<DICO
W Ny

O

' ' =)
UNIVERSIDAD AUTONOMA DE MEXICO \
FACULTAD DE MEDICNA e

DIVISION DE ESTUDIOS DEPOSGRADO CENTRO MEDICO NACIONAL 20 DE
NOVIEMBRE.

INSTITUTO DE SEGURIDAD Y SERVICIOS SOCIALES DE LOS TRABAJADORES
DEL ESTADO (ISSSTE)

“DETERMINACION DEL VALOR DIA(}N()STICO DEL CTDNA EN PRESENCIA DE
ENFERMEDAD ESTRUCTURAL EN CANCER BIEN DIFERENCIADO DE TIROIDES”

TESIS DE TITULACION PARA OBTENER EL GRADO DE:
MEDICO ESPECIALISTA EN CIRUGIA ONCOLOGICA (ADULTOS)

PRESENTADO POR:
DRA. DAFNE IVONNE MENDOZA TAGLE
DR. EDISON PATRICIO GUALLPA GUALLPA

DIRECTOR DE TESIS: DR. ARTURO PABEL MIRANDA AGUIRRE

CIRUGIA ONCOLOGICA (ADULTOS) CENTRO MEDICO NACIONAL “20 DE
NOVIEMBRE”

CIUDAD DE MEXICO SEPTIEMBRE 2022



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Contenido

1. RESUMEN. ..ttt e e e ettt e e e e e et e e e e e e e e nnneeeaens 3
2. ABREVIATURAS ...t e e et e e e e e e e e e e e e e e e nnreeeeaeeeanns 4
3. INTRODUCCION ..ottt en e 5
FaCOres 0 MESTO .. .o e e e e e e e e e e e e e e 5
Presentacion CliNICA..........oo oo 5
[ 1151001 (oo | = PP PPPPPPPPPPRN 5
Estadificacion del cancer de diferenciado tiroides.............ccuuvvviiiiiiiiiiiie 6
EStudios de iMagen ... 7
AV E= T[T oI [ 1T (V] e[ oo PP PPPPPPPPPPN 7
Evaluacion postoperatoria ............eeueeeiiiii e 7
Papel de [a tiroglobUliNG .............ueiiiiiii e 7
ClasifiCaCiON € MESTO ....cueiiiiiiieiei ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e 8
Terapia con YOdO radi@CtiVO..........ccoiiiiiiiiiiii e 8
S T=To U1 41T o] (o 2P PPPPPPPPPP 9
Oncogenes y genes supresores de tumores en nodulos tiroideos y cancer de tiroides
.................................................................................................................................... 10
Mutaciones BRAF ... ... 11
4. ANTECEDENTES . ... ittt e e e et e e e e e e nnnneeeeas 12
5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMAL ...t 13
B. JUSTIFICACION .......oitiieeeeeeee ettt 14
7. HIPOTESIS ..ot enaeas 15
8. METODOS Y MATERIAL ....coooeitieeeeeeeeeeeeee et 15
Disefio del estudio Yy PACIENTES. ........ceiiiiiiiiii e 15
ANAIISIS €StadiSHICO. ... 15
9. RESULTADOS. ...ttt e e e ettt e e e e e e e nnse e e e e e e e e nneneeeaeeaans 16
Pacientes con patologia benigna............cco i 18
10, DISCUSION.......ooeeeeeeeeeeeee e n e eenn e, 18

11, BIBLIOGRAFIA. ..ottt en e 19



“DETERMINACION DEL VALOR DIA(}NOSTICO DEL CTDNA EN PRESENCIA DE
ENFERMEDAD ESTRUCTURAL EN CANCER BIEN DIFERENCIADO DE TIROIDES”

1. RESUMEN.

El cancer de tiroides tiene una incidencia anual de 3/100,000 habitantes, representa
entre el 1 y 3% de todas las neoplasia malignas es la sexta causa de muerte en mujeres
y la décimo tercera en hombres.

El cancer diferenciado de tiroides se desarrolla en las células foliculares de la glandula
tiroides; es el tumor endocrinolégico mas frecuente y se manifiesta por la presencia de
un nodulo en la glandula tiroides y/o el crecimiento ganglionar cervical, en raras
ocasiones, fuera de estos sitios. Para poder diagnosticarlo es necesario contar con
biopsia del nédulo tiroideo o que éste sea resecado por cirugia para contar con el
resultado histopatoldgico confirmatorio. Los nddulos tiroideos son muy comunes, y <1/10
contiene o desarrollara una neoplasia maligna.

El ctADN en el plasma se utiliza ampliamente para la investigacién basica y clinica,
incluidos los estudios oncolégicos. La determinacion de mutaciones de manera exitosa
en el ctADN como un biomarcador de la investigacién oncoldgica requiere un protocolo
de facil estandarizacion e implementacion, el cual puede emplearse como apoyo al
diagnaostico en el caso de las mutaciones

El presente protocolo tiene como objetivola determinacion del valor diagndstico del
ctDNA en presencia de enfermedad estructural en cancer bien diferenciado de tiroides.



2. ABREVIATURAS

ctADN - ADN tumoral circulante

OMS - Organizacion Mundial de la Salud

INEGI -- Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
AJCC - American Joint Committee on Cancer

T4 - Tiroxina

T3 - Triyodotironina

PTC - Cancer papilar de tiroides

ATA - Asociaciéon Americana de Tiroides

AJCC - American Joint Committee on Cancer

TSH - Hormona Estimulante de Tiroides

BRAF-

RAS-

MAP -Cinasas y PI3K-AKT23

NIS - Co-transportador de sodio-yoduro

PK - Proteinas cinasas (Protein Kinase)

RET - Rearranged during Transfection

GDP - Difosfato de guanidina

GTP 3- Trifosfato de guanidine

RET/PTC - Rearranged during Transfection/Papillar thyroid cancer associate



3. INTRODUCCION

El cancer de tiroides es el tumor endocrinolégico mas frecuente y se manifiesta por la
presencia de un nodulo en la glandula tiroides y/o crecimiento ganglionar cervical, y en
raras ocasiones fuera de estos sitios. Tiene una incidencia anual de 3/100,000
habitantes, representa entre el 1 y 3% de todas las neoplasias malignas y es la sexta
causa de muerte en mujeres y la décimo tercera en hombres(!).

