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RESUMEN

La Organizacion Mundial de la Salud ha documentado que el cancer es la segunda
causa de muerte en todo el mundo. En el 2020 se registraron 19.2 millones de casos
nuevos a nivel mundial, siendo el cancer tiroideo uno de los 5 tipos de cancer mas
frecuentemente diagnosticados en mujeres adultas. La via de sefializacion de Notch
esta involucrada en diferentes procesos de la biologia del cancer. Se ha reportado
que la via de sefializacion Notch se encuentra desregulado en el cancer de tiroides
y, por lo tanto, su evaluacion ofrece una nueva estrategia terapéutica y un objetivo
de prondstico potencial. El presente trabajo tubo como objetivo evaluar la expresiéon
de los receptores de la via de sefializacion Notch (1-4) y de la molécula SEL1L a
nivel de proteina en muestras de tejidos de céancer de tiroides por
inmunohistoquimica en formato de microarreglo de tejidos, el cual ha resultado ser
de mayor utilidad, asequible y de rapida evaluacion para este tipo de cancer. Los
resultados de este trabajo demuestran que existe una alteracion en la via de
sefalizacion Notch y de la proteina SEL1L, lo que, puede influir en el potencial
maligno del cancer de tiroides. Por otro lado, se observd una expresién importante
de cada proteina en tejidos de pacientes con cancer diferenciado de tiroides en
comparacion con los tejidos normales, mostrandose una expresion mas alta en
Notch 1 y SEL1L con respecto a los otros miembros Notch (2, 3 y 4). Ademas, en
este estudio se analizé por primera vez la expresion de SEL1L en tejidos tumorales
tiroideos. Por ultimo, este estudio proporciona evidencia de que la familia de
receptores Notch y la proteina SEL1L podrian convertirse en blancos potenciales
para el tratamiento y/o como biomarcadores prondstico del cancer tiroideo,

enfocado en los diferentes histotipos y variantes del cancer diferenciado de tiroides.
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Abreviaturas

CT = Cancer de Tiroides

CAT= Céancer Anaplasico Tiroideo

CDK= Quinasas Dependientes de Ciclinas

CDT= Cancer Diferenciado de Tiroides

CFT= Céancer Folicular Tiroideo

CFTNM= Carcinoma Familiar de Tiroides no Medular

CMT= Cancer Medular Tiroideo

CPT= Cancer Papilar Tiroideo

IHQ= Inmunohistoquimica

IMC= indice de Masa Corporal

MAPK= Via de sefializacidén de las proteinas quinasas activadas por mitbgenos
MAT= Microarreglo de Tejidos

MCPT= Microcarcinoma Papilar Tiroideo

NT= Noédulo Tiroideo

OMS= Organizacion Mundial de la Salud

PAAF= Puncion Aspiracion por Aguja Fina

PI3K/Akt= Via de sefializacion de la fosfatidilinositol-3-kinasa
RTK= Receptores de Tirosina Quinasas

TSH= Hormona Estimulante de la tiroides

UPR/ERAD= Respuesta a la Proteina Desplegada/Degradacion Asociada al
Reticulo Endoplasmico

VFCPT= Variante Folicular del Cancer Papilar Tiroideo



1. MARCO TEORICO
Generalidades

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) ha documentado que el cancer es la
segunda causa de muerte en todo el mundo (Banik, et. al., 2020; Baloch, et. al.,
2022), y es responsable de un estimado de 9.9 millones de muertes y 19.2 millones
de nuevos casos en 2020 por esta enfermedad (World Health Organization, 2020).
El cancer de tiroides (CT) se ha convertido en el quinto cancer mas comunmente
diagnosticado en mujeres adultas en el mundo y el segundo mas frecuente en
mujeres de 50 afios (Vaccarella & Dal Maso, 2020; Haymart, 2021). De estas cifras,
el 75% de los pacientes con CT son mujeres (Haymart, 2021) en etapas
reproductivas (Troisi, et. al., 2018; Suteau, et. al., 2021). En 2020 se diagnosticaron
586,202 casos nuevos de CT a nivel mundial (Ferlay, et. al., 2020) y un estimado
de 44, 280 nuevos casos en 2021 (Haymart, 2021). Los datos para México son:
11,227 nuevos casos y 956 muertes por esta neoplasia en el mismo afo. La tasa
de incidencia de CT por edad en mujeres es casi cuatro veces mayor que en
hombres: 12.6 y 3.2 por cada 100,000 habitantes, respectivamente; es decir, un
5.7% de las neoplasias malignas y la cuarta mas frecuente en la poblacion de
nuestro pais (Fig. 1) (Ferlay, et. al., 2020).

Pulmén
29,929 (15.3%)

Prostata
26,742 (13.7%)

Colorrectal
14,901 (7.6%)

Otros Canceres
103,261 (52.8%)

_ Tiroides
A 11,227 (5.7%)

Cérvico Uterino
9,439 (4.8%)

Figura 1. Namero de casos nuevos de cancer en México en 2020. Traducida de Ferlay, et. al.,

2020. Grafico de frecuencias de los tipos mas comunes de cancer en México, siendo el cancer de

tiroides la cuarta con mas frecuencia con 11,227 casos.



El CT se describe como un tumor maligno de la glandula tiroides y aunque
representa aproximadamente entre el 1 y 2% de los canceres en humanos, es la
neoplasia endocrina mas comun en el mundo (Lasserra-Sanchez, et. al., 2014; Pak,
et. al.,, 2015; Mondragon-Teran, et. al., 2016; Da Silva, et. al., 2019; Zou, et. al.,
2020).

El CT comprende a una amplia gama de subtipos malignos que pueden surgir
diferencialmente de varios tipos de células dentro de la glandula tiroides. Cada
subtipo difiere histopatolégicamente y en grados de diferenciacion celular, lo que

puede deberse en parte a la sefalizacion de la via Notch (Guenter, et. al., 2021).
Clasificacion de los tumores tiroideos

Los subtipos de CT se clasifican en: carcinoma diferenciado, carcinoma medular
tiroideo (CMT), carcinoma poco diferenciado y carcinoma anaplasico tiroideo (CAT)
(Gallardo, et. al., 2020). El cancer diferenciado de tiroides (CDT) da lugar a dos
formas principales: el cancer papilar tiroideo (CPT) (corresponde el 80 - 90% de los
casos) y el cancer folicular tiroideo (CFT) (representa el 10 - 15% de los casos
diagnosticados), ambos representan aproximadamente el 95% de las neoplasias
tiroideas (Fagin, et. al., 2016; Da Silva, et. al., 2019; Gallardo, et. al., 2020). EI CFT
es el subtipo que tiende a ser mas agresivo en comparacion con el CPT (Guenter,
et. al., 2021). La nueva clasificacion de tumores endocrinos de la OMS del 2022
organizé a las neoplasias derivadas de células foliculares en tres categorias;
neoplasias benignas, neoplasias de bajo riesgo y neoplasias malignas (Tabla 1)
(Baloch, et. al., 2022). El CDT se desarrolla a partir de las células foliculares
tiroideas, mientras que el CMT deriva de las células C parafoliculares y representa
entre el 4 al 8% de los canceres tiroideos. Finalmente, el CAT y los pobremente
diferenciados (aproximadamente el 1% de los casos) (Grafico 1), son tumores raros
que surgen de las células foliculares o de la desdiferenciacion de canceres
diferenciados, se asocian con una enfermedad agresiva y rapidamente fatales
(Fagin, et. al., 2016; Da Silva, et. al., 2019; Gallardo, et. al., 2020), ademas de que
carecen de caracteristicas especificas de las células tiroideas (Guenter, et. al.,
2021).



Tabla 1. Clasificacion de las neoplasias tiroideas de la OMS del 2022. Tomado y modificado

Baloch, et. al., 2022.

Neoplasia

Clasificacién

Neoplasias
derivadas de
células

foliculares.

Tumores

benignos.

A. Enfermedad nodular folicular tiroideo.
B. adenoma folicular.
C. Adenoma folicular con arquitectura papilar.

D. Adenoma oncocitico de la tiroides.

Neoplasias
de

riesgo.

bajo

A. Neoplasia tiroidea folicular no invasiva con
aspecto papilar con caracteristicas nucleares.
B. Tumores tiroideos de potencial maligno
incierto.

C. Tumor trabecular hialinizante.

Neoplasias

malignas.

A. Carcinoma folicular de tiroides.

B. Carcinoma papilar variante folicular
encapsulado invasivo.
C. Carcinoma papilar de tiroides.
D. Carcinoma oncocitico de tiroides.
E. Carcinomas derivados de foliculos de alto
grado.

I. Carcinoma diferenciado de tiroides de alto
grado

II. Carcinoma de tiroides pobremente
diferenciado
F. Carcinoma de tiroides derivado de células

foliculares anaplasicas.

Carcinoma
de

células C de

derivado

tiroides.

Carcinoma medular de tiroides




CAT y canceres poco
diferenciados

CMT
CFT

CPT

%
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Grafico 1. Porcentaje aproximado de cada carcinoma tiroideo. Carcinoma anaplésico tiroideo

(CAT), carcinoma medular tiroideo (CMT), cancer folicular tiroideo (CFT) y cancer papilar tiroideo

(CPT).

Considerando la arquitectura y el patron histolégico que adoptan las células

neoplasicas tiroideas, se han descrito por lo menos 10 y hasta 17 variantes de CPT

y otras pocas para CFT, descritas en la Tabla 2 (Iribarren , et. al., 2010; Fuentes,

2014).

Tabla 2. Clasificacion del cancer papilar y folicular de tiroides. Tomado de Teijeiro & Sobrinho,
2003; Iribarren, et. al., 2010; Schneider & Chen, 2013; Schmidbauer, et. al., 2017.

Histologia

Variante Histoldgica

Céancer Papilar Tiroideo

Clasico

Variante de células claras

Variante de células columnares

Variante con células en Estoperol

Variante cribiforme-morular

Variante esclerosante difusa

Variante folicular

Variante de células altas

Variante oxifilica

Variante soélida




Variante Warthin

Variante folicular encapsulada

Variante macrofolicular

Microcarcinoma

Variante de células claras

Céancer Folicular Tiroideo Variante oncocitica (células de Huirthle)

Variante mucinosa

Variante de células en anillo de sello

Descripcion histoldgica de la glandula tiroidea

La capsula de tejido conjuntivo que rodea a la glandula tiroidea esta formada por
I6bulos que a su vez se dividen en lobulillos, que a su vez estan formados por los
foliculos tiroideos, los cuales la unidad estructural y funcional de la glandula tiroidea
(Elizondo, 2014) (Figura 2). El foliculo tiroideo en su estado normal se puede
observar como foliculos regulares de tamafio variable que va de 0.2 a 1 mm, con
forma esferoidal y contornos ondulantes, sin plegamientos u otros signos que
denoten hiperfuncidn, las células con escaso citoplasma, un ndcleo cromatico y con

escaso o inaparente estroma (Lopez, 2009; Elizondo, 2014) (Figura 3).

/- Célula parafolicular
/ Célula folicular

h, S g
t
&

N

Capilar

Glandula Tiroides

J\_ Foliculo tiroideo

.
—
-

Figura 2. Estructura normal de la glandula tiroidea. Tomada de Lam de Calvo & Castillero de
Santos, 2020.
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Figura 3. Tejido tiroideo normal. Foliculos tiroideos de contornos ondulantes, las células con
escaso citoplasma y ndcleo cromético y el escaso estroma, edematoso. Tincion Hematoxilina-
Eosina, visto a x250. Tomado de Lépez, et. al., 2009.

