplasmica para la proteina NM23,
E) CPT con patron folicular negativo para la proteina NM23 y F) Control interno de
un corte de CPT tipico donde se aplicé toda la metodologia de
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alternativo (corte y empalme) dando origen a 10 diferentes variantes de la proteina
(vi-v10). En los CPT existen estudios donde involucran a la variante 6 como
posible proteina involucrada en metastasis. En este estudio, se analizaron solo 26
muestras de CPT para detectar la presencia de CD44 variante 6 (CD44v6).
Diecinueve muestras (73%) fueron positivas para la inmunotincion de la variante

6, mientras que solo 7 (27%) fueron negativas para esta proteina (Figura 15).

Al comparar la presencia de la proteina CD44v6 vy la localizacion 6 ausencia
de la proteina NM23, se encontré que 11 tumores (44%) presentaron la co-
expresion de ambas proteinas y en particular a NM23 en nicleo o citoplasma,
mientras que 7 muestras (28%) solo presentaron a CD44v6 y NM23 a nivel de
membrana citoplasmica ¢ la ausencia de esta ultima. Solo 4 tumores (16%) fueron
negativos para CD44v6 y NM23 en membrana o ausente; y por ultimo, 3 muestras
(12%) fueron negativas para CD44v6 y positivas a nivel nuclear 6 citoplasmico de
NM23. Estos resultados también son interesantes ya que parece haber alguna
relacién entre la aparicion de la proteina CD44v6 y la presencia de NM23 a nivel
nuclear o citoplasmico. Este hallazgo podria sugerir una posible cooperacion a

nivel moiecular entre estas proteinas ya sea directa 6 indirectamente.

Analisis estadistico.

El analisis estadistico de los resultados se realizd utilizando una chi-
cuadrada para la obtencién de las posibles relaciones significativas entre Ia

deteccién de las proteinas oncogénicas RET, TRK, las proteinas ligadas a
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FIGURA 15.- Inmunodeteccion de ia proteina CD44v6 en diferentes muestras de
CPT, junto con sus controles. A) Control positivo para el anticuerpo a-CD44v6
sobre un corte de Cervix normal, B) CPT tipico positivo a nivel de membrana
citoplasmica para la proteina CD44v6, C) CPT con patrén folicular positivo para la
proteina CD44v6 y D) Control interno de un corte de CPT tipico donde se aplicé
toda la metodologia de inmunohistoquimica, pero sin el anticuerpo «-CD44v6.
Aumenios de 200X y 400X respeciivamenie.



metastasis NM23, CD44v6 y los diferentes subtipos histolégicos, asi como varios
datos clinicos como el comportamiento del tumor, edad, sexo y lugar de
residencia. Se observd que los subtipos histolégicos considerados de mai
pronostico como el de células altas u oncociticas, tienen un OR=5.87
(0.57<OR<144.03) para a la proteina RET, o sea que es casi 6 veces mas
frecuente la presencia de esta oncoproteina en subtipos de mal prondstico con
respecto a los subtipos con patrén folicular ¢ tipico. Respecto a los resultados
obtenidos de los datos clinicos de los pacientes que presentaron invasion y/o
metastasis en comparacion con los pacientes con tumores bien encapsulados o
microcarcinomas, tienen un OR=4.7 (0.62<0OR<40.80) con respecto a la presencia
de la proteina TRK , un OR=2.3 (0.34<0OR<16.12) con respecto a la presencia de
la proteina RET y un OR=2.3 (0.18<0OR<30.31) con respecto a la presencia de la

proteina CD44 variante 6.