La proporcion habitual entre mujeres y hombres de cancer de tiroides papilar es de
aproximadamente 2.5:1, y la mayor parte de la preponderancia femenina ocurre durante
la cuarta y quinta décadas de la vida. Aunque la incidencia de cancer de tiroides esta
aumentando, las tasas de mortalidad (0,5 por 100.000 hombres y mujeres por afo) no
han cambiado significativamente(@.

Factores de riesgo

El principal factor de riesgo es la exposicion a la radiacion de la tiroides en la infancia.
En el pasado, la radiacién ionizante se usaba para tratar una amplia variedad de
afecciones benignas de la cabeza y el cuello, aunque esta practica ceso esencialmente
a fines de de 1950 y principios de la de 19600,

Otro factor de riesgo son los antecedentes familiares de cancer de tiroides en un pariente
de primer grado o antecedentes familiares de un sindrome de cancer de tiroides (p.e.,
Poliposis familiar, complejo de Carney, neoplasia endocrina multiple tipo 2, sindrome de
Werner o sindrome de Cowden) los cuales aumentan el riesgo de que un nédulo tiroideo
sea maligno. Los factores de riesgo menos relevantes pero que se describen en la
literatura son: la exposiciones ocupacionales y ambientales; la hepatitis cronica
relacionada con la hepatitis C, mayor paridad y edad avanzada en el primer embarazo,
y la obesidad o sobrepeso®.

Presentacion clinica

El cancer de tiroides generalmente se presenta como un noédulo tiroideo, generalmente
son detectados por el paciente; durante el examen fisico de rutina o cuando se advierte
accidentalmente durante un procedimiento radioldégico. Un antecedente de crecimiento
nodular rapido, fijacion del nédulo a los tejidos circundantes, ronquera de nueva aparicion
o paralisis de las cuerdas vocales o la presencia de linfadenopatia cervical ipsolateral
hacen sospechar que un nédulo puede ser maligno. Independientemente de cémo se
descubran los nodulos tiroideos, el diagndstico de cancer de tiroides generalmente se
realiza mediante una biopsia por aspiraciéon con aguja fina (PAAF)®).

Histologia

En la actualidad se cuenta con una clasificacion ampliamente conocida de los tumores
malignos de la glandula tiroides (Tabla 1), que a su vez se dividen en cancer de tiroides
bien diferenciado, moderadamente diferenciado y mal diferenciado.



‘CANCER DIFERENCIADO DE TIROIDES:

Carcinoma papilar.
Carcinoma folicular.

‘CANCER POBREMENTE DIFERENCIADO:

Carcinoma indiferenciado (anaplasico).

Carcinoma escamoso del tiroides.

Carcinoma mucoepidermoide del tiroides.

Carcinoma mucoepidermoide esclerosante con eosinofilia.

Carcinoma mucinoso.

Carcinoma medular.

Carcinoma mixto, medular y folicular

Carcinoma de células fusiformes con diferenciacion segmentaria al timo
Carcinoma con diferenciacion segmentaria al timo

Tabla 1. Clasificaciéon Histopatoldgica de los Tumores Malignos de la Glandula Tiroides (Fuente: OMS 2004)

El cancer diferenciado de tiroides representa el 90% de los tumores tiroideos que se
diagnostican, de estos el papilar representa entre el 75 a 80%®). El cancer papilar de
tiroides (PTC) tiene mejor prondstico, ya que presenta una tasa de mortalidad y
morbilidad baja, con una tasa de supervivencia >30 anos en el 95% de los casos, sin
embargo, hay un subgrupo de pacientes que pueden presentar enfermedad metastasica,
donde la supervivencia a 5 afos puede ser tan solo del 56%. Histoloégicamente el cancer
papilar de tiroides presenta variantes que le confieren mayor o menor agresividad®. En

la Tabla 2 se presentan variantes que le confieren mayor o menor agresividad®.

Mayor Agresividad Menor Agresividad
« Variante Folicular » Cancer Papilar Convencional
+ Células Altas * Microcarcinoma Papilar
+ Células Columnares + Oncocitico
» Esclerosante Difuso + Células Claras
« Sodlido » Con patron insular

* Con Carcinoma Medular |+« Cribiforme — Morular

* Macro-Folicular

« Con Estroma Similar a Fascitis
Nodular

« Con Carcinoma de Celular
Fusiformes o Gigantes

« Con Carcinoma de Células
Escamosas 6 Mucoepidermoide

Tabla 2. Histopatologicas del Cancer Papilar de Tiroides Fuente: OMS 2004

Estadificacion del cancer de diferenciado tiroides



En el cancer diferenciado de tiroides existen varios sistemas de estadificacion para
estimar la mortalidad especifica de la enfermedad. Cada uno de los sistemas de
estadificacion utiliza un conjunto basico de datos que generalmente incluye la edad en el
momento del diagndstico, el tamafio del tumor primario, la extension de la extension
extratiroidea local y la presencia o ausencia de metastasis a distancia. La Asociacion
Americana de la Tiroides (ATA) recomienda el sistema de estadificacion TNM (anexo 1)
para todos los pacientes con cancer de tiroides diferenciado y cualquiera de los sistemas
de estadificacion clinico-patoldgica posoperatoria para lograr una estratificacion mas
precisa de los factores de riesgo®).

Estudios de imagen

Todos los pacientes deben someterse a una evaluacidn ecografica preoperatoria de los
ganglios linfaticos centrales y laterales del cuello para planificar el procedimiento
quirurgico. Ademas de la ecografia de cuello preoperatoria de rutina se deben obtener
imagenes adicionales en pacientes que se presentan con enfermedad localmente
avanzada para definir el tratamiento quirtrgico(”).