Descripcion de las lesiones neoplésicas del cancer tiroideo

El CT tiene un amplio espectro de morfologias y comportamientos que incluyen
tumores mas comunes que otros, algunos indolentes e incluso algunas mas
agresivas y con un mal prondstico (Asa, 2019). Los tumores bien diferenciados se
pueden subdividir por su agresividad, las menos agresivas incluyen las variantes
folicular, oxifilico y cribiforme-morular (Schneider & Chen, 2013; Schmidbauer, et.
al., 2017). Las variantes mas agresivas y algunas de ellas consideradas de mal
pronéstico son las variantes de células altas, la variante esclerosante difusa,
variante folicular, variante de células columnares, variante folicular encapsulada y
la variante de células en estoperol (Teijeiro & Sobrinho, 2003; Iribarren, et. al.,
2010; Fuentes, 2014).

Dado que el CPT es la forma mas frecuente del CDT, las caracteristicas citologicas
gue presenta el CPT son muy marcadas, estas se encuentran en su ndcleo, el cual
presenta un agrandamiento con aspecto esmerilado claro, palido y/o vacio, un
contorno irregular, hendiduras profundas, perforaciones, nucléolos pequefios,
ademas de que las papilas caracteristicas estan conformadas por un tallo

fibrovascular de longitud y espesor variable cubierto de células neoplasicas en



donde también pueden observarse calcificaciones llamadas cuerpos de psamoma
en un 40 a 60% de este tipo de CT (Figura 4A) (Teijeiro & Sobrinho, 2003; Cano,
2009; Lépez, 2009; Elizondo, 2014; Asa, 2019).

La variante histolégica mas comun del CPT es la variante folicular del cancer papilar
tiroideo (VFCPT) que comparte caracteristicas tanto de CPT como de CFT, por tanto
se clasifica como subtipo de CPT. La VFCPT consiste en estructuras foliculares con
cambios nucleares que son caracteristicos del CPT con morfologia oval y no
redonda, con foliculos alargados, hipereosinofilia del coloide con apariencia
obscura, con vacuolas periféricas, células gigantes multinucleadas, y cuerpos de
psamoma CT (Teijeiro & Sobrinho, 2003; Cano, 2009).

El microcarcinoma papilar tiroideo (MCPT) es otra variante tanto para CPT como
para el CFT, con importancia clinica, debido a su aumento en las ultimas décadas
(Casaril, et. al., 2020), y porque son verdaderamente malignos pero que no
progresan a canceres letales (Takano, 2017). EI MCPT se caracteriza por ser
carcinomas menores de 1 cm, se les suele encontrar de forma incidental y no trae
consigo riesgo alguno (Schmidbauer, et. al., 2017; Oh, et. al., 2018; Ito & Miyauchi,
2020), ademéas de que pueden presentar caracteristicas de variantes clasicas,
foliculares u oncociticas (Cano, 2009).

En el carcinoma papilar de células oxifilicas las células neoplasicas presentan
citoplasma granular abundante debido a la acumulacién de mitocondrias y los
ndcleos pueden ser hipercromaticos con aparente nucléolo (Cano, 2009). La
variante macrofolicular es definida como una neoplasia encapsulada cuyas células
tiene caracteristicas de CPT pero con un crecimiento macrofolicular que ocupa
alrededor del 50% del area tumoral (Teijeiro & Sobrinho, 2003).

Por su parte, en cortes histolégicos de CFT se puede observar una proliferacion
microfolicular sin cuerpos de psamoma y nucleos sin caracteristicas nucleares
tipicas del CPT (Figura 4B) (L6pez, 2009; Elizondo, 2014), ademas de mostrar
invasion vascular (Schmidbauer, et. al., 2017). En el caso de las variantes oncocitica

o de células de Hurthle, a menudo se clasifican como canceres foliculares, ya que



se derivan de la célula folicular, mas especificamente del epitelio folicular (Schneider
& Chen, 2013). Sin embargo, nuevos datos sobre su clasificacién emitidos por la
OMS, indican que el carcinoma de células de Hurthle y el CFT son entidades
separadas (Grani, et. al., 2018). Esta variante folicular representa aproximadamente
el 2% de los casos de CT (Gallardo, et. al., 2020).

A i) ’.)

Figura 4. Subtipos principales del cancer tiroideo. A. Corte histologico de Carcinoma papilar
tiroideo. Imagen con estructuras foliculares en un estroma esclerosado y aclaramiento de nucleos.
Tinciobn Hematoxilina-Eosina, visto a x100. B. Corte histolégico de Carcinoma Folicular tiroideo.
Imagen con microfoliculos, cordones y nidos sélidos. Tincion Hematoxilina-Eosina, visto a x40.

Tomado de Lopez, et. al., 2009.
Datos estadisticos

La tasa de supervivencia de los pacientes afectados con CT es muy variable,
dependen de la edad, el sexo y del tipo histolégico, asi como el grado de
diferenciacion (Chiganer, et. al.,, 2011; Raue & Frank-Raue, 2016). El CPT se
caracteriza por su excelente pronéstico con supervivencias arriba del 90%, después
de 10, 25 y hasta 40 afios (Zafén, et. al., 2010; LiVolsi, 2011; Lasserra-Sanchez, et.
al., 2014; Raue & Frank-Raue, 2016). Los microcarcinomas tienen un prondstico
excelente con tasas de supervivencia especificas de la enfermedad a 10 e incluso
15 aflos que superan el 99% (Schneider & Chen, 2013). ElI CFT tiene un peor
prondéstico en comparacion con el CPT. Las tasas de mortalidad oscilan entre el 5y
el 15%, aunque el tiempo de supervivencia aun se extiende décadas como en el

caso del CPT, su prondstico depende especialmente del grado de invasion capsular



y vascular (Schneider & Chen, 2013). Las tasas de supervivencia relativa a 10 afios
para pacientes con CFT y de células de Hurthle fueron de 85% y 76%
respectivamente (Tuttle, et. al., 2010).

Datos méas especificos arrojan cifras con un prondstico excelente, con una
supervivencia global relativa a 5 afios del 98.2% para todos los estadios, si es
localizada 99.9%, regional 98.2% y cuando existe metastasis un 56.2%. Ciertos del
CPT como la variante de células altas, variante de células columnares y la variante
esclerosante difusa tienen un peor prondstico al igual que otras variantes del CFT
(Gallardo, et. al., 2020). Uno de los mayores factores de riesgo de mortalidad
especifica por enfermedad es la presencia de metéstasis a distancia (Schneider &
Chen, 2013).

La incidencia del CT ha aumentado rapidamente en muchos paises desde la década
de los 80°s, mientras que la mortalidad se ha mantenido estable o se ha disminuido
de manera constante (Bray, et. al., 2018; Li, et. al., 2020). Esto se ha producido
principalmente por el diagnostico cada vez mayor de canceres de tiroides papilares
subcentimétricos o microcarcinomas (menores de 1 cm de diametro), en contraste
con tumores mas grandes y mas avanzados (Kitahara, et. al., 2017; Kiatahara &
Sosa, 2020). La mayoria de estos microcarcinomas son de naturaleza indolente, el
cual tiene poco potencial de causar morbilidad y mortalidad en los pacientes (Kuo,
et. al., 2019). Sin embargo la incidencia de CPT grandes ha aumentado casi al
mismo ritmo, lo que sugiere un aumento real de CT debido a una mayor exposicién
a factores de riesgo potenciales (Enewold, et. al., 2009; Kitahara, et. al., 2017). La
incidencia de otros tipos de CT, incluido el CFT, el CMT y las variantes mas

agresivas del CT, no han aumentado (Raue & Frank-Raue, 2016).

El aumento masivo en la deteccidn de pequefios carcinomas papilares (Vaccarella,
et. al., 2016) se debe al mayor uso de sistemas, imagenes y técnicas de diagnostico
mas avanzados (Morris, et. al., 2013; Mondragon-Teran, et. al., 2016; Schmidbauer,
et. al., 2017; Li, et. al., 2020), aunado con una mayor vigilancia médica y acceso a
mejores servicios de salud publica. Un gran nimero de estos canceres subclinicos

no habrian causado sintomas o la muerte sino se hubieran detectado (Morris, et.
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al., 2013), acortandoles la esperanza de vida y sin beneficio alguno de las cirugias
ni de los tratamientos adicionales (Udelsman & Zhang, 2014; Kitahara & Sosa,
2020). A este término le podemos denominar “sobrediagnostico” (Morris, et. al.,
2013).

El sobrediagndstico es sin duda el factor mas importante para demostrar el aumento
en la incidencia del CT. Sin embargo, también se debe a algunos factores de riesgo
ampliamente reconocidos o sospechosos como la radiacion ionizante en la infancia,
como radiacion médica, radiacion natural o por exposicion a accidentes nucleares
(Schlumberger, et. al.,, 2011; Udelsman & Zhang, 2014; Zimmermann & Galetti,
2015; Chang, et. al., 2017); un historial médico con antecedentes de bocio, nddulos
tiroideos o con cualquier otra alteracion tiroidea benigna (Kitahara, et. al., 2018;
Handelsman, et. al., 2019; Schiffmann, et. al., 2020).

Factores de riesgo

Los factores de riesgo potenciales del CT como son la inactividad fisica, la obesidad
y la diabetes, aunque hay evidencia de un riesgo reducido con el tabaquismo y el
alcoholismo. Se ha observado una asociacion positiva entre el indice de masa
corporal (IMC) o la obesidad y el riesgo de CT, siendo mas consistente en mujeres
que en hombres. También se observé que la gente que fuma se asocia con un alto
IMC asociado con el CT (Kitahara, et. al., 2011; Fussey, et. al., 2020). El peso al
nacer también se ha vinculado positivamente a algunas variantes de CT como el
CFT pero no el CPT (Aarestrup, et. al., 2019). La tendencia creciente del sobrepeso
y de la obesidad desde hace décadas puede explicar este aumento en los casos de
CT (Udelsman & Zhang, 2014; Handelsman et. al., 2019).

La Hormona Estimulante de la Tiroides (TSH) es un factor fisiologico de crecimiento
de las células foliculares y se ha demostrado que niveles altos de TSH se asocian
a un mayor riesgo de presentar CT (Fiore y Vitti, 2012; Handelsman et. al., 2019).
También se ha observado niveles altos de TSH en pacientes obesos y proporciona
un vinculo potencial entre la obesidad y la malignidad tiroidea (Handelsman et. al.,
2019; Fussey, et. al., 2020).
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Otros factores de riesgo potenciales en la carcinogénesis tiroidea y que han
contribuido en el aumento en la incidencia del CT son los carcindbgenos ambientales,
como los hébitos alimenticios, la vida en areas volcanicas y los elementos
xenobidticos (Nettore, et. al., 2018). Entre los habitos alimenticios destaca la ingesta
de yodo, oligoelemento esencial para la sintesis de hormonas tiroideas. Tanto la
deficiencia cronica del yodo como el exceso de yodo estdn asociado con
enfermedades tiroideas de células foliculares. (Knobel & Medeiros-Neto, 2007;
Nettore, et. al., 2018). Algunos otros estudios reportan la ingesta de nitratos y nitritos
asociados a un riesgo alto de CT, se encuentran presentes en la dieta y pueden dar
lugar a compuestos nitrogenados que son potentes carcin6genos en animales
(Ward, et. al., 2010; Aschebrook-Kilfoy, et. al., 2013).