Por uitimo, el analisis de los datos clinicos de edad, sexo y lugar de
residencia, presentaron también algunas diferencias. Los pacientes menores de
50 afos mostraron una frecuencia mayor en la presencia de CD44v6 de casi 3
veces mas en comparacién a las personas mayores a 50 afos, ya que se
observé una OR=2.86 (0.30<OR<31.78). En relacion con el sexo de los pacientes,
se obtuvo una diferencia entre las mujeres y los hombres con respecto a la
proteina nm23, ya que se encontré una OR=5.25 (0.36<OR<157.65) lo que
significa que es 5 veces mas frecuente localizar esta proteina a nivel de
membrana citoplasmica o la ausencia completa de nm23 en los pacientes del

sexo masculino en comparacidon al sexo femenino. Esto trae como consecuencia
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un posible incremento en la agresividad del tumor en estos casos. Y con lo que
respecta al lugar de residencia, se encontré una OR=5.25 (0.84<OR<36.46) con
respecto a la proteina RET y otro OR=3.81 (0.55<OR<28.98) con respecto a la
proteina TRK en los pacientes radicados en el Distrito Federal y area
metropolitana, lo cual podria indicarnos que existe una posible asociacién en la
aparicion de estas dos proteinas oncogénicas y los factores ambientales, como la

contaminacién y la exposicién a mutagenos.
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DISCUSION

En el presente trabajo se analizo la posible relacién entre la expresion de
los oncogenes RET/PTC, TRK-T1, las proteinas ligadas a metastasis: NM23,
CDA44v6 y algunos datos clinicos, asi como los subtipos histoldgicos de pacientes

con Carcinoma Papilar de Tiroides (CPT).

Se decidié utilizar las técnicas de Inmunohistoquimicé y Transcripcion
Reversa acoplada a la Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR) para la
deteccion de la expresidén tanto a nivel protéico de NM23 y CD44v6 como de
transcritos de los proto-oncogenes ret y trk debido a varios aspectos. Las ventajas
de la técnica inmunologica es primordialmente la utilizacion de tejido incluido en
parafina para estudios retrospectivos (archivos patologicos), asi como de la
localizacion celular de las proteinas estudiadas. Una de las desventajas de esta
técnica es su sensibilidad, ya que se necesita de cierta cantidad de proteina para
su deteccion. Esta desventaja es cubierta por la RT-PCR, ya que con una minima
cantidad de transcritos de los genes estudiados, es posible amplificarlos y
reconocer especificamente que tipo de mutacion presentan, aunque la cantidad y

calidad de RNA es fundamental para un resultado éptimo.

En lo que respecta a nuestros resultados, fue importante determinar la
frecuencia con que se presentd la proteina RET, asi como de sus rearreglos

especificos en las muestras de CPT en nuestro pais, ya que en estudios
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anteriores se ha observado una gran heterogeneidad en la activacién de este
proto-oncogén. Esta gran variabilidad se ha relacionado a varios aspectos:
diferentes técnicas utilizadas, predisposicidon racial, exposicion a factores
carcinogénicos, alimentacidn, etc. En este estudio en particular, encontramos a la
proteina RET en 23 muestras de 36 estudiadas lo que representa el 63.8%,
mientras que el transcrito oncogénico de mayor frecuencia fue RET/PTC3 en 8 de
9 muestras estudiadas (88.9%). Este resultado fue muy interesante ya que
demuestra que en la poblacidn mexicana la activacion de este oncogén es muy
comun en comparacion con otros estudios realizados en otros paises. Al mismo
tiempo, al comparar las caracteristicas histolégicas y el comportamiento de los
tumores positivos o negativos en la expresién de este oncogen, se encontrd que la
activaciéon de ret en los subtipos histoldgicos considerados de mal pronostico fue
casi 6 veces mas frecuente (OR=5.87) que en los tumores con subtipos de buen
pronostico. En los pacientes que presentaron invasion y/o metastasis fue 2 veces
mas frecuente (OR=2.3) la activacion de RET, y con lo que respecta al lugar de
residencia fue 5 veces mas frecuente su activacién (OR=5.25) en los pacientes
que viven en el Distrito Federal y area metropolitana que los del interior de la
Republica. Estudios in vitro donde se transfecté el oncogén RET/PTC1 en cultivos
primarios de células tiroideas, se observaron cambios morfolégicos del tipo
papilar, lo que indica una fuerte asociacion de este oncogen y el CPT [59]. En
nuestros analisis, RET/PTC si parece estar implicado en la morfologia de los CPT,
y muy en particular con los subtipos histolégicos de mal pronostico. Otro dato
interesante es la implicacién de este oncogén en los tumores mas invasivos y/o