Manejo quirurgico

La cirugia es el principal tratamiento para los pacientes con cancer de tiroides
diferenciado. El abordaje quirurgico depende de la extension de la enfermedad (p.e., el
tamano del tumor primario y la presencia de extension extratiroidea o metastasis en los
ganglios linfaticos), la edad del paciente y la presencia de afecciones comorbidas. En
tumores mayores a 4 cm, extension extratiroidea, metastasis, antecedentes de radiacion
de cabeza y cuello en la nifiez se recomienda la tiroidectomia total. Para los pacientes
cuyo procedimiento inicial fue una lobectomia y en quienes la patologia muestra
microcarcinomas papilares multifocales, especialmente si los focos estan en el rango de
8 a 9 mm, normalmente se recomienda completar la tiroidectomia(6).

Evaluacion postoperatoria

En la evaluacion postoperatoria se recomienda obtener una TSH sérica y una
tiroglobulina sérica (Tg) no estimulada, aproximadamente cuatro a seis semanas
después de la tiroidectomia o lobectomia para definir mejor el estado de la enfermedad
posoperatoria‘®).

Papel de la tiroglobulina

La tiroglobulina (Tg) es una forma de almacenamiento de tiroxina (T4) y triyodotironina
(T3). Solo se sintetizan las células foliculares tiroideas y se libera en el suero junto con
las hormonas tiroideas. Dada la especificidad celular de la Tg, su deteccidn en muestras
de biopsia proporciona una prueba del origen tiroideo del tejido. Ademas, las mediciones
de la Tg sérica proporcionan informacion importante sobre la presencia o ausencia de
enfermedad residual, recurrente o metastasica en pacientes con cancer de tiroides
diferenciado®.

Los tres principales determinantes de la concentracion sérica de tiroglobulina (Tg) son:



- La masa de tejido tiroideo presente (células tiroideas tanto normales como
malignas)

- La presencia de lesion en la tiroides (p.e., Después de una aspiracion con aguja
fina [FNA], tiroidectomia o terapia con yodo radiactivo, o durante la tiroiditis.

- El grado de estimulacion del receptor de la hormona estimulante de la tiroides
(TSH) (p.e., TSH endogena, TSH humana recombinante [rhTSH, tirotropina alfa],
gonadotropina coridnica humana sérica [hCG], anticuerpos del receptor de TSH
asociados con enfermedad tiroidea autoinmune)®,

Cada vez es mas evidente que los resultados de las mediciones repetidas de la Tg sérica
suelen, a lo largo del tiempo, ser mas utiles que una so6la medicion. Un aumento
progresivo de las concentraciones séricas de Tg sugiere fuertemente una enfermedad
progresiva y debe conducir a la busqueda de la enfermedad, por lo general comenzando
con una radiografia de torax, una ecografia del cuello y una gammagrafia con yodo
radiactivo. El tiempo de duplicacién de la Tg sérica de menos de un afio se asocioé con
tasas significativamente mas altas de mortalidad especifica de la enfermedad, metastasis
locorregionales e identificacion de metastasis a distancia a 10 afios que los tiempos de
duplicacién de Tg de uno a tres afios o mas de tres afios('?).

Clasificacion de riesgo

EL sistema de estratificacion de riesgo ATA se utiliza para estimar el riesgo de
enfermedad persistente / recurrente. Este sistema esta disefiado para estratificar a los
pacientes en bajo, intermedio o alto riesgo de recurrencia, principalmente basado en
hallazgos clinico-patolégicos (anexo 2) Si bien la estratificacion del riesgo inicial se puede
utilizar para guiar las decisiones de la estrategia de seguimiento terapéutica y diagnéstica
inicial, es importante sefialar que las estimaciones de riesgo iniciales pueden necesitar
cambiar a medida que se vayan acumulando nuevos datos durante el proceso de
seguimiento. (6).

Terapia con yodo radiactivo

El yodo radiactivo se administra después de la tiroidectomia en pacientes con cancer de
tiroides diferenciado para eliminar el tejido tiroideo residual (ablacion remanente), por lo
que habra queproporcionar terapia adyuvante de la enfermedad micrometastasica
subclinica y/o proporcionar tratamiento del cancer de tiroides residual o metastasico
clinicamente aparente(®).

Después de la tiroidectomia total en pacientes de alto riesgo y en pacientes
seleccionados de riesgo intermedio se administra yodo radiactivo de forma rutinaria,
segun las caracteristicas especificas del tumor (p.e., Metastasis en los ganglios linfaticos
clinicamente significativas fuera del lecho tiroideo u otras caracteristicas de mayor
riesgo)®.

- Enfermedad de riesgo intermedio ATA: se sugiere la ablacion posoperatoria con
yodo radiactivo a pacientes seleccionados de riesgo intermedio, incluidos aquellos
con metastasis en los ganglios linfaticos clinicamente significativas fuera del lecho



tiroideo; con invasion vascular; o con subtipos histolégicos mas agresivos como
histologias de células altas, células columnares, insulares o poco diferenciadas®).

- Enfermedad de alto riesgo ATA: se recomienda la ablacion posoperatoria con
yodo radiactivo a los pacientes con enfermedad de alto riesgo, incluidos los
pacientes con metastasis a distancia, con invasion tumoral macroscopicay / o con
reseccion tumoral incompleta con enfermedad residual macroscopica®).

Seguimiento

Después de la tiroidectomia total y la ablacion con yodo radiactivo se esperaria que los
niveles séricos de Tg fueran muy bajos (<1 a 2 ng / ml), sin embargo, del 10 al 50% de
los pacientes tendran evidencia bioquimica persistente de enfermedad manifestada por
una Tg sérica detectable. Un valor de Tg estimulado de al menos 2 ng / ml 0 mas sugiere
que la enfermedad esta presente y esta indicada una evaluacion mas extensa®).

En cada visita de seguimiento, los pacientes sometidos a tiroidectomia total se clasifican
segun uno de los siguientes resultados clinicos:

- Excelente respuesta: sin evidencia clinica, bioquimica o estructural de
enfermedad.