Se ha informado de un mayor riesgo de CDT en algunas areas volcanicas del
mundo, como Hawai, Islandia, Polinesia Francesa, Nueva Caledonia y Sicilia, por
las concentraciones de metales pesados en el ambiente, consecuencia de la
actividad volcanica, siendo toxicas para las células vivas, promoviendo la
transformacion maligna (Ferrari, et. al., 2017; Vigneri, et. al., 2017; Nettore, et. al.,
2018). Finalmente, los xenobidticos (retardantes de llama, pesticidas, repelentes o
aislantes térmicos) también se han asociado con el riesgo de desarrollar CPT. La
exposicibn a compuestos xenobidticos en el medio ambiente, en el hogar o
absorbidos en la cadena alimenticia tiene efectos carcinogénicos (Ferrari, et. al.,
2017; Nettore, et. al., 2018).

El CT puede tener una predisposicion familiar y puede ocurrir como sindromes
hereditarios 0 como tumores aislados (Letelier, 2017). La mayoria de estos
carcinomas son esporadicos y al menos el 5% de estos pacientes tendran una
enfermedad familiar (Granados, et. al., 2009; Nosé, 2010). Los sindromes tiroideos
familiares derivados de células foliculares o carcinoma familiar de tiroides no

medular (CFTNM) se pueden dividir en 2 grupos clinico-patoldgicos.
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El primer grupo incluye sindromes como la Poliposis Adenomatosa Familiar,
Sindrome de Cowden, Complejo de Carney, Sindrome de Pendred y el Sindrome
de Werner. El segundo caso se presenta como canceres diferenciados, en donde
dos o mas familiares de primer grado presentan CDT. EI CFTNM no sindromético
da cuentas del 95% de los casos de CFTNM y la mayoria de ellos son papilares o
VFCPT (Nosé, 2010; Letelier, 2017).

Diagnostico del cancer de tiroides

El CT se presenta como un nddulo tiroideo (NT) que se detecta por palpacion o
frecuentemente por el descubrimiento en el cuello (Pacini & Castagna, 2012).
Aproximadamente un 10% de la poblacién adulta en general desarrollara un NT
palpable a lo largo de su vida, de los cuales solo el 5-10% seran malignos
(Castelblanco, 2014; Marreno, et. al., 2015). Mas del 90% de las lesiones pequefias,
no palpables y benignas nunca se convertiran en un problema o riesgo (Cabanillas,
et. al., 2016). Los NT malignos representan un desafio, debido a la poca precision
de los métodos de diagnostico para distinguir entre lesiones benignas y malignas, y
el mal manejo de la toma de muestra (Pacini & Castagna, 2012; Castelblanco,
2014). La identificacién de NT malignos en etapas tempranas es importante. Para
hacer la distincién entre los subgrupos de bajo y alto riesgo se necesita realizar una
exploracién fisica y una historia completa, investigaciones de laboratorio, ecografia
de cuello y para algunos pacientes seleccionados una biopsia o puncidn aspiracion
por aguja fina (PAAF) (Castelblanco, 2014; Cabanillas, et. al., 2016).

La ecografia es una técnica que permite la caracterizacion y valoracion de lesiones
de alto riesgo, y es el mejor método de diagnostico por imagenes para evaluar NT
(Fagin, et. al., 2016). La PAAF ha ayudado al manejo clinico de los NT,
disminuyendo a la mitad el nimero de intervenciones quirargicas (Marreno, et. al.,
2015), y es considerado el procedimiento diagnostico de primera eleccién para
diferenciar tumores benignos y malignos (Pacini & Castagna, 2012; Castelblanco,
2014; Marreno, et. al., 2015). No obstante las técnicas de diagndstico

convencionales, incluidas la ecografia de cuello y la PAAF no han podido

12



proporcionar un diagnostico definitivo en muchos casos (Xing, et. al., 2013). A pesar
de la gran utilidad de la PAAF y el avance en el diagnostico preoperatorio, alrededor
del 30% de los casos son clasificados como indeterminados. (Xing, 2008; Nikiforova
& Nikoforov, 2009; Castelblanco, 2014; Marreno, et. al., 2015; Khan & Zeiger, 2020).
Esto se debe a estrategias que todavia tienen limitaciones, son costosas, invasivas,
lentas y dependientes de instrumentos precisos y de personal técnico. Por lo que,
nuevos métodos de deteccidbn no invasivos tienen una gran demanda para el
diagnéstico del CT (Zou, et. al., 2020).

Hoy en dia, las pruebas moleculares han demostrado ser de gran provecho, son
utilizadas con mayor frecuencia, estableciendo una mayor precision en la
diferenciacion entre lesiones benignas y malignas (Ohori, et. al., 2010; Marreno, et.
al., 2015). La funcion de estos marcadores es complementar la PAAF, a fin de
mejorar la sensibilidad diagnéstica, evitando asi procedimientos quirdrgicos
innecesarios en pacientes con lesiones benignas (Chiganer, et al., 2011; Marreno,
et. al., 2015). Se ha demostrado que las mutaciones puntuales en la prueba de
BRAF puede mejorar con mayor exactitud del diagndstico de la citologia PAAF
indeterminada (Chung, et. al.,, 2006; Musholt, et. al.,, 2010; Xing, et. al., 2009;
Cafnadas-Garre, et. al., 2012). Ademas de BRAF se pueden considerar otros genes
y reordenamientos genéticos como RET-CPT, RAS y PAX8/PPRgamma. Sin
embargo BRAF se encuentra con mas prevalecia en los CT hasta en un 80% de los
casos (Nikiforova & Nikoforov, 2009; Nikiforov, et. al., 2009; Ohori, et. al., 2010).

Tratamientos

La cirugia sigue siendo la mejor opcién de tratamiento para la mayoria de los casos
de CDT (Castelblanco, 2014; Zou, et. al., 2020). La tiroidectomia se recomienda en
pacientes con tumores mayores de 1 cm, que son la mayoria de los casos y para
pacientes con CPT metastasica o invasiva. Pacientes con tumores de bajo riesgo
son sometidos a cirugias diagnosticas como la lobectomia, de los cuales en la
mayoria de los casos no es necesario (Castelblanco, 2014; Cabanillas, et. al., 2016;
Schmidbauer, et. al., 2017).
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La cirugia suele estar acompariada de la administracién de yodo radiactivo (I'31). Se
realiza para irradiar restos de tejido tiroideo remanente y posibles tumores
residuales (Pacini & Castagna, 2012; Schmidbauer, et. al., 2017). La terapia con
yodo radiactivo (1'3!) se recomienda en pacientes con CT de alto riesgo pero no en
pacientes de bajo riesgo, ya que las tasas de recurrencia y mortalidad son bajas
(Pacini & Castagna, 2012; Fagin, et. al., 2016). Este procedimiento reduce el riesgo
de recurrencia regional y facilita la vigilancia a largo plazo (Pacini & Castagna,
2012). Después de la tiroidectomia la terapia supresora de la hormona tiroidea es
una parte esencial para el tratamiento del CT, generalmente como monoterapia con
levotiroxina. Su objetivo es reemplazar la hormona tiroidea y suprimir el estimulo del
crecimiento potencial de TSH en células tumorales (Pacini & Castagna, 2012;
Schmidbauer, et. al., 2017).

Otras terapias recomendadas para pacientes con tumores persistentes, con
canceres mas avanzados y con peor pronéstico son la quimioterapia, la radioterapia
de haz externo y las nuevas terapias con inhibidores de la tirosina quinasa
(lenvatinib, sorafenib, sunitinib, cabozantinib, pazopanib, vandetanib) (Pacini &
Castagna, 2012; Castelblanco, 2014; Schmidbauer, et. al., 2017; Valerio, et. al.,
2017, Ancker, et. al., 2019). Se ha propuesto al sistema de sefializacién Notch como
un blanco modelo para el desarrollo de biofarmacos en la erradicacion de cancer
como inhibidores de la via Notch, por ejemplo, se han desarrollado proteinas
recombinantes y anticuerpos monoclonales dirigidos contra las repeticiones 11y 12
de la region EC de Notch (rh11-12) (Santos, et. al., 2006).

Mecanismos moleculares en el cancer de tiroides

En el CT el inicio y la progresion tumoral ocurren a través de una serie de
alteraciones genéticas y epigenéticas que conducen a la activacion de las vias de
sefalizacion de las proteinas quinasas activadas por mitdgenos (MAPK) y de la
fosfatidilinositol-3-kinasa (PI3K/Akt) (Xing, 2010; Nikiforov & Nikiforova, 2011;
Brehar, et. al., 2013; Song & Park, 2019). La activacién de ésta via transmite sefiales
desde la membrana plasmatica al nucleo y juegan un papel fundamental en la

regulacion de la proliferacion celular (Nikiforov & Nikiforova, 2011; Brehar, et. al.,
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2013; Cabanillas, et. al., 2016), la diferenciacion, adhesion, migracion, apoptosis y
supervivencia celular, cuando se activa de forma aberrante, en la tumorigénesis
tiroidea (Xing, 2008; Xing, 2010; Song & Park, 2019). Los genes mutados que
afectan a estas 2 vias codifican receptores de tirosina quinasa (RTK) en la
membrana celular (RET, NTRK1, VEGFR y ALK) capaces de activar varias
moléculas de la cascada de sefalizacion como BRAF, RAS, MEK, ERK, AKT vy
MTOR (Figura 5) (Nikiforov & Nikiforova, 2011; Haroon & Xu, 2019). Otras vias de
sefalizacion que también se encuentran afectadas son NF-kB, RASSF1-MST1-
FOXO3, WNT- B-Catenina, HIF1a y la TSHR (Castelblanco, 2014).

Receptor
) tyrosine
Y kinase

MAPK
pathway

AKT PISK-AKT
pathway

mTOR

Figura 5. llustracion de las vias de sefializacion MAPK y PI3K/Akt, involucradas en la

carcinogénesis tiroidea. Tomada de Nikiforov & Nikiforova, 2011.

Cuatro tipos de mutaciones constituyen la mayoria de las mutaciones que ocurren
en canceres derivados de células foliculares y tienen el mayor impacto en el
diagnéstico y prondstico de tumores; son mutaciones puntuales en BRAF y RAS asi
como en los reordenamientos RET-CPT y PAX8/PPARgamma (Nikiforova &
Nikoforov, 2009; Nikiforov & Nikiforova, 2011; Valerio, et. al., 2017). Estas
mutaciones podrian estar presentes en aproximadamente 90% de todas las

neoplasias tiroideas de origen folicular (Shibru, et. al., 2008).