metastasicos, ya que en estudios de animales transgénicos el rearreglo
36



RET/PTC3 en particular, es el unico que produce un tumor tiroideo del tipo papilar
y al mismo tiempo presenta metastasis a ganglios linfaticos [60]. En nuestros
resultados encontramos casi en la mayoria de los tumores estudiados el rearreglo
RET/PTC3, lo que nos indicaria un comportémiento mas agresivo de estos
tumores en comparacion con otros que tengan un rearreglo diferente. En cuanto al
lugar de residencia de los pacientes, nos pareceria muy interesante poder
relacionar la exposicion a contaminantes de los pacientes del Distrito Federal y
area metropolitana y la aparicion de este oncogén, pero debido a la falta de
informacién y al tamafio de muestra es muy dificil poder llegar a relacionar estos
dos eventos. Solo existen reportes muy claros de la aparicién de estos rearreglos
oncogenicos de ret y trk en niflos expuestos a ciertas cantidades de Yodo 131

debido al accidente de la planta nuclear de Chernobyl en 1986 [34].

Por otra parte, la proteina TRK fue encontrada en 25 de las 36 muestras
estudiadas, lo que representa el 69.4%. En la deteccion de su transcrito por RT-
PCR, se encontro siempre una coincidencia en las inmunodetecciones como en la
amplificacion del transcrito de trk-T1. Este alto porcentaje de activacion de trk-T1
junto con RET/PTC nos muestra ia gran importancia que tienen estos dos
oncogenes en la carcinogénesis de los tumores estudiados, y de esta forma
apoya los estudios anteriores donde se resalta la activacidn de proteinas
involucradas en la cascada de fosforilacion en los tumores de la glandula tiroides.
En cuanto a la comparacion de las caracteristicas histolégicas, el comportamiento
de los tumores y la expresion de trk-T1, se encontré que la activacion de trk en los

pacientes que presentaron invasion y/o metastasis fue casi 5 veces mas frecuente
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(OR=4.7) en comparacion con los bien encapsulados; y con lo que respecta al
lugar de residencia fue casi 4 veces mas frecuente su activacion (OR=3.81) en los
pacientes que viven en el Distrito Federal y area metropolitana que los del interior
de la Republica. Estos andlisis también nos hablan de que este oncogén pedria
estar involucrado en el comportamiento del tumor junto con el oncogén RET/PTC
ya que en reportes anteriores se ha visto una correlacion entre la co-expresion de
estos oncogenes y un pronodstico menos favorable para el paciente [61]. Al igual
que en el analisis estadistico de ret, nos pareceria interesante poder relacionar la
exposicion a contaminantes y mutagenos que podrian sufrir los pacientes del
Distrito Federal y area metropolitana y la activacion de trk-T1, pero debido a lo
anteriormente explicado, es muy dificil poder llegar a relacicnar estos factores

ambientales y la mutacién de un gen en particular,

En cuanio a los resultados obtenidos de las proteinas asociadas a
metastasis, se detectd la proteina NM23 a nivel nuclear o citoplasmico en 15 de
27 muestras estudiadas lo que representa el 55.5%, mientras que en 12 muestras
(44.5%) se localizd Ia proteina a nivel de membrana ¢ fueron completamente
negativas para la inmunodeteccién. Aunque el anticuerpo utilizado puede
reconocer tanto a la proteina NM23-H1como a NM23-H2, la localizacién de ia
inmunotincion a nivel intraceiular es importante ya que parece que la proteina
NM23-H1 es la mayormente involucrada en los CPT debido a que se localiza en
citoplasma 0 en membrana y es precisamente donde se ve un patron diferencial
de la expresion de este gen en los diferentes tumores estudiados. Este resultado

respaida los reportes anteriores donde se le involucra mayormente a NM23-H1 en
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la invasividad y metastasis de los tumores tiroideos del tipo papilar [46]. Al realizar
el analisis estadistico, se encontré 5 veces mas frecuente (OR=5.25) a esta
proteina a nivel de membrana citoplasmica ¢ su ausencia completa en los
pacientes del sexo masculino en comparacion del sexo femenino, lo que podria
suponer mayor agresividad de los tumores en los pacientes varones. Hasta la
fecha, no existe ningun reporte que apoye la relacion entre la expresién de nm23 y
el sexo de! paciente, por lo que seria interesante realizar otro estudio mas a fondo

sobre esta proteina y su posible relacion con el sexo del paciente.