- Respuesta bioquimica incompleta: Tg anormal o valores de anticuerpos de Tg en
aumento y en ausencia de enfermedad localizable.

- Respuesta estructural incompleta: metastasis locorregionales o distantes
persistentes o recién identificadas.

- Respuesta indeterminada: hallazgos bioquimicos o estructurales inespecificos
que no pueden clasificarse con seguridad como benignos o malignos. Esto incluye
a pacientes con niveles de anticuerpos anti-Tg estables o en declive sin evidencia
estructural definitiva de enfermedad®).

La Tg sérica en la supresidon de la hormona tiroidea generalmente se mide cada tres a
seis meses durante el primer afio, con ultrasonido a intervalos de 6 a 12 meses, segun
la evaluacion inicial del riesgo. Las imagenes adicionales (imagenes por resonancia
magnética (IRM), tomografia computarizada (TC), tomografia por emision de positrones
con fludesoxiglucosa (FDG-PET)]) generalmente se reservan solo para pacientes de alto
riesgo que tipicamente tienen una respuesta bioquimica o estructural incompleta a la
terapia y pacientes de riesgo bajo / intermedio de ATA que demuestran una respuesta
estructural o bioquimica incompleta a la terapia durante el primer afio de seguimiento(®).

Anticuerpos anti-tiroglobulina:en pacientes con anticuerpos anti-Tg, las concentraciones
séricas de Tg por si solas no pueden usarse como marcador para detectar una
enfermedad persistente o recurrente después de la tiroidectomia y la ablacion del tejido
tiroideo normal residual. No obstante, se mide la Tg sérica y los anticuerpos anti-Tg como
se hace en pacientes sin anticuerpos anti-Tg, porque la recurrencia de la enfermedad
puede ser anunciada por un aumento en los anticuerpos Tg con o sin un aumento
correspondiente en la Tg sérica y, a la inversa, una caida significativa en estos titulos
sugiere que la recurrencia futura es poco probable().



Oncogenes y genes supresores de tumores en nédulos tiroideos y cancer de
tiroides

Las alteraciones genéticas del cancer de tiroides papilar activan la via de la proteina
quinasa activada por mitégenos (MAPK) que promueve la division celular. Los
reordenamientos de las tirosina quinasas RET y NTRK1, la activacion de mutaciones de
BRAF y la activacion de mutaciones de RAS son componentes secuenciales que
conducen a la activacion de MAPK. Otros impulsores incluyen reordenamientos de la
quinasa del linfoma anaplasico (ALK), mutaciones de EIF1AX y mutaciones de la region
promotora del gen de la transcriptasa inversa de la telomerasa (TERT)(12). En general,
cualquier cancer de tiroides papilar determinado conlleva s6lo uno de estos cambios
genéticos!'®). Aproximadamente el 9% de los canceres de tiroides papilares albergan una
mutacion del promotor TERT mas una mutacion activante BRAF o RAS. Estos son mas
agresivos que los canceres de tiroides papilares que llevan un solo conductor().

Las mutaciones RAS se conocen como impulsoras débiles, ya que no son exclusivas del
cancer de tiroides y se encuentran con frecuencia en neoplasias tiroideas benignas. En
contraste, los reordenamientos de RET, NTRK, y ALK, asi como las mutaciones de
BRAF, EIF1AX, y la de TERT promotor se denominan controladores fuertes. Cuando se
identifican impulsores fuertes en los nédulos tiroideos, el nddulo casi siempre es maligno.
Estos conceptos son importantes a la hora de interpretar los hallazgos genéticos de los
nodulos tiroideos que actualmente ofrecen varios laboratorios comerciales diferentes(4).

RET y NTRK-cancer papilar de tiroides estan asociados con reordenamientos de dos
tirosina transmembrana de diferentes genes de quinasa: RET, NTRK1, y NTRK3. Estos
reordenamientos dan como resultado la produccién de proteinas quiméricas con
actividad tirosina quinasa constitutiva que contribuye al desarrollo del fenotipo maligno.
Los genes quiméricos resultantes de los reordenamientos de RET se denominan
RET/PTC vy los resultantes de los reordenamientos de NTRK1 como TRK. Ninguno de
estos genes se expresa en células epiteliales tiroideas normales(1%).

En los reordenamientos somaticos de los genes RET o NTRK, la unién de nuevo material
genético al extremo 5 del dominio de tirosina quinasa del gen conduce a un aumento
constitutivo de la actividad de la tirosina quinasa que activa las vias de crecimiento y
puede ser suficiente para causar un cancer papilar. Esta funcion etiolégica se ha
confirmado en ratones transgeénicos, en los que un gen RET activado en las células
epiteliales tiroideas causa cancer papilar('®).

La frecuencia de reordenamientos de genes que involucran a RET y NTRK1 en canceres
de tiroides papilares ha variado en diferentes estudios. En los adultos, aproximadamente
el 40% de los canceres papilares esporadicos tienen estos reordenamientos, siendo los
del RET aproximadamente tres veces mas frecuentes. La incidencia de reordenamientos
de RET en los canceres papilares es mayor en los nifios (aproximadamente el 60%) y es
de aproximadamente el 80% en los canceres papilares de los nifios expuestos a la
radiacion X externa y los expuestos a la radiacion después del accidente nuclear de
Chernobyl en 1986(17).



Mutaciones BRAF

El gen BRAF se ubica en el locus 7q34; la mutacion de este gen se localiza en el exén
15 y consiste en una sustitucion de una tiamina por una adenina en posicion nucleotidica
1799 (T1799A) de la secuencia del gen, que provoca el reemplazo del aminoacido valina
por acido glutamico en la posicion 600 de la proteina cinasa sintetizada (V600E). Dicha
mutacién es conocida como BRAFV600E (rs113488022)("®),

Estudios realizados in vitro han demostrado que la sustitucion de la valina por un acido
glutamico en la posicion 600 adyacente a un residuo de treonina en la posicion 599 dentro
de la proteina B-Raf produce una conducta “similar” a una fosforilacion, lo que hace que
la estructura terciaria de la proteina se vea afectada en donde las interacciones
hidrofobicas se rompen entre el segmento P (el lugar de activacion de la proteina por
medio de fosforilacién) y el segmento de actividad de cinasa; dando como resultado que
la actividad de cinasa de BRAFV600E sea 460 veces mas alta que B-Raf nativa('?.