15



La mutacion BRAF es una de las principales causas de activacion aberrante de la
via MAPK en canceres humanos (Xing, 2008). La mutacion mas comln es una
mutacion puntual en la posicion ¢.1799 del gen BRAF, que da como resultado
BRAFV600E y representa mas del 90% de todas las mutaciones de BRAF (Xing,
2008; Brehar, et. al., 2013; Cho, et. al., 2014; Acquaviva, et. al., 2020) de las mas
de 40 mutaciones identificadas en el gen BRAF (Xing, 2008). Existe una baja
frecuencia de la mutacion BRAFV600E en CFT (Haroon & Xu, 2019). Por otra parte,
RAS es una pequeiia proteina G que al unirse a factores de crecimiento RTK, activa
a las vias posteriores que conducen a la activacion de BRAF y a una cascada de
eventos que desencadenan la tumorigénesis tiroidea (Zafon & Obiols, 2009; Haroon
& Xu, 2019). Se han descrito mutaciones en los 3 genes RAS (HRAS, KRAS y
NRAS) asociados al CT y encontrados en algunas variantes histolégicas del CT
(Shibru, et. al., 2008; Brehar, et. al., 2013; Zafon & Obiols, 2009; Liu, et. al., 2020).
El gen RAS se encuentra mutado en CPT en muy pequefia porcidon con menos del
15% junto con los dominios quinasa de BRAF o de RTK como RET, NTRK y ALK, y
en CFT y VFCPT se encuentra en un 30 y un 50% de los casos (Fagin, et. al., 2016;
Haroon & Xu, 2019).

La segunda alteracion genética mas frecuente descripta en el CPT es el rearreglo
conocido como RET-CPT. RET es un protooncogén localizado en el cromosoma
10911.2, implicado en la carcinogénesis tiroidea del CPT (Chiganer, et al.,
2011). El protooncogén RET en el CPT se activa constitutivamente mediante la
fusion de su dominio de tirosina quinasa con la region 5'de otro gen generando asi
productos quiméricos denominados colectivamente RET-CPT (Khan, et. al., 2020).
Se han informado al menos 15 tipos distintos de RET-CPT, siendo RET-CPT1 la
forma mas comun, seguida de la RET-CPT3. La familia de translocaciones RET que
se dirigen al oncogén RET ocurre en aproximadamente el 7% de los casos y es
exclusivo del CPT (Shibru, et. al., 2008; Zafon & Obiols, 2009; Cabanillas, et. al.,
2016; Zhou, et. al., 2017; Haroon & Xu, 2019; Khan, et. al., 2020).
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El gen RAS se encuentra mutado en CPT en muy pequefia porcidbn con menos del
15% junto con los dominios quinasa de BRAF o de RTK como RET, NTRK y ALK, y
en CFT y VFCPT se encuentra en un 30 y un 50% de los casos (Fagin, et. al., 2016;
Haroon & Xu, 2019). En el caso del reordenamiento PAX8/PPRgamma se
encuentra mutado en un 30 y 50% de los casos halla dos en CFT y en la VFCPT
(Shibru, et. al., 2008; Pacini & Castagna, 2012; Brehar, et. al., 2013; Cabanillas, et.
al., 2016; Haroon & Xu, 2019).

Métodos de deteccion

En la actualidad, sélo 2 a 4% de los casos con cancer en el mundo responden a la
guimioterapia. Por otra parte, estos agentes farmacologicos producen graves
efectos secundarios, ademas de tener una efectividad limitada (Santos, et al., 2006).
En el caso del CT, no es diferente, recientemente se han aprobado tratamientos
para pacientes con CDT que no responden a los tratamientos marcados en las guias
actuales, y esto ha traido consigo una serie de efectos secundarios graves sin
beneficios de supervivencia para los pacientes y del que la quimioterapia no juega
un papel significativo en esta neoplasia (Schmidbauer, et. al., 2017). Por lo que, la
combinacion entre los métodos citoldgicos tradicionales y las técnicas de biologia
molecular empleadas para el diagndstico y el manejo clinico del CT, aln cuenta con
ciertas limitantes, siendo costosas, lentas, invasivas y técnicamente demandantes
(Paja, et. al., 2017; Oh, et. al., 2018).

La investigacion de ciertos biomarcadores, como proteinas o perfiles de expresion
proteica, han resultado de gran ayuda para esclarecer niveles de expresion de estas
moléculas, el cual son indicativos, ya sea, de un proceso biolégico normal o un
proceso patologico, por lo que, tienen un gran potencial en el diagnostico de
enfermedades, mejorando la deteccion y ofreciendo criterios de pronéstico, para la
busqueda de blancos terapéuticos en el tratamiento temprano y oportuno de
enfermedades, asi como su respuesta a estos tratamientos. En los ultimos afios

estos biomarcadores han ganado gran reconocimiento en la deteccion de
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enfermedades basadas en el mal funcionamiento de la actividad bioldgica celular, y
encontrar niveles anormales (ausencia o presencia) de estas proteinas nos puede
dar un indicio de alteracién celular debido a un proceso patolégico que se debe
esclarecer (Pedroza, et. al., 2012; Razo-Romero, et. al., 2021). La identificacion de
dichas proteinas que participan en las diversas etapas de una enfermedad ayudaria
a la comprension de las bases moleculares y la naturaleza de enfermedades como
el cancer o enfermedades autoinmunes. Las ventajas de los biomarcadores
proteicos radica en que son faciles de medir, técnicamente no complejo y de bajo

coste econdmico (Razo-Romero, et. al., 2021).

El método de evaluacion por inmunohistoquimica (IHQ) y la técnica de microarreglos
de tejidos (MAT) han resultado ser de mayor utilidad, al ser sencilla, asequible,
rapido de evaluar, faciles de aplicar y por hacer experimentos mas reproducibles
(Torhorst, et. al.,, 2001; Sun, et. al., 2015; Paja, et. al., 2017; Oh, et. al., 2018).
Mediante la técnica MAT se puede tener un gran nimero de muestras de tejido de
distintos tumores embebidos en un mismo bloque (Simon, et. al., 2003) para evaluar
simultdneamente un gran namero de proteinas o dianas moleculares con valor
diagndstico, predictivo o pronéstico en oncologia clinica (Torhorst, et. al., 2001;
Hernandez, et. al., 2009). Se ha visto en diferentes estudios que la IHQ puede ser
una alternativa para la deteccién de rutina en pacientes con CPT (llie, et. al., 2014;
Sun, et. al., 2015).

La IHQ es una herramienta utilizada en la investigacion, que proporciona
informacion complementaria sobre los tejidos (Castelblanco, 2014), basandose en
el uso de anticuerpos para identificar un antigeno especifico (Furukawa, et. al.,
2017). Esta técnica permite la deteccion, la localizacion y la cuantificacion de
proteinas celulares a través de anticuerpos monoclonales y/o policlonales,
contribuyendo en el diagnostico especifico de enfermedades, particularmente
neoplasicas, como carcinomas, brindando informacion relacionada al diagndstico
maligno, grado de agresividad o identificacién de variantes histolégicas (Duraiyan,
et. al., 2012; Castelblanco, 2014; Bibiano, 2016; De Dios & Acosta, 2018).
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Por lo tanto, la IHQ se ha convertido en una técnica crucial y de gran uso en muchos
laboratorios de investigacion médica, asi como en diagnosticos clinicos (Duraiyan,
et. al., 2012). Hemos propuesto una serie de marcadores inmunohistoquimicos
utilizando diferentes anticuerpos, para mejorar la exactitud en el diagnéstico e
intentar dar prondstico sobre el carcinoma tiroideo. Uno de los marcadores
inmunohistoquimicos con mayor uso en el diagnéstico y prondstico del CDT
derivado de células foliculares es en anticuerpo Notch1.

Via de Sefializacion Notch y SEL1L

La sefializacion Notch es una via de sefializacién altamente conservada que regula
las interacciones célula-célula. Dependiendo de los contactos célula-célula, los
receptores que pertenecen a esta familia, detectan sefiales del microambiente
circundante que inducen respuestas intracelulares (Piana, et. al., 2019; Moore, et.
al., 2020). Se considera que la sefializacion Notch juega un papel importante en las
decisiones del destino celular en diversos tejidos y en distintos tiempos de la
diferenciacion, a lo que, la desregulacion en esta via puede estar involucrada con el
desarrollo del cancer (Santos, et. al., 2006). Cuando se encuentra desregulada la
via de sefalizacién Notch puede conducir a la alteracion de varios mecanismos
como la regulacion epigenética, las modificaciones postraduccionales, la
sobreexpresion génica, las mutaciones (Hu, et. al., 2020), y a la transformacioén de
células madre, a la tumorigénesis (Morgan, et. al., 2013). Se demostrado que se
encuentra desregulado en muchos tipos de cancer, como es el céancer
cervicouterino (Santos, et. al.,, 2006; Song, et. al.,, 2008; Santos, et. al., 2011),
cancer de pancreas, el cancer de colon, el cancer de pulmoén, el cancer de mama,
el cancer de células renales, cancer prostatico, gliomas, linfomas, melanomas y
tumores hematopoyéticos (Santos, et. al., 2006; Cook, et. al., 2010; Yamashita, et.
al., 2013; Ntziachristos, et. al., 2014; Majumder, et. al., 2021; Guenter, et. al., 2021).

19



Notch es un receptor transmembranal que consta de 3 dominios en donde la
activacion de los receptores Notch se produce a través de los contactos entre
ligandos unidos en la membrana y el dominio extracelular del receptor de la célula
vecina. La translocacion del dominio del receptor intracelular en el nacleo genera la
transcripcion de genes que regulan una variedad de procesos (Figura 6) (Geers, et.
al., 2011; Kim, et. al., 2017), como el desarrollo celular, proliferacion, crecimiento,
migracion, diferenciacidon, angiogénesis y apoptosis celular (Santos, et. al., 2006,
Kim, et. al., 2017; Venkatesh, et. al., 2018; Moore, et. al., 2020). También se ha
observado que la sefializacién Notch podria desempefiar un papel clave en la
regulacion de la transicion epitelio-mesénquima y el fenotipo de células madre
cancerosas durante el desarrollo y progresion de los tumores (Kim, et. al., 2017;
Venkatesh, et. al., 2018; Piana, et. al., 2019). La via Notch se considera un objetivo
potencial y complejo de entender en diferentes neoplasias malignas, ya que se
asocia claramente en funciones oncogénicas y supresoras de tumores dependiendo
del contexto celular y el tipo de cancer (Park, et. al., 2012; Galic, et. al., 2013;
Ntziachristos, et. al., 2014; Piana, et. al., 2019; Hu, et. al., 2020; Guenter, et. al.,
2021).

La sefalizacién de Notch se compone de cuatro receptores, Notch 1, 2, 3y 4, y de
cinco ligandos, Delta 1, 3,4 (DLL1, DLL3, y DLL4), Jagged 1y 2 (JAGG 1y JAGG2),
tanto en humanos como en mamiferos (Figura 6) (Santos, et. al., 2006; Jaskula-
Sztul, et. al., 2015; Kim, et. al., 2017; Moore, et. al., 2020), siendo Notch 1 el
miembro méas importante y estudiado de esta familia de receptores (Santos, et. al.,
2006; Piana, et. al., 2019). Tanto Notch 1 como otros miembros de esta familia,
estan involucrados en el desarrollo del CT y juegan un rol muy importante en la
tumorigénesis tiroidea. La expresion de este receptor parece estar relacionada con
la invasividad tumoral en el CPT, lo que lo lleva a ser propuesto como un marcador
de mal prondstico en tumores diferenciados (Fu, et. al., 2016; Piana, et. al., 2019),
y en algunos casos se ha reportado que la expresion de este miembro conduce a la

supresioén del crecimiento tumoral en el CPT y CFT (Xiao, et. al., 2009; Somnay, et.
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al., 2017). El avance en la comprension de Notch en el CT es muy prometedor en

el desarrollo de nuevas estrategias de tratamiento (Guenter, et. al., 2021).