Por uitimo, se detecté a la proteina CD44v6 a nivel de membrana
citoplasmica en 19 muestras de 26 estudiadas lo que representa el 73% de las
muestras estudiadas. Este alto porcentaje apoya estudios anteriores donde se ha
implicado esta variante en el proceso de metastasis en diferentes tumores, y una
gran frecuencia particularmente en los CPT [62). En los CPT, se ha reportado una
desregulacion en la maquinara de splicing alternativo donde el aumento de la
variante 6 en ios histotipos papilares se presenta al mismo tiempo que la
disminucién de la CD44 estandar [52]. Otro dato muy interesante es la posible
“mimica” del comportamiento de células tumorales del CPT con la migracién de
los linfocitos a ganglios linfaticos, ya que se ha visto una relacién de CD44v6
como una marcador “homing” en estas células hematopoyéticas y al encontrarse
también en las células metastasicas de CPT, podria ayudarnos a entender uno de
los comportamientos tan caracteristicos de metastasis a ganglios linfaticos que se
presenta comunmente en este tipo de tumores tiroideos [63]. En cuanto al analisis

estadistico, se observo una frecuencia 2 veces mayor (OR=2.3) en la aparicion de
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CD44v6 y las muestras que presentaban invasion y/o metastasis. Otro dato fue
encontrar a esta proteina 3 veces mas frecuente (OR=2.86) en los pacientes
menores de 50 afios, en comparacion con los pacientes de mayor edad. Estos
resultados nos indican una posible relacion entre la presencia de CD44v6 vy el
comportamiento del tumor, 10 que apoyaria la importancia que tiene esta molécula
en la agresividad de los CPT. Hasta el momento no existe ningln reporte donde
se relacione la edad del paciente y la aparicion de esta variante, pero seria
importante realizar estudios mas a fondo y con un mayor numero de muestras
para poder aseverar la existencia de esta relacion. Solamente parece existir cierta
relacidon en cuanto a la edad de los paciente con CPT y los oncogenes ret y trk en
algunos reportes anteriores [57], aunque en este estudio en particular no

observamos dicha relacion.

Aunque en este estudio se trabajd con un numero de muestras no lo
suficientemente amplia como para ser estadisticamente significativa (ya que el
valor de p fue mayor a 0.05 en todos los casos), si nos permite tener una idea
parcial, asi como un patron diferencial sobre la posibie participacidon de estos
genes en este particular tipo de neoplasia tanto en su morfologia histologica como

en su comportamiento.

Al analizar todos los resultados anteriores, podemos llegar a tener un
panorama mas amplio sobre la importancia de ciertos oncogenes y proteinas
asociadas a metastasis y su interaccién con las caracteristicas morfologicas y de

comportamiento de los CPT. Trabajos donde puedan estudiarse al mismo tiempo
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varios genes involucrados en diferentes mecanismos moleculares son de mucha
importancia debido a que pueden observarse posibles cooperaciones entre ellos
ya sea de forma directa o indirectamente, y asi poder utilizarlos posteriormente
como marcadores pronostico a nivel melecular. Finalmente, todos los
conocimientos obtenidos deben de poder ser Utiles para los clinicos y asi poder

ayudar al paciente que es la meta primordial.
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ANEXO