Esta elevada actividad constitutiva de BRAFV600E hace que se activen todos los
efectores de la cascada de sefalizacion hasta ERK, lo que resulta en la transformacion
de células normales en células cancerigenas ademas de mantener su proliferacién sin
necesidad de que la proteina RAS active la via de sefializacion('9).

La isoforma BRAF de la RAF se ha implicado en la patogénesis del cancer de tiroides
papilar, pero no de las neoplasias benignas o foliculares. Las proteinas RAF son serina-
treonina quinasas que activan la via de senalizacion RAF/MEK/MAPK. La mutacién
T1799A del gen BRAF, que se encontré originalmente en mas del 50% de los melanomas
malignos y en un porcentaje menor de canceres de colon, ocurre en el 29 al 69% de los
canceres de tiroides papilares?9)('3), E| producto proteico predicho BRAF V600E aumenta
la actividad de la quinasa basal y transforma las células NIH3T3 con mayor eficacia que
el BRAF de tipo salvaje, y los ratones transgénicos que expresan esta mutacion
desarrollan cancer de tiroides papilar®®",

En un informe se encontraron mutaciones de BRAF en 219 de 500 pacientes con cancer
de tiroides papilar (44%). BRAF V600E, la mutacién mas prevalente, se asocio con el
crecimiento tumoral invasivo y la variante folicular del cancer papilar®?).

Las mutaciones BRAF pueden conferir un peor prondstico clinico que para el cancer de
tiroides papilar sin la mutacion BRAF@3). La recurrencia ocurre con mas frecuencia
cuando hay mutaciones de BRAF. Ademas, las mutaciones BRAF se asocian con
invasion extratiroidea, metastasis en los ganglios linfaticos y estadio tumoral avanzado
en la cirugia inicial, aunque para estos hallazgos, la evaluacion histoldégica convencional
fue tan eficaz para predecir el resultado como la presencia de la mutacion BRAF4).
Curiosamente, algunas metastasis en los ganglios linfaticos pueden adquirir mutaciones
BRAF adicionales(?®),

Las mutaciones puntuales de BRAF parecen ser mucho menos frecuentes en los
canceres de tiroides infantiles, incluidos los que se desarrollaron después del accidente
de Chernobyl@®. Sin embargo, se ha identificado un oncogén (AKAP9-BRAF) que se



deriva de una inversién paracéntrica del brazo largo del cromosoma 7 en los canceres
de tiroides papilares asociados a la radiacién que se desarrollan después de una latencia
corta®”).

Debido a que las mutaciones BRAF no se encuentran en los carcinomas foliculares ni en
los nodulos tiroideos benignos, la identificacion de una mutacion BRAF puede ayudar en
el diagnostico y tratamiento del cancer de tiroides papilar. En un informe preliminar), se
detectaron mutaciones de BRAF en muestras de sangre de pacientes con cancer de
tiroides papilar?®. La positividad de BRAF se correlacioné con la presencia de
enfermedad residual o metastasica. Ademas, la deteccion de mutaciones del gen BRAF
en muestras de biopsia por aspiracion con aguja fina puede resultar util en la evaluacion
de lesiones foliculares.

En lineas celulares de cancer de tiroides que albergan BRAF activado, la adicién de
inhibidores selectivos de BRAF retrajo la proliferacion de lineas celulares mutantes
BRAF, lo que sugiere una posible aplicacién de dichos inhibidores en el tratamiento de
pacientes con cancer de tiroides papilar y mutaciones BRAF(29).

El resultado de la mutacion BRAFVG00E en cancer papilar de tiroides incluye: la
sobreexpresion de genes promotores de tumores, la represion de genes supresores de
tumores, las caracteristicas tumorales de mayor agresividad y pérdida a la respuesta al
Yodo131 como terapia, ademas, es un indice de mal pronodstico(30).

En cancer de tiroides, diversos estudios han relacionado la mutacion BRAFVG00E con
variantes histolégicas de mayor agresividad, mayor extension extratiroidea, metastasis y
estadio tumoral avanzado en el momento del diagndstico, por lo que, a la presencia de
la mutacién BRAFVG600E, se le ha descrito como un predictor independiente de recidiva
tumoral, incluso en pacientes con estadio I-ll. Sin embargo no todos los estudios
coinciden en aceptar que la mutacion BRAFV600E sea un marcador de mayor
agresividad y peor prondstico, ya que también se observa en un elevado porcentaje del
variante papilar clasico®?.

4. ANTECEDENTES

El cancer en México constituye un problema de salud publica importante, segun registros
del INEGI; en 2008 la mortalidad por cancer fue del 13.17%, ocupando el tercer lugar en
las causas de mortalidad, después de las enfermedades del corazén y de la diabetes
mellitus. En hombres el cancer de préstata ocupa el primer lugar (8.9 x cada 100,000
habitantes), seguido por el cancer de pulmén y cancer de estomago. En mujeres, la
primera causa de mortalidad es el cancer de mama (8.9 x cada 100,000 habitantes),
seguido por cancer cervicouterino (7.4 x cada 100,000 habitantes) y cancer gastrico.

Se ha reportado que el cancer de tiroides tiene una incidencia anual del 0.5 al10 por cada
100,000 habitantes, y representa entre el 1 y 3% de todas las neoplasia malignas; en
México el cancer de tiroides representa la sexta causa de muerte en mujeres y la décimo
tercera en hombres.



El cancer diferenciado de tiroides representa el 90% de los tumores tiroideos que se
diagnostican; histologicamente el mas frecuente es el cancer papilar, seguido del cancer
folicular.