CYTOPLASM

CYTOPLASM

Figura 6. Vista general de la cascada de sefializacion Notch. Tomada de Ntziachristos, et. al.,
2014.
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SEL1L es una proteina adaptadora transmembranal que residente en el reticulo
endoplasmico, es altamente conservada, es un componente de la via de respuesta
a la proteina desplegada/degradacion asociada al reticulo endoplasmico
(UPR/ERAD), el cual tiene como funcion llevar a cabo un control de las proteinas
conservadas del reticulo endoplasmico (Mellai, et. al., 2020), actuando como un
guardidn para garantizar que se produzca el plegamiento adecuado de proteinas
antes de ser transportadas a su destino funcional (Ashktorab, et. al., 2012). Ademas
la via UPR/ERAD se desencadena debido a estrés celular, hipoxia, especies
reactivas de oxigeno y privacion de nutrientes, comunmente presentes en el
microambiente tumoral (Mellai, et. al., 2020). Existe una asociacion entre la proteina
SEL1L con la sefalizacion Notch al contribuir como un regulador negativo de la

familia de proteinas Notch (Biunno, et. al., 2006; Blancas, et. al., 2019).

SEL1L se encuentra involucrada en la progresion tumoral en varias neoplasias
malignas (Biunno, et. al., 2006; Cattaneo, et. al., 2011; Kim, et. al., 2015; Mellai, et.
al., 2015; Mellai, et. al., 2020), desempefiando un papel oncogénico o supresor
tumoral segun el contexto celular (Mellai, et. al., 2020). La funcién de SEL1L ain no
esta del todo claro, pero lo que si se sabe es que se encuentra desregulada a la
baja en el cancer de mama, de pancreas (Ashktorab, et. al., 2012; Kim, et. al., 2015;
Mellai, et. al., 2020) y adenocarcinoma ductal pancreatico (Biunno, et. al., 2006; Liu,
et. al., 2012; Mellai, et. al., 2015), y al alza en los canceres de prostata, pulmén,
cérvix, esofago (Ashktorab, et. al., 2012; Mellai, et. al., 2020), colorrectal y gliomas
(Mellai, et. al., 2015; Blancas, et. al., 2019; Mellai, et. al., 2020). Sin embargo, aun
no se han informado ningun dato sobre el papel de la proteina SEL1L en CT. Por lo
que, se abre una nueva linea de investigacion destinada a describir el papel de la
proteina SEL1L en el proceso tumorigénico del CT. Actualmente, no hay mucha
literatura sobre este gen, lo que resulta en la dificultad de generar una teoria precisa
sobre la funcion de la proteina (Biunno, et. al., 2006), pero, a pesar de ello, se ha
propuesto a SEL1L como un marcador de diagndéstico y prondéstico (Mellai, et. al.,
2015).
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La via de sefalizacion Notch ha demostrado estar intimamente involucrada en la
tumorigénesis de distintos tipos de neoplasias como el CT, por lo que se ha ganado
interés como diana terapéutica (Guenter, et. al., 2021). Existe poca evidencia de los
cuatro receptores Notch y en el caso de la proteina SEL1L, se describira por primera
vez su valor prondstico en pacientes con CDT. Se ha considerado el uso de paneles
de proteinas, proteinas recombinantes, péptidos sintéticos, anticuerpos
monoclonales, oligonucledtidos anti sentido y terapia génica, en el desarrollo de

agentes antineoplasicos, con prometedores resultados (Santos, et. al., 2006).

En la Tabla 3 se muestran las proteinas con las que se ha trabajado actualmente
en el CDT y que se sugieren como biomarcadores de positividad, de prondéstico y/o

con objetivo terapéutico.

Tabla 3. Proteinas utilizadas actualmente que desempefian un papel en el CDT como

biomarcadores de positividad, de prondstico y/o con obijetivo terapéutico.

Molécula Funcién Referencia

NOTCH1 Regulacion del comportamiento | Piana, et. al., 2019

y destino celular.

NOTCH2 Regulacion del comportamiento | En este estudio

y destino celular.

NOTCH3 Regulaciéon del comportamiento | Somnay, et. al., 2017
y destino celular.

NOTCH4 Regulacion del comportamiento | Geers, et. al., 2011
y destino celular.

SEL1L Participa en la homeostasis de la | En este estudio
via UPR/ERAD vy el destino
celular.
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2. OBJETIVOS

General

1. Evaluar la expresién proteinica de las moléculas de la familia de receptores
Notch 1-4 y de la proteina SEL1L en muestras de tejidos de cancer de tiroides

por la técnica de inmunohistoquimica.
Particular

1. Estandarizar las condiciones de inmunohistoquimica para cada anticuerpo vs
Notch 1, Notch 2, Notch 3, Notch 4 y SEL1L para el estudio de los tejidos con
cancer de tiroides en formato de microarreglo de tejidos (MAT).

2. Evaluar el nivel de expresion de las proteinas Notch 1, Notch 2, Notch 3,
Notch 4 en una serie de neoplasias tiroideas de distintas variables
histoldgicas del cancer tiroideo.

3. Describir por primera vez la expresion de la proteina SEL1L en muestras
neoplasicas de tejido tiroideo.

4. Analizar el nivel de expresion proteinica semicuantitativa de los MAT a través
del software FI1JI Image J.

5. Analizar los datos a través de la prueba estadistica paramétrica T de Welch.

6. Describir las proteinas estudiadas como posibles marcadores de prondstico
o dianas terapéuticas para el Céancer Diferenciado de Tiroides con el

propdsito de dilucidar el papel de cada molécula en el cancer de tiroides.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la actualidad los no6dulos tiroideos son muy comunes en la poblacion general y
su diagnostico sigue teniendo controversias para distinguir entre nédulos benignos
y malignos, siendo en su mayoria, benignos. Por lo tanto, se necesita de la
basqueda de ciertos marcadores que  caractericen mejor las
lesiones indeterminadas de lo que ya se ha hecho con los métodos citologicos y con
estudios de biologia molecular. La busqueda de estos marcadores de malignidad
es de gran importancia y confiabilidad, resultando muy Utiles para el prondstico,
diagnéstico diferencial 'y el posterior tratamiento del paciente. La
Inmunohistoquimica es una técnica confiable que puede servir como una
herramienta en el prondstico y en la deteccion de rutina en pacientes con cancer

diferenciado de tiroides.
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4. JUSTIFICACION

En la actualidad el cancer es una de las principales causas de morbilidad y
mortalidad en todo el mundo, dentro de los diferentes tipos de neoplasias que
afectan a mujeres, destaca el cancer de mama, el cervicouterino y el de tiroides. El
carcinoma de tiroides es la tercera causa de muerte, incidencia y prevalencia por
cancer en México, ocupando el primero y el segundo lugar el cAncer de pulmon 'y el

de préstata, respectivamente.

Lamentablemente el diagnéstico del cancer de tiroides ha sido controversial debido
al porcentaje tan variable para distinguir entre nédulos benignos y malignos, por lo
gue es adecuado buscar ciertas proteinas o paneles de proteinas para brindar un
buen prondstico/diagndstico y dar un mejor tratamiento a pacientes con cancer.
Ademas de proponerlos como marcadores de prondstico, blanco terapéutico o como
nuevas estrategias para el tratamiento del cancer de tiroides. Un marcador fiable
para el cancer diferenciado de tiroides en muestras de biopsias embebidas en
parafina fijjadas con formalina analizadas por Inmunohistoquimica son los
receptores Notch, por su importancia en los mecanismos moleculares descritos en

la seccion “Via de Senalizacion Notch y SEL1L” del apartado de marco tedrico.
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5. HIPOTESIS

La via de sefializacion Notch participa en diferentes mecanismos claves de la célula,
como son la proliferacion, diferenciacion y apoptosis. También se ha reportado que
tiene un papel relevante en diferentes carcinomas humanos. Se ha demostrado que
en el cancer de tiroides la familia de receptores Notch estan intimamente
involucrados en la tumorigénesis. Por tanto, al analizar la expresion de estos
receptores y la proteina SEL1L en diferentes tejidos de céncer de tiroides,
especificamente del cancer diferenciado de tiroides y de tejidos normales mediante
la técnica de inmunohistoquimica, se observara una sobreexpresion de los
receptores Notch y de la proteina SEL1L en los tejidos tumorales, lo cual nos llevara
a proponerlos como biomarcadores potenciales para el pronéstico y el desarrollo de

nuevas estrategias para el tratamiento del cancer de tiroides.
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6. METODOLOGIA

Para este proyecto se utilizaron bloques de parafina donadas por el archivo del
Departamento de Patologia del Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto” en San
Luis Potosi, México. Todos los casos fueron muestras quirargicas de diagnostico de

rutina, incluidas biopsias y todas con diagndstico confirmado.

Los moldes de parafina para los MAT se elaboraron con el equipo de centro de
inclusién de tejidos (Biomedical Embedding Center KD-BMII, China Jinhua kedi, Co.,
LTD). La construccién de los bloques de MAT se realizd a partir de cortes cilindricos
de 1.5 mm con el microarrayer de tejidos manual Quick-Ray (IHC WORLD, LLC) de
cada bloque que contiene las biopsias embebidas en parafina tejido normal y de
tejido con CT (Anexo 1). En el MAT se incluyeron biopsias de tiroides de 45
pacientes de los cuales se tomaron 4 biopsias de tejido normal tiroideo y 21 de
tumores malignos (incluyen biopsias de Macropapilar, Micropapilar, CPT clasico,
VFCPT, CPT variante oxifilica y CPT con variante células en estoperol. Cabe
sefalar, que las muestras fueron seleccionadas en base al diagndstico patolégico a
partir de la tincion por Hematoxilina y Eosina (H&E), para seleccionar el area de

interés en cada bloque.

Después de la construcciéon de los bloques de MAT con las biopsias embebidas,
fueron invertidas y calentadas a 50 °C durante 2 horas (Anexo 1). Posteriormente
se realizaron cortes con un micrétomo semiautomatico (modelo KD 3368, Keede),
ajustados a un grosor de 8 um. Los cortes se colocaron en portaobjetos limpios y
secos. Finalmente fueron secados en el horno de hibridacion y teflidos con H&E
para evaluar la integridad del tejido (Anexo 2). La inmunotincién se realizé utilizando

anticuerpos de conejo, el cual se explica en la tabla 3.
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Tabla 3. Condiciones de la inmunohistoquimica.