En forma paralela al presente trabajo, se realizé el analisis de alteraciones
cromosomicas de las muestras de CPT mediante la técnica de CGH. En estudios
anteriores los cuales analizaron diferentes tumores de CPT de pacientes que no
estuvieron expuestos a radiaciones, se detectaron pocos desbalances
cromosdmicos, encontrandose fundamentaimente ganancias cromosémicas en
los brazos y cromosomas 1q, 5q, 7, 17 y 21q [14]. Para el caso de pacientes
expuestos a radiaciones ya sea por radioterapias o por accidentes nucleares, las
alteraciones se incrementan tanto en ganancias como pérdidas donde se
involucran los cromosomas 1, 2, 9, 13 y dos sitios calientes en el 1qy 10q[15]. En
este momento, nuestros resultados preliminares (obtenidos en colaboracién con el
Dr. Mario Hermsem de la Vrije Universitat en Amsterdam, Holanda) en el estudio
de los desbalances cromosomicos de 6 CPT, observamos las siguientes
alteraciones cromosomicas: ganancias en los cromosomas 4, 6q y pérdidas en 1p,
8q, 16p, 19 y 22q (Figura 5). Estos resultados son muy interesantes, ya que
coinciden mas con los encontrados en estudios de pacientes expuestos a
radiacion, aunque los pacientes estudiados no tienen ningun antecedente de
tratamientos radioterapéuticos o exposicidn a radiaciones no controladas.
También resulta importante remarcar que la frecuencia de pacientes estudiados
que tienen el oncogen RET/PTC es casi la misma que en estudios de pacientes
expuestos a radiaciones. Esta diferencia en los resultados podria ser debida a
diversos factores tales como. diferencia en razas (background genético), factores

ambientales no detectados (o que pasen desapercibidos) entre otros.
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CONCLUSIONES
1.- Existe una alta expresién de los oncogenes ret y trk en las muestras de
Carcinoma Papilar Tiroideo (CPT) obtenidas del Hospital de Oncologia, CMN
SXXly de Instituto Nacional de [a Nutricion Salvador Zubiran, en comparacion con

otras poblaciones.

2.- Se encontro el transcrito oncogénico RET/PTC3 en casi la mayoria de las

muestras de Carcinoma Papilar de Tiroides.

3.- Se detectd una co-expresion de los oncogenes ret y trk en casi la mitad de los

Carcinomas Papilares de tiroides estudiados.

4.- Se encontré una localizacién diferencial a nivel intracelular de la proteina

NM23 en los diferentes carcinomas papilares tiroideos.

5.- Existe una expresion de la proteina asociada a metastasis CD44v6 a nivel de

membrana plasmatica en la mayoria de las muestras de carcinoma papilar de

tiroides.

6.- La aparicién de la proteina RET fue casi 6 veces mayor en las muestras de
Carcinoma Papilar Tiroideo con un subtipo histolégico de mal prondstico, que en

los subtipos de buen pronostico.
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7.- La aparicion de las proteinas RET, TRK y CD44v6 fue mayor en las muestras
de Carcinoma Papilar Tiroideo que presentaron invasion y/o metastasis, en

comparacion con los tumores bien encapsulados o microcarcinomas.

8.- La aparicion de la proteina CD44v6 fue casi 3 veces mayor en las muestras de
Carcinoma Papilar Tiroideo de pacientes menores de 50 anos, que en pacientes

con mayor edad.

9.- La aparicion de ta proteina NM23 fue 5 veces mayor en las muestras de
Carcinoma Papilar Tiroideo de pacientes del sexo masculino, que en pacientes del

sexo femenino.

10.- La aparicién de las proteinas RET y TRK fue mayor en las muestras de
Carcinoma Papilar Tiroideo de pacientes radicados en el Distrito Federal y area

metropolitana, que en pacientes del interior de la Republica.