El cancer papilar (CPT) tiene mejor prondstico, con una tasa de morbilidad y mortalidad
baja, el 95% de los casos tiene una tasa de supervivencia mayor a 30 afos, sin embargo
hay un subgrupo de pacientes que pueden presentar enfermedad metastasica donde la
supervivencia a 5 afios puede ser tan solo del 56%(").

Los principales factores de riesgo, se manifiestan por la edad: 45 a 54 afios; en poblacion
femenina principalmente; con predominio en poblacién blanca, antecedente de
exposicion a radiacion ionizante en la infancia. Comunmente, permanece en un periodo
de latencia 3 a 5 afios y se manifiesta 20 a40 afios después de la exposicion.

Otros factores de riesgo se han reportado e identificado en el desarrollo de cancer papilar
de tiroides, como el déficit 6 exceso de Yodo, antecedente de tiroiditis de Hashimoto,
tiroiditis linfocitaria y enfermedad de Graves(®), tomando cada vez mas importancia los
factores genéticos, tales como el proto-oncogen C-myc, mutaciones y sobre-expresion
del H-Ras, del gen BRAF, el gen supresor de tumores TSG101, galectina 3, timosin beta
10, hTERT, CD97, VEGEF, los cuales se asocian a mal prondstico clinico.

Algunos estudios han reportado una asociacion entre la mutacion BRAFVG600E y
caracteristicas tumorales de mayor agresividad, como son una mayor edad al
diagnodstico, sexo masculino, extension extratiroidea, metastasis, estadio tumoral
avanzado en el momento del diagnostico, asi como recidiva tumoral. A la mutacion
BRAFVG600E se le ha descrito como un predictor independiente de recidiva tumoral,
incluso en pacientes con estadio I-Il. Sin embargo, no todos los estudios coinciden en
aceptar que la mutacion BRAFV600E sea un marcador de mayor agresividad y peor
pronaostico.

Diversos reportes de estudios que han detectado la mutacion BRAFV600E en el tejido
tiroideo tumoral, no han encontrado ésta mutacion al analisis del tejido tiroideo normal
adyacente, y en algunos casos ésta mutacion no se detecta en las metastasis loco-
regionales o a distancia®¥). Otros tumores malignos que se ha reportado presentan la
mutacion BRAFV600E como en el melanoma, en hasta en el 50% de los casos; el cancer
de ovario seroso de bajo grado en el 30% de los casos, y el cancer colorrectal en el 10%
de los casosi®®. En cancer papilar de tiroides, la mutacion BRAFV600E constituye la
principal alteracion genética, con una prevalencia en promedio del 45%; sin embargo,
esta prevalencia varia entre el 20 y el 83% dependiendo la poblacién estudiada.

Actualmente, no existen reportes de la prevalencia de la mutacién del gen BRAFVG600E
en pacientes mexicanos con cancer papilar de tiroides, por lo que a través del presente
estudio se pretende determinar la prevalencia de la mutacion BRAFVG600E en el tejido
tiroideo procedente de tiroidectomia y que es diagnosticado como cancer papilar de
tiroides en pacientes mexicanos con cancer papilar de tiroides.

5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA




La incidencia de cancer papilar de tiroides ha incrementado en los ultimos afios a nivel
global; aparentemente debido a la disponibilidad de nuevos métodos de deteccion
oportuna; sin embargo, otro factor importante es la presencia de la mutacion
BRAFV600E, que se encuentra presente hasta en el 45% de los casos en promedio a
nivel global. Hay reportes que indican que la presencia de esta mutacion esta relacionada
con una mayor agresividad de la enfermedad implicando un estadio local mas avanzado,
mayor incidencia de metastasis ganglionares y menor respuesta al tratamiento con
Yodo131. Por lo que la identificacion de la mutacion BRAFVG600E podria ser utilizada en
el tratamiento del cancer de tiroides.

Actualmente, se desconoce cuales son las principales mutaciones en la poblacién
derechohabiente y no se cuenta con biomarcadores que permitan predecir esta falla a
tratamiento o poder seleccionar el mejor tratamiento de forma individualizada. El analisis
del ADN circulante en sangre de los pacientes nos ofrece la oportunidad de conocer
estas mutaciones y poder evaluar cuales pudieran funcionar como un biomarcador
prondstico y predictivo. De ahi que se plantee la siguiente pregunta de investigacion
¢Pueden identificarse fragmentos de ADN tumoral circulante e implementarse como
herramienta diagndstica con un valor similar o superior a la tiroglobulina en presencia de
enfermedad estructural en cancer bien diferenciado tiroides? Ademas, ¢cual es la
frecuencia de mutacion BRAF V600E identificada en ctDNA de la muestra analizada?

6. JUSTIFICACION

El cancer papilar de tiroides generalmente tiene un prondstico bueno; sin embargo un
subgrupo de estos pacientes presenta mayor riesgo de recidiva, falta de respuesta al
tratamiento tradicional o fallecimiento. El identificar una recaida de forma temprana nos
permite dar el tratamiento adecuado para mejorar el prondstico de la enfermedad. Sin
embargo, en muchas ocasiones el diagndstico de la recaida es dificil de realizar, ya que
la tiroglobulina pierde su valor diagnodstico en presencia de expresion elevada de
anticuerpos antiroglobulina. Asimismo, el realizar gammagrafia tiroidea implica la
necesidad de estimulacion de TSH, a través de suspension del aporte de levotiroxina, o
bien, con TSH recombinante, medicamento que implica un alto costo. Otros estudios
como el PET-CT son también herramientas diagndsticas costosas.

Entre los diversos factores de riesgo identificados, la mutacion BRAFVG600E es el
principal factor genético asociado con una prevalencia que oscila entre un 20 a 83%
dependiendo de la poblacion estudiada. Debido a su importancia clinica y el hecho de
gue en la poblacién mexicana no se conoce la prevalencia de la mutacion BRAFVG00E;
con el presente trabajo se pretende determinar la frecuencia de ésta mutacién en
pacientes con cancer papilar de tiroides en dicha poblacion, cuyas peculiaridades
genomicas pueden ser, como se ha observado en diversos estudios, muy distintas a las
de otras poblaciones.