Anticuerpo y Fuente Desenmascaramiento | Concentracion
compaifiia antigénico del Ac
1 Notchl Conejo- | 80°C, Buffer de citratos 1:200
(Abcam ab52627) | monoclonal pH6, 2 minutos
2 Notch2 Conejo- Sin 1:800
(Novus Biologicals policlonal | Desenmascaramiento
NB600-879)
3 Notch3 Conejo- Sin 1:100
(Santa Cruz policlonal | Desenmascaramiento

Biotechnology, Inc.

sc-5593)
4 Notch4 Conejo- Sin 1:100
(Abcam ab33163) policlonal | Desenmascaramiento
5 SEL1L Conejo- Sin 1:200

(Abcam ab78298) policlonal | Desenmascaramiento

Previo a la IHQ, los cortes son desparafinados y rehidratados en concentraciones
decrecientes de etanol y agua destilada. Para el caso de Notchl se requirié de la
recuperacion del antigeno, que se realiza mediante calor por horno de microondas
siguiendo la técnica descrita por Corominas de 1997, modificada, durante 2 minutos
a una temperatura de entre los 80 y 100-C en tampon de citrato de sodio (10 mM
sodium citrate, 0.05% Tween 20, pH 6.0) (Anexo 3). Seguidamente las laminillas de
tejido fueron sumergidas en PBS 1X durante 10 minutos, previo al procedimiento de

tincion.

El procedimiento de inmunotincion se llevé a cabo de acuerdo a las especificaciones
de los kits Superpicture 3rd Gen IHQ Detection (Invitrogen, Life Technologies) y
SuperPicture Polymer Detection, para anticuerpos primarios de ratén, conejo o
cabra, respectivamente (Invitrogen, Life Technologies). La inhibicion de la

Peroxidasa endogena se realizdé con una solucion QUENCHING Peroxidasa 3%.
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Posteriormente se bloquearon los sitios de unién no especificos, utilizando 20
mg/mL de albumina de suero bovino (BSA). Las laminillas se incubaron 12 horas
durante la noche a 4-C en una camara humificadora con los anticuerpos primarios.
Pasada la noche se incub6 con HRP Polymer Conjugate (MACH 4 Universal HRP-
Polymer), seguido de un cromdgeno DAB (Betazoid DAB Chromogen Kit, Biocare
Medical, Lot. 081519). Una vez realizado esto, las muestras se deshidrataron en
etanol, se aclararon en Xileno, seguido de una contratincion con Hematoxilina y
finalmente fueron fijadas las muestras con resina sintética (Anexo 4). Los MAT se
observaron con un microscopio Leica DSM750, y de cada ndcleo se obtuvieron
fotografias en formato TIFF con el software LAS EZ v2.0.0 para Windows (Leica
Microsistema).

Cuantificacion de tincién

El andlisis IHQ de las imagenes de MAT obtenidas fue realizado con el software
gratuito de cédigo abierto FIJI de Image-J2 ( https:/ffiji.sc/ ). Los analisis de tincién
de las imagenes tomadas en formato TIFF se realizaron utilizando el plug-in Colour
deconvolution para el conteo de células y la medicion del &rea mediante un ajuste
en el umbral. El procedimiento se llevd a cabo como se indica en el manual de

“Analisis Inmunohistoquimico de imagenes en Image-J” (Anexo 5).
Andlisis estadistico

Los datos se expresan como la media + el error estdndar (SEM por sus siglas en
inglés). Los valores obtenidos de la cuantificacion de tincion se evaluaron
estadisticamente por medio de la prueba t de Student con correccion de Welch
utilizando el software GraphPad Prism version 9.3.1 para Windows (software
GraphPad Prism, San Diego, CA) con un nivel de confianza del 95%. Los valores

de P < 0.05 se consideraron estadisticamente significativas.
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7. RESULTADOS

Expresion de proteinas de la via de sefalizacion NOTCH y tumorigénesis en
el cancer diferenciado de tiroides.

Basandonos en la tincidn por la técnica de IHQ por MAT descrita en el apartado de
Metodologia, el cual se llevé a cabo en un total de 25 muestras procedentes del
archivo del Departamento de Patologia del Hospital Central “Dr. Ignacio Morones
Prieto” en San Luis Potosi, los cuales estuvieron representadas por 4 casos de tejido
tiroideo no tumoral (16 %) y 21 casos de neoplasias tiroideas malignas (84 %),
siendo 2 de Micropapilar (8 %), 8 de VFCPT (32 %), 3 de papilar clasico con variante
células en estoperol (12 %), 1 Macrofolicular (4%), 1 de CPT variante oxifilica (4 %)
y 6 de CPT (24%).

Se realiz6 un andlisis comparativo entre los niveles medios de expresion de las
proteinas de la via Notch en un MAT que contenia muestras de tejido normal y tejido
canceroso, donde, Notch 1 se incluyé como biomarcador o molécula clave, y Notch
2, Notch 3, Notch 4 y SEL1L como moléculas a analizar. La expresion del panel de
proteinas presentadas, muestra una mayor expresion diferencial en los tejidos
tumorales que en los tejidos normales, como se presenta en la Figura 4. Los tejidos
normales tiroideos exhiben niveles basales de proteina contra una fuerte
inmunoreactividad positiva observada en los tejidos tumorales. Sin embargo, Notch
1 mostré una inmunotincidn alta tanto en tejido tiroideo normal como en tejido
tumoral, pero no mayor que en tejidos tumorales, observandose patrones similares
de reactividad entre tejidos, esto también descrito por Kim, et. al., en el 2017. Ver

grafico 2.
Niveles de expresion de la via de sefializacién Notch.

El analisis comparativo se llevo a cabo entre la expresion media de los tejidos
normales y de los tejidos con CDT en funcién de los datos arrojados por el analisis
inmunohistoquimicos con el software FIJI de Image-J2. Segun nuestros hallazgos
obtenidos, los 5 conjuntos de datos obtuvieron una regulacion positiva. Con relacion

a los niveles medios de expresion en el CDT, Notch 1 y SEL1L mostraron una
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sobreexpresion en sus muestras respecto a las demas proteinas presentadas. Por
otro lado, Notch 2 y Notch 3 mostraron una clara baja expresion en comparacion
con las otras moléculas, ver grafico 2 y figura 5.

Figura 4. Tinciéon Inmunohistoquimica de los MAT. Imagenes representativas de los MAT en tejido
normal y en tejido tumoral. Muestras con tincion DAB/Hematoxilina de pacientes mexicanas, en las

gue se observa la diferencia de expresion entre tejidos y proteinas.
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Grafico 2. Porcentajes de expresion de cada area y por proteina en tejidos tumorales de cada

histotipo del CDT y de tejidos normales.
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Figura 5. Niveles de expresion de los receptores de la via de sefializacion Notch en CDT.
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Usando los datos arrojados de la prueba t en el software GraphPad Prism, se realizé
un analisis diferencial en la expresion media, acerca de los niveles de expresion de
los receptores de la familia Notch y de la proteina SEL1L en tejidos cancerosos y
en tejidos normales, este se puede ver resumido en la Tabla 4. De acuerdo a la
informaciéon del conjunto completo de proteinas, se analizaron y el R? ajustado
(0.6363 - 0.8780) mostro una alta positividad en la expresion de Notch 1, Notch 2,
Notch 3, Notch 4 y SEL1L en pacientes con CDT, entre los que destaca NOTCH1 y
SELIL.
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Tabla 4. Resumen de los resultados del andlisis estadistico arrojado por el software GraphPad

Prism por proteinas en el MAT.

Proteina Tipos Valor | Valor | AdjR? t Diferencia entre
celulares F P Student | medias =+ SEM
analizados

1.453 | 0.8595 | 0.8780 | t=5.957 | 21.63 +3.631
Tejido tiroideo
Notch 1 normal
VS.
Cancer
diferenciado
tiroideo

3.770 | 0.3008 | 0.7874 | t=5.601 | 19.72 +3.521
Tejido tiroideo
normal

Notch 2 VS.
Cancer
diferenciado
tiroideo

5.430 | 0.1885 | 0.6363 | t=4.449 | 17.78 + 3.995
Tejido tiroideo
normal

Notch 3 VS.
Cancer
diferenciado
tiroideo

6.572 | 0.1461 | 0.7915 | t=7.003 | 24.12 + 3.444
Tejido tiroideo
normal

Notch 4 VS.
Cancer
diferenciado
tiroideo

1.575 | 0.4535 | 0.8037 | t=3.924 | 23.90 + 6.090
Tejido tiroideo
normal

SEL1L VS.
Cancer
diferenciado
tiroideo
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8. DISCUSION

El potencial clinico de los perfiles moleculares en el tratamiento del CT cada vez se
reconoce mas, aunque para el desarrollo personalizado sigue estando limitado por
la escasez de marcadores biol6gicos adecuados con valor prondstico y terapéutico,
alo que lleva, a la busqueda en la capacidad de controlar y describir la sefializacion
de Notch que contenga una gran relevancia para pacientes con CT (Inder, et. al.,
2017).

La sefalizacion de Notch es una via fundamental involucrada en muchos aspectos
de la biologia del cancer (Majumder, et. al., 2021), esta intimamente involucrada en
la regulacién de muchos procesos del destino celular durante el desarrollo y la
homeostasis de una amplia gama de tejidos (Piana, et. al., 2019; Mahumder, et. al.,
2020). Por lo que, su desregulacion se relaciona con multiples enfermedades en
humanos (Wang, et. al., 2016). La via Notch se le ha visto implicada en la
patogénesis de distintos tipos de cancer (Yamashita, et. al., 2013), en el CT se le
ha asociado con funciones oncogénicas 0 supresoras tumorales y han sido
ampliamente reconocidas (Piana, et. al.,, 2019; Hu, et. al.,, 2020). En total, los
humanos expresan cuatro receptores Notch: Notch 1, Notch 2, Notch 3 y Notch 4,
si bien, el papel de Notch 1 en canceres humanos ha sido muy bien estudiado
(Jaskula-Sztul, et. al., 2015), existen muchos menos datos sobre los 3 miembros
restantes de la familia de receptores Notch y hasta donde sabemos, este informe
proporcionaria la primera investigacion y descripcion de la expresién de la proteina
SELI1L en el CT, especificamente en CDT por la técnica de inmunohistoquimica.

Notch 1 es el prototipo y, por mucho, el miembro mas estudiado de esta familia de
receptores. Notch 1, como otros miembros de esta familia, ha estado involucrado
en el desarrollo del CT (Piana, et. al., 2019). Hay distintos articulos que sugieren
gue Notch 1 tiene un papel contradictorio, porque se encuentra asociado tanto con
la tumorigénesis como en la supresiéon tumoral (Park, et. al., 2012; Piana, et. al.,
2019).
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Por ejemplo, Ferreti et. al., informd sobre la expresion a la baja de la proteina Notch
1 en los tejidos con cancer de tiroides, incluido el CPT, comparado con los tejidos
tiroideos normales, lo que sugiere, que podria estar relacionado con la supresion
tumoral en algunos histotipos de CT. De igual forma Xiao, et. al., mostro el papel de
Notch 1 como un potencial supresor de tumores en lineas celulares de CFT y de la
linea DRO de CPT con inhibidores de HDAC. Por su parte, Yu, et, al., describe que
los niveles de expresion de Notch 1 se encuentran a la baja en muestras de CDT
en comparacion con los tejidos tiroideos normales y, que la disminucion de la
expresion de Notch 1 en CDT se asocia con factores clinico-patologicos y una tasa

de recurrencia mayor.

Paralelamente, Park, et. al., y Yuan, et. al., observaron que la sobreexpresion de
Notch 1 puede desempefar un papel oncogénico en el CPT y se correlaciona con
una mayor presencia de metastasis ganglionares, extension extratiroidea y un
mayor tamafio tumoral. De igual forma se ha documentado que la sobreexpresion
de Notch 1 juega un papel en la invasion metastasica en otros tipos de células
cancerosas (Wang, et. al., 2006; Zhang, et. al., 2010; Chen, et. al.,, 2015).
Yamashita, et al., observé una regulacion positiva de la expresion de Notch 1 en
muestras de tejido humano de CPT y en un modelo de raton. Finalmente en 2019,
Piana, et. al., demuestra que la expresion de Notch 1 esta restringida a las células
tumorales y se asocia significativamente con el fenotipo maligno en los tumores
derivados de foliculos, ademas de que la expresion de Notch 1 se asocia en gran
medida con el CPT, mientras que su expresion en tumores pobremente

diferenciados es menos consistente.

Es importante destacar que los autores concluyeron que una mayor sefializacion de
Notch 1 en CPT podria contribuir a un mal prondstico para los pacientes,
enfatizando un papel oncogénico de la sefializacién de Notch en CPT. (Guenter, et.
al., 2021). Con base en el presente estudio, demostramos mediante el andlisis
inmunohistoquimico, la inmunoreactividad positiva de la proteina Notch 1, el cual

tiene un patron de expresion general y que ademas, por lo descrito en nuestros
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resultados y en varios estudios anteriores, la sobrexpresion de Notch 1 juega dos
papeles importantes; un papel oncogénico en muestras de CDT y un papel
prondstico maligno. Posiblemente, como se ha observado en cancer de pancreas,
cancer de colon y en el carcinoma quistico adenoide salival, la eliminacion y la
regulacion a la baja de Notchl ha llevado a ser propuesto objetivo candidato en la
terapia contra el cancer, por lo que, su modulacion podria servir como una objetivo
diana también para los canceres de tiroides en humanos, especificamente en los
CDT, todo dependiendo en gran medida del contexto celular. Sin embargo, aun se

necesita de mas investigaciones a largo plazo.

Se ha demostrado que Notch 2 induce muchos de los mismos efectos biologicos
gue Notchl en tumores de origen neuroendocrino (Truong, et. al., 2011). La
sobreexpresion y el papel oncogénico de Notch 2 se han observado en numerosos
tipos de cancer humano y tiene el potencial de servir como biomarcador predictivo
en una variedad de cénceres. (Wang, et. al., 2016). En el CT y en tumores
carcinoides, Notch 2 tiene efectos supresores de crecimiento y proapoptoticos
(Galic, et. al., 2013).

Se hayaron niveles bajos pero relevantes de inmunoreactividad en Notch 2 en
tejidos tumorales de CT por esta técnica en nuestro estudio, de manera similar a lo
reportado por Gallo, et. al., en el 2018, donde reporta una regulacién ligeramente
baja en tres lineas celulares de cancer analizadas en comparacion con tirocitos
normales. La expresién de Notch 2 es variable y pueden estar relacionados con
factores de enfermedad mas agresivos. Sin embargo, aunque los datos no son tan
expresivos como las demds proteinas analizadas, estos hallazgos sugieren un
papel de oncogén para Notch 2 en el CDT. Por otro lado, en un estudio en CMT, se
demostré que el Reservatrol suprime el crecimiento celular e induce la apoptosis,
por el cual, Notch 2 se encuentra al alta en el CMT (Truong, et. al., 2011).
Considerando lo dicho por la literatura y nuestros datos, se sugiere a Notch 2 como
un biomarcador predictivo de enfermedad agresiva en el CT, se sugiere realizar mas

investigaciones sobre esta proteina.
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La mayoria de la literatura que describe la sefializacidon Notch en el CT se centra
principalmente en la isoforma 1 (Notch 1), seguida de Notch 3 (Guenter, et. al.,
2021). Notch 3 parece estar directamente implicado en la proliferacién e invasion de
células cancerosas, destacando como un receptor clave en la tumorigénesis tiroidea
(Inder, et. al., 2017). La activacion de Notch 3 en el CT ejerce un efecto
antiproliferativo induciendo la apoptosis restaurando elementos de un fenotipo
diferenciado y prediciendo el prondéstico de la enfermedad. En los especimenes de
tiroides con fenotipos menos diferenciados y mas malignos del CT los niveles de
expresion de Notch 3 fueron bajos (Somnay, et. al., 2017). Sin embargo, la
sobreexpresién de Notch 3 se ha correlacionado con la recurrencia del tumor,
metéstasis, diferenciacién anormal y a un mal pronéstico (Morgan, et. al., 2013;
Inder, et. al., 2017).

Somnay, et. al., demostré que las caracteristicas clinicas asociadas con peores
resultados se correlacionan fuertemente con niveles bajos de Notch 3, por lo que
esta proteina podria ser capaz de restaurar un fenotipo mas diferenciado y
desempeniar un papel en la terapia de rediferenciacion del cancer de tiroides. Park,
et. al, por su parte, describi6 la isoforma de Notch 3 por IHQ correlacionandolo con
parametros clinico-patolégicos en pacientes con CPT, arrojando una expresion

significativa pero no vinculadas a variables de prondstico.

Nuestros datos nos dan como resultado una baja pero relevante expresion en Notch
3, que asociado con lo descrito por Somnay, et. al. Inferimos que Notch 3 se
correlaciona definitivamente con la malignidad del CT y la baja expresién puede
indicar el fenotipo desdiferenciado que tiene las muestras usadas en el estudio.
Demostrando que la expresion de este receptor disminuye en muestras de tumores
menos diferenciadas y malignas como son los CPT y los CFT, asi como sus
variantes. Lo que sugiere, que una modulacién baja en la expresion de Notch 3
podria servir como diana terapéutica para el desarrollo personalizado de terapias
contra el CT. De nuevo se menciona que se necesita realizar mas estudios

in vivo e in vitro para describir la relacion entre la expresion de Notch 3y el CT.
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Existe una investigacion minima sobre el receptor Notch 4 y el CT (Santos, et. al.,
2011; Guenter, et. al., 2021). En 2011, Geers, et al., nos reporta sobre la
sobreexpresion de Notch 1, Notch 4 y DLL4 especialmente en CPT, y sugiere que
esta via puede desempenfiar un papel en la carcinogénesis y angiogénesis tiroidea.
Al contrario, Gallo, et. al., informa sobre niveles de expresion bajos y variables en
las lineas celulares de CPT. En un estudio de expresién en cancer gastrico, Notch
4 mostro altos niveles de transcripcidén asociada con una baja supervivencia (Hu, et.
al., 2020). Como se puede ver en el apartado de Resultados, nosotros encontramos
una inmunopositividad de la proteina Notch 4 en el CDT y al compararlos con los
datos de Geers, et al., podemos ver una relacion similar en la sobreexpresion de la

molécula en CPT.

Las funciones individuales y sinérgicas de cada receptor NOTCH aln no se conocen
del todo en el CT. Al existir una mayor comprension de cémo funciona la
sefalizacion de NOTCH en el CT, se podria llevar al avance en la busqueda de
mejores estudios y ensayos clinicos centrados en este receptor que produzcan
mejores resultados para los pacientes (Guenter, et. al., 2021), ya que esta via es
esencial en las caracteristicas del cancer y se considera como un objetivo potencial
en varias neoplasias malignas, tanto hematolégicas como tumorales (Piana, et. al.,
2019).

En conclusién, en nuestros ensayos y los datos reportados en la bibliografia, se
reafirma que cualquier desequilibrio en los receptores de la via de sefalizacién de
Notch influye en el potencial maligno en el cancer de tiroides, especialmente en las
variantes histolégicas del CDT. En general, este estudio proporciona evidencia de
que la familia Notch podria convertirse en blancos potenciales para el tratamiento y
como biomarcadores en el prondstico del cancer tiroideo, dirigido en el CDT, del
cual, mas del 80% son de este subtipo neoplasico. Para darle veracidad a esta
hipotesis, se realizd una tincion inmunohistoquimica mediante MAT para cada
miembro de receptores Notch: de Notchl a Notch 4, observando una importante
expresion de cada proteina en tejidos de pacientes con CDT en comparacion con

tejidos normales tiroideos. Notch 1 muestra una mayor expresion que los otros
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receptores Notch, lo que concluye a que la sefializacion de Notch 1 esta involucrada

en el desarrollo de enfermedad Vs. Notch 2, Notch 3 y Notch 4.

Respecto a SEL1L en cancer, la expresion de esta proteina se ha observado en
adenocarcinoma ductal pancreético y se propuso como un marcador de diagndstico
(Liu, et. al., 2012), de igual forma en cancer de colon (Ashktorab, et. al., 2012). Por
lo que, nuestro grupo de trabajo reporta esta proteina como un posible marcador en
el prondstico del CT. Sin embargo, se necesita estudiar mas a fondo para conocer

sobre su papel en la tumorigénesis tiroidea.

Esta es la primera descripcion de la expresion de SEL1L en células de origen
folicular de la tiroides y su papel de expresion que desempefia tanto en tejidos
normales tiroideos, como en tejidos tumorales de CDT por la técnica de IHQ. Los
resultados evidencian un nivel de expresion alto, como el receptor Notch 1. Asi, es
posible confirmar que la sobreexpresion de SEL1L esta asociado con la
tumorigénesis tiroidea y progresion tumoral no solo en canceres de prostata,
pulmén, cérvix, eséfago y colorrectal, sino ahora también en el CT, especificamente
en muestras de CDT, desempefiando un papel oncogénico en esta neoplasia. Se

propone por lo tanto a SEL1L, como un marcador potencial en carcinomas tiroideos.
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9. CONCLUSION

En este estudio llevamos a cabo investigaciones para dar a conocer cémo la
sefalizacion Notch se ve afectada y alterada en pacientes con CT, ademas de que
se identificaron factores clave en la carcinogénesis tiroidea que deben evaluarse
mas a profundidad para el desarrollo de terapias contra el CT. Se presentaron las
condiciones estandar de cada anticuerpo presentado para la realizacion de la

inmunohistoquimica por microarreglos de tejido.

Se analizaron los niveles de expresion de los 4 receptores Notch y de la proteina
SEL1L entre muestras de tejidos tiroideos normales vs la de pacientes con CDT, y
de acuerdo con los resultados del andlisis, las muestras con CT tuvieron una
expresion positiva frente a las muestras normales, habiendo una mayor expresion
en las proteinas Notch 1 y SEL1L. Las evidencias que se presentan, junto con los
antecedentes bibliograficos indican que el sistema de sefializacién Notch es un gran
candidato en la terapia contra el CT, por lo tanto, su modulacién ofrece una nueva
estrategia para el tratamiento de los canceres tiroideos y sus variantes. La
sobreexpresion de la familia Notch es prometedora y refuerza la propuesta de
usarlos como biomarcadores de prondéstico y posiblemente en el diagndstico del
cancer tiroideo, dado los resultados diferenciales con respecto al tejido normal.
Estudios similares han reportado que los receptores Notch pueden utilizarse como
marcadores de prondstico y/o diagnostico tanto para el CT como para otras
neoplasias malignas. Ademas, se debe avanzar en el entendimiento de las bases
moleculares de esta neoplasia, y de igual forma, seguir buscando mejores ensayos
clinicos centrados en la familia Notch que proporcionen nuevos blancos

terapéuticos para llevarlos a la practica clinica en beneficio de los pacientes con CT.