TABLA 1

NUMERO| CLAVE [SEXO| EDAD | PROCEDENCIA SUBTIPO COMPORTAMIENTO
{afos) HISTOLGGICO TUMORAL
1 130-96 F 45 Guerrero Tipico Invasidn y metastasis
2 132-96 F 77 D.F. Tipico Invasion y metastasis
3 210-96 F 60 Metepéc Méx, Patron Folicular Metastasis
4 212-96 M 58 D.F. Tipico Sin invasién o metastasis
5 214-96 F 52 D.F. Cambios oxifilicos Invasidn y metastasis
6 215-96 M 54 Michoacan Patron Folicular Sin invasion o metéstasis
7 437-97 F 72 D.F. Tipico Invasion y metastasis
8 438.97 M 71 D.F. Tipico Invasidn
9 439-97 F 34 D.F. Tipico invasion
10 441-97 F 33 Edo. de México Tipico Invasion
11 442-97 F 53 D.F. Patron Folicular Invasion
12 443-97 F 47 D.F. Patron Folicular Metastasis
13 446-97 M 33 D.F. Cambios oxifilicos | Sin invasidn o metastasis
14 450-97 F 46 Edo. de México Células altas Sin invasion o metastasis
15 451-97 F 78 Guerrero Tipico Sin invasion o metastasis
16 452-97 F 69 Edo. de México Células altas Metastasis
17 453-97 F 38 D.F. Tipico invasién y metastasis
18 457-97 F 51 D.F. Cambios oxifilicos Invasion
19 458-97 F 41 Edo. de México Tipico Invasién y metastasis
20 459-97 F 44 D.F. Tipico invasién y metasiasis
21 460-97 F 28 D.F. Tipico Invasidn y meiastasis
22 463-97 F 29 D.F. Cambios oxifilicos Invasion
23 464-97 F 51 DF. Células altas Invasion
24 Q97-1981 F 54 D.F. Tipico Invasion
25 Q97-978 F 33 D.F. Patrén Folicular invasion y metastasis
26 Q87-58 F Sl S, Tipico Sl
27 Q97-91 F S Sl Tipico S
28 Q97-172 F 38 D.F. Tipico Sin invasidn o metastasis
29 Q97-159 F 32 Edo. de México Tipico Invasion
30 (197-806 F S.l. S, Tipico S
3 QY7-1470| F 71 Guerrero Cambios oxifilicos Invasién
32 Q98-1083| F 36 Aguascalientes Tipico Invasion
33 Q98-1106| F 23 D.F. Patrén Folicutar Sin invasion o metastasis
34 Q8867 | Sl S.l. Sl Tipico S.L
35 Q98-105 M 28 Puebla Células altas Invasién
36 Qos-12681 F | 19 Qaxaca Tipico Sin invasién o metastasis

Sexo: F= Femenino; M= Masculino

S.1.= Sin Informacién.
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TABLA 2

Nimero | RET + (%) TRK + (%) NM23 NM23 CD44ve + (%)
de casos nuclearo [membrana+ o
citoplasma +| negativo (%)
(%)

SEXO
Mujer 30 20/30 (66.6%) | 21/30 (70%) | 14/22 (64%) | 8/22 (36%) 16122 (73%)
Hombre 5 2/5 (40%) 375 (60%) 1/4 (25%) 314 (75%) 2/3 (66.6%)
GRUPO DE EDADES
< 50 12 8/12 (66.6%) | 9/12 (75%) | 6/11 (54%) 5111 (46%) | 10/12 (83.3%)
2 51 13 8/13 (62%) | 10M3(77%) | 7/13 (54%) 6/13 (46%) 7711 (63.6%)
PROCEDENCIA
D.F y Area 24 8/24 (75%) | 18/24 (73%) | 9/19 (48%) 10/19 (52%) |13/18 (72.2%)
Metropolitana
Interior de la 8 1/8 (12.5%) 4/8 (50%) | 4/4 (100%) 0 (0%) 3/4 (75%)
Republica
SUBTIPOS HISTOLOGICOS
Tipico y patrén 26 15/26 (58%) | 18/26 (70%) | 10/20 (50%) | 10/20 (50%) | 15/20 (75%)
Folicular
Células Altas y 9 8/9 (89%) 719 (78%) 57 (71%) 27 (29%) 4/6 (66.6%)
Oxifilicas
COMPORTAMIENTO
TUMORAL
Bien encapsulado 8 4/8 (50%) 4/8 (50%) 375 (60%) 2/5 (40%) 3/5 (60%)
Invasién ylo 23 16/23 (70%) | 19/23 (B3%) | 10/19 (52%) | 9/19 (48%) 14118 (78%)
metastasis
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