Ampliar el conocimiento de las mutaciones que se desarrollan en el transcurso del
tratamiento del cancer papilar de tiroides en la derechohabiencia es fundamental para
poder comprender el proceso y poder identificar futuros blancos terapéuticos.



El contar con una herramienta diagnostica y un biomarcador minimamente invasivo como
es el ADN circulante en sangre en los pacientes con cancer de tiroides permitira ofrecer
un tratamiento individualizado y un mejor seguimiento de los pacientes, al poder tomar
mejores y mas oportunas decisiones terapéuticas.

7. HIPOTESIS

Identificar fragmentos de ctDNA en pacientes con cancer de tiroides es fposible y los
mismos tienen un valor diagnostico significativo. La frecuencia de la mutacion
BRAFV600E en el ADN tumoral circulante es similar a lo reportado de la literatura cuando
se determin6 en muestras tumorales.

8. METODOS Y MATERIAL

Disefo del estudio y pacientes.

En el periodo de agosto del 2021 a enero 2022 se recabaron muestras sanguineas de
pacientes con diagndstico positivo a cancer papilar de tiroides en el CMN “20 de
noviembre”, con el fin de llevar a cabo un estudio de tipo analitico, observacional y
transversal de casos y controles.

Para el grupo experimental se incluyeron pacientes mayores de 18 afios con diagndéstico
histologico de cancer de tiroides bien diferenciado con ECOG 0-2, que tuvieran
enfermedad estructural demostrada por estudios de imagen, sometidos a reseccion
quirurgica, con reporte de patologia que confirmaran enfermedad estructural y niveles de
tiroglobulina. Asimismo, en el grupo de control se tomaron en cuenta pacientes con
diagndstico de nodulo tiroideo, patologia tiroidea benigna y diagnodstico de cancer bien
diferenciado de tiroides virgenes a tratamiento. Todos los pacientes contaban con
consentimiento informado.

No se incluyeron pacientes en los cuales la muestra hubiera estado mal preservada o
que no fuera viable para determinar ctDNA, o que no contaran con reporte histolégico,
sin consentimiento informado o expediente clinico incompleto.

El objetivo principal del estudio es la determinacién el valor diagnostico del ctDNA en
presencia de enfermedad estructural en cancer bien diferenciado de tiroides. Otras metas
a determinar durante el estudio fueron la deteccidén de la mutacion BRAFVG00E en el
ADN cirulante y la comparacion del valor diagnostico entre la tiroglobulina y el ctDNA en
presencia de enfermedad estructural.

Analisis estadistico.

Se utilizo el programa Epidat 4.2 para calculo de tamafio de la muestra con la formula
para intervalo de confianza para una proporcién considerando que: a) la poblacion con
cancer de tiroides en un afo en el servicio de oncologia quirurgica es de 1,074 pacientes
y, b) que de acuerdo con el estudio de Suh YJ et al, en el que se describe que la
proporcion de pacientes con recaida estructural en pacientes con cancer de tiroides es
del 2.2%, se establecieron los siguientes parametros:



Tamano de la poblacién: 1.704

Proporcion esperada: 2,200%
Nivel de confianza: 95,0%
Efecto de disefo: 1,0

En el tratamiento de datos, se utilizaron medidas de tendencia central como media, moda
y media y medidas de dispersion como desviacion estandar y rangos, de acuerdo con su
distribucion, determinados con las pruebas de Shapiro Wilk y Kolmogorov Smirnoff.
También, se utilizo el valor IC al 95% para las proporciones y las medias. Para las
variables cuantitativas se compararon las medias entre los grupos con Anova de 1 factor
o Kruskall-Wallis de acuerdo con su distribucion. Para las variables cualitativas se utilizé
X2. Para la utilidad diagndstica se utilizé curva ROC y para establecer un punto de corte
del ctDNA se utilizé sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo, valor predictivo
negativo, razon de verosimilitud positiva y negativa. También, se considerd la
significancia estadistica cuando la p<0.05.

9. RESULTADOS

Durante el periodo de agosto 2021 a septiembre del 2022 se realizd extraccion de DNA
circulante de muestras sanguineas en 27 pacientes con enfermedad tiroidea que fueran
a ser sometidos a tratamiento quirurgico, del total de las muestras obtenidas 9 (33%)
pacientes presentaban enfermedad benigna y 18 pacientes patologia maligna (66%). La
edad promedio fue de 56.7 aflos en ambos grupos de pacientes. La determinacion de
ctDNA circulante fue negativa en los 27 pacientes a los que se les realiz6 el muestreo.

Dentro del grupo experimental (66%) se encontré un total de 15 mujeres y 3 hombres.
La edad promedio fue de 58.3 afios. El 9% de la poblacién se diagnostico como etapa
clinica | y otro 9% en no etapificables por haber recibido tratamiento fuera de la unidad,
el resto de la poblacion se determiné como etapa clinica Il, Il y IV en un 3% . El 51.8%
de este grupo se determino como diagnostico primario de cancer papilar de tiroides y el
14.8% como recurrencia de la enfermedad primaria. Se calculd un promedio de
tiroglobulina de 85.4 ng/ml y de anti-Tg de 60.5 Ul/ml. Con base en las guias de la ATA
se clasificaron los pacientes en tres grupos de riesgo de recurrencia, el 37% de ellos se
clasificaron como grupo de alto riesgo, 18.5% de bajo riesgo y un 11.1% de riesgo
intermedio.