Finalmente, se reporta la primera semicuantificacién en los niveles de expresion
proteica en los cuatro miembros de la familia Notch y la primera descripcién en la
expresion de SEL1L en tejidos tumorales tiroideos mediante el uso de microarreglos
de tejidos por la técnica de inmunohistoquimica, asi como el papel que desempefia

la sefalizacion de Notch en la tumorigénesis tiroidea.
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10. PERSPECTIVAS

Se sabe que los miembros de la via Notch se encuentran desregulados en el cancer
de tiroides y su posible modulacion con algan agente o molecula puede brindar una
diana terapéutica para el tratamiento del cancer tiroideo, sin embargo, se requieren
mas estudios para confirmar y validar esta propuesta, asi como, se necesita de mas
estudios para validar el panel presentado como biomarcadores en el pronéstico y/o
diagnéstico del cancer tiroideo. Por tanto, se proponen las siguientes perspetivas

para futuras investigaciones:

1. Estudiar mas los miembros poco estudiados de la familia Notch (Notch 2 y 4)
para probar su utilidad como biomarcadores del cancer tiroideo.

2. Estudiar méas a fondo la proteina SEL1L para conocer mas sobre su papel en
la tumorigénesis tiroidea.

3. Ampliar la cantidad de muestras a analizar y realizar un estudio comparativo
por variantes con el panel de proteinas que se presenta.

4. Analizar el panel de proteinas en muestras de carcinoma de tiroides
pobremente diferenciado y de carcinoma de tiroides derivado de células C
parafoliculares.

5. Agrandar el panel de proteinas presentado, con el fin de conocer mas

moléculas involucradas en la tumorigénesis tiroidea.
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ANEXOS

Anexo 1. Preparacion de bloques de parafina.

1.

© N o g &

Encender el equipo y colocar la parafina en el equipo hasta que caliente de
70 — 80 °C por 30 minutos.

Colocar el molde por unos minutos en el congelador (para evitar la formacion
de burbujas alrededor de las barras).

Verter la parafina liquida al molde en un solo paso hasta cubrir las barras.
Golpear despacio el molde para remover las pequefias burbujas formadas.
Poner sobre el molde un casete para embeber.

Solidificar la parafina en el molde y el casete a temperatura ambiente.
Separar lenta y delicadamente el molde del casete.

Quitar exceso de parafina de la periferia del casete del bloque.

Extraer el tejido marcado del bloque donador, colocando el bloque donador
en una superficie planay horizontal. Colocar perpendicularmente la punta del
microarrayer de tejidos, insertdndola lentamente a una profundidad de 5 mm.
Liberar lentamente el tejido extraido en el hoyo correspondiente del bloque
receptor. Presionar ligeramente todos los nucleos de tejido para que cada

uno queden al mismo nivel.

10. Poner el bloque bocabajo sobre un portaobjetos y meter a horno a 50°C por

2 horas, con la finalidad de que los nucleos de tejido se adhieran a los hoyos
del bloque.

11. Dejar que el bloque de MAT se enfrié y solidifique para posteriormente

realizar los cortes correspondientes.
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Anexo 2. Corte con micrétomo, procesamiento de laminillas, procedimiento
de desparafinizacion, procedimiento de rehidratacion, tincion con

Hematoxilinay Eosinay fijacién de muestra.

Corte con micréotomo

1. Colocar el molde del MAT con la muestra en el micrétomo.

2. Ajustar las micras de espesor del corte en la pantalla LSD, las muestras
deberan tener un grosor de 8 micras.

3. Verificar que la navaja se encuentra en posicion, fijada correctamente y con
filo; si se ha terminado el filo de un lado de la navaja, moverla hacia el otro
lado no usado, teniendo cuidado de no rozar el filo.

4. Antes de iniciar el corte, cerciorarse siempre de que todos los mecanismos
de sujecion estan apretados con seguridad.

5. Pulir la cara del bloque cortando suavemente unas pocas secciones finas.
Ayudado de una gasa humeda con etanol al 50% colocar y dar un masaje a
la muestra (evitar empujar la muestra), para ayudar a que la parafina se
endurezca.

6. Iniciar con una carrera de corte uniforme y lenta; no pare ni reinicie durante
una carrera de corte ya que esto produciria franjas de diferentes grosores a
lo largo de la seccion (3 o 4 cortes por carrera).

7. En cuanto se haya terminado la carrera si hay residuos, eliminelos, volver a
enfriar el bloque masajeando con etanol 50% y comenzar de nuevo.

8. Los cortes realizados se colocan en un portaobjetos con etanol al 50% para
expandirlos ligeramente. Se separardn las diferentes muestras de los cortes
con una navaja.

9. Con un movimiento de barrido suave, coloque las secciones con el lado liso
(brillante) hacia abajo para eliminar arrugas. Las secciones se pueden dafiar
con mucha facilidad al quitar las arrugas o burbujas con un cepillo o pinzas.

10. Dejar flotando las muestras seleccionadas en bafio Maria a una temperatura

gue oscila entre los 45°C el tiempo suficiente para que se alisen las muestras.
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Deje flotar las secciones con cuidado en agua limpia que no tenga burbujas
ni residuos de la seccion (para evitar una contaminacion entre si).

11.Con un porta objetos limpio, sin grasa ni polvo introducir de forma vertical y
con la inercia del agua la muestra de tejido con la mejor orientacion que se
requiera, teniendo cuidado de tratar de no cortar la muestra en el agua
porque esta puede dafarse.

12.Escurrir los portaobjetos con los cortes verticalmente hacia abajo para
eliminar el exceso de agua. Dejar secar las secciones durante un tiempo de

entre 10 y 30 minutos.
*Realizar el procedimiento para desparafinar
*Realizar la tincién Requerida

Procedimiento de desparafinacion y rehidratacién

Sumergir las laminillas preparadas en las siguientes soluciones: 15x Xileno (15x =

15 veces).
*Dejar escurrir entre cada paso.

Sumergir la laminilla durante 10 minutos en Xileno.
Sumergir en otra cubeta de Xileno 15x.

3 cubetas con alcohol absoluto (15x en cada uno).
3 cubetas con alcohol 96% (15x en cada uno).
Dejar escurrir el alcohol unos segundos.

Enjuagar en 1 cubeta de agua destilada (15x).

N o ok wDbdhdE

Dejar secar los portaobjetos con los cortes verticalmente hacia abajo para

eliminar el exceso de agua.
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Tincion con Hematoxilinay Eosina

Los tiempos de tincién que se llevé a cabo fueron los utilizados por la Dra. Angélica

del Hospital de la salud de San Luis Potosi.

* Dejar escurrir entre cada paso.

1.
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Sumergir la laminilla en Hematoxilina por 11 minutos
Enjuagar en 2 cubetas de agua (15x en cada uno).
5x inmersiones en alcohol de 96-

Sumergir la laminilla en Eosina por 5 minutos

3 cubetas con alcohol 96% (15x en cada uno).

3 cubetas con alcohol absoluto (15x en cada uno).

2 cubetas de Xileno (15x en cada uno).

Dejar secar unos minutos verticalmente hacia abajo

Fijacion de la muestra

1.

Después del secado en el horno y la tincidn, colocar sobre el tejido una gota
de resina sintética.

Colocar el cubreobjetos en un angulo de 45 grados para evitar la formacion
de burbujas, presione ligeramente la laminilla hasta que la resina se disperse
a lo largo del cubreobjetos y porta objetos, asegurando de que cubra el
residuo.

*Si es necesario el aire de las orillas se puede quitar, esto rodeando los
bordes con un aplicador de madera mojado previamente en xileno.

Limpie y rotule correcta y precisamente las laminillas para observar al

microscopio.
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Anexo 3. Recuperacion del antigeno mediante calor por horno de microondas,
Corominas, 1997 modificado.

*Se realiza antes de comenzar la IHQ y del bloqueo con las peroxidasas.

*No dejar que las preparaciones se sequen, si es asi colocar mas solucién de

desenmascaramiento.

1. Se colocan las preparaciones en el horno de microondas.

2. Cubrir las preparaciones con el tampon de citrato de sodio (Citrato de sodio
10mM, Tween 20 al 0.05%, pH 6.0) (Reactivo 1).

Colocar 1.45 minutos en el horno de microondas. Se observara el hervor.

4. Retirar las preparaciones del microondas y dejar atemperar por 15 minutos a
temperatura ambiente con vapor de la solucién de desenmascaramiento.
Repetir la operacion de 2 a 3 veces.

6. Lavar 2 veces con solucion PBS las laminillas por dos minutos para eliminar

la solucién y neutralizar la acidez.
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Anexo 4. Técnica de inmunohistoquimica.

*Evitar que las muestras se sequen, utilizando camara de humedad.

*Realizar los lavados correspondientes entre cada paso.

Superpicture 3rd Gen y SuperPicture Polymer Detection

Reactivo A Peroxidase Quenching Solution

Reactivo B1 HRP Polymer Conjugate

Reactivo B2 HRP Polymer Conjugate

Reactivo C1 DAB Substrate Buffer

Reactivo C2 DAB Chromogen

Portaobjetos de control y muestra

*Son necesarios tres portas de control para la interpretacion de los resultados.

1. Control Tisular Positivo: un espécimen, procesado de la misma manera

que el desconocido, contiene el antigeno que debe tefiirse.

*Para obtener la muestra control se utiliza el anticuerpo primario sobre el
tejido normal 100 ul por cada corte

Control Negativo: Un espécimen, procesado de la misma manera que el
desconocido, no contiene el antigeno que se debe tefiir.

*Se afiade solucion PBS 1X, 100 pul o lo suficiente para cubrir completamente

la muestra

Protocolo de tincion.

A. Solucion QUENCHING peroxidasa 3%

1.

Para tejidos en parafina, afiadir 2 gotas (100 pl) a cada corte, o lo suficiente
como para cubrir completamente el tejido.
Incubar durante 5 minutos.

Enjuagar con agua destilada.
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4. Enjuagar con PBS 1X (2 minutos, 2 veces).
B. Blogueo de peroxidasa enddgena.

1. afadir 2 gotas (100 pl) a cada corte, o lo suficiente como para cubrir
completamente el tejido.

2. Incubar durante 10 minutos.

3. Enjuagar con agua destilada.

4. Enjuagar con PBS 1X (2 minutos, 2 veces).

C. Anticuerpo primario.

1. AdAadir 2 gotas (100 pl) de ANTICUERPO PRIMARIO a cada corte, o lo
suficiente como para cubrir completamente el tejido.
2. Incubar en una cAmara de humedad durante toda la noche a 4°C.

3. Enjuagar con PBS 1X (2 minutos, 3 veces).
D. HRP POLYMER CONJUGATE

1. Anadir 2 gotas (100 pl) de la dilucion 1:100 de MACH 4 UNIVERSAL 1 HRP
a cada corte, o lo suficiente como para cubrir completamente el tejido.

2. Incubar durante 20 minutos.

3. Enjuagar con PBS 1X (2 minutos, 3 veces).

4. Anadir 2 gotas (100 pl) de la dilucién 1:100 de MACH Polymer a cada corte,
o lo suficiente como para cubrir completamente el tejido.

5. Incubar durante 30 minutos.

6. Enjuagar con PBS 1X (2 minutos, 3