El total de pacientes que requirieron reintervencion quirurgica posterior al diagnéstico de
la enfermedad primaria fue de un total de cuatro pacientes y hubo un paciente que
requirio tres intervenciones posteriores a la primera cirugia. Posterior al tratamiento
quirurgico, doce pacientes recibieron dosis ablativa de 1-131, el 18.5% recibieron una
dosis de 150 mCi, un paciente amerito dosis de 200 mCi y el resto de los pacientes
recibieron dosis de 29.9 mCi y 100 mCi (11.1% respectivamente). En cuanto al
tratamiento con radioterapia, el 44.4% requiri6 tratamiento adyuvante por haber
presentado enfermedad residual al lecho quirurgico y/o recaida locorregional.



Dentro del grupo control se identificaron 9 pacientes con enfermedad benigna confirmada
por estudio histopatoldgico, de ellos ocho pacientes eran del sexo femenino y un hombre.
La edad promedio del grupo fue de 53.3 anos. Entre los resultados histopatolégicos se
encontraron 6 pacientes con hiperplasia nodular, dos pacientes con bocio multinodular y
un paciente con adenoma folicular.

Benignos (9) Malingos (18)  Total (27)
Sexo
Masculino 3 4
Femenino 8 15 23
Edad (mediana) 53 57.5 55
Tirogobulina (mediana) 28.5
Anti-Tg (mediana) 13.97
Etapa Clinica n %
0 9 33.3
I 9 33.3
Il 3 11.1
1] 3 11.1
v 3 11.1
Riesgo de recurrencia n %
0 9 33.3
1 18.5
2 11.1
3 10 37
Presentacion n %
Benigno 9 33.3
Primario 14 51.8
Recurrencia 4 14.81
Pacientes que recibieron
lodo(dosis) n %
0 33.3
0 6 22.2
29.9 3 11.1
100 3 11.1
150 5 18.51
300 1 3.7
Radioterapia n n %
18.5
Reintervenciones n n %



Benignos (9) Malingos (18)  Total (27)

5 18.5
Fuente: Base de datos elaborada por: Dra. Dafne lvonne Mendoza Talge / Dr. Edison Patricio Guallpa Guallpa
Pacientes con patologia benigna
Histologia n %
Total 9 100
Adenoma folicular 1 11.1
Bocio multinodular 2 22.2
Hiperplasia nodular 6 66.6
Sexo n %
Total 9 100
Hombres 1 11.1
Muijeres 8 88.8
Fuente: Base de datos elaborada por: Dra. Dafne |. Mendoza Tagle/ Dr. Edison P. Guallpa Guallpa
10.DISCUSION

En las ultimas décadas el tratamiento del cancer en general se basa en el genotipo de
cada tumor, obtenido a través de biopsias de fragmentos del tumor, lo cual muchas veces
no es posible conseguir sin un método invasivo o con aumento de la morbilidad de los
pacientes. En ocasiones, se ha observado que el DNA del tumor (ctDNA) se encuentra
en la circulacion sanguinea, lo que hace su extraccion mas rapida y menos invasiva.

Los avances en la investigacion en cuanto a la biologia molecular del cancer han
proporcionado evidencia suficiente para el uso del ctDNA en biopsia liquida para el
diagnostico, tratamiento y vigilancia de tumores como el de pulmén y colon. En la
actualidad no se ha estudiado aun la relevancia de la biopsia liquida como biomarcador
en el cancer de tiroides.

Para esta investigacion, durante el periodo de agosto 2021 a febrero 2022, se realizé la
extraccion de DNA circulante de 27 pacientes con diagndstico de patologia tiroidea
dentro del CMN “20 de Noviembre”, al no contar en la institucion con el volumen suficiente
de pacientes con recaida estructural propuesto de inicio para este estudio, se decidio
tomar en consideracion aquellos pacientes con diagndstico primario de cancer papilar de
tiroides, aunado a lo anterior, el nUmero de controles era mayor que el de casos. Posterior
al tratamiento quirurgico se tuvo como hallazgo importante el aumento de casos con
reporte histopatologico definitivo de malignidad en pacientes que habian sido sometidos
a tratamiento quirurgico por patologia benigna, siendo estos considerados casos para su
estudio.

El ctDNA circulante se extrajo de muestras sanguineas previo al tratamiento quirurgico
de cada paciente, siendo este negativo en todas las muestras obtenidas. Existe evidencia
bibliografica de que la concentracion del DNA circulante posterior al tratamiento
quirurgico con intento curativo es suficiente para determinar si aun hay evidencia de la



enfermedad o recaida posterior a este tratamiento. Sin embargo, se ha observado que
tiene mayor utilidad en presencia de mutaciones genéticas como KRAS. Por ello, a partir
de este estudio, se recomienda la determinacion de la mutacion BRAF VG600E para
cancer papilar de tiroides como parte del seguimiento de estos pacientes. Hay estudios
recientes en los que se ha evaluado la integridad de ctDNA y el aumento en sus
concentraciones en pacientes con cancer de mama locorregional o metastasico,
asimismo, en un estudio aparte se demostro la utilidad del ctDNA como biomarcador para
cancer colorectal en presencia de antigeno carcinoembrionario elevado en un 37% de
los pacientes analizados. Por ello, se considera muy importante continuar la vigilancia de
estos pacientes realizando determinacion del DNA circulante periodicamente en
presencia de recaida estructural o en caso de los pacientes con diagndstico reciente de
cancer papilar de tiroides.

En México no existen estudios para la deteccion del DNA circulante en pacientes con
cancer papilar de tiroides, de ahi que, en el CMN “20 de Noviembre” se ha tomado la
iniciativa de realizar este proyecto de investigacion con la finalidad de obtener un
biomarcador para la deteccion oportuna de recaida en estos pacientes con condiciones
similares a las analizadas en este trabajo. A la fecha, se ha detectado recaida estructural
en dos pacientes posterior al tratamiento quirurgico y con [-13, que ameritaron
tratamiento con radioterapia. Como area de oportunidad en la continuidad de esta
investigacion se plantea la necesidad de llevar a cabo los estudios necesarios para lograr
la deteccion de mutaciones genéticas en presencia de ctDNA y con ello coadyuvar a
determinar su valor pronostico real en los tipos de tumores abordados en esta
investigacion.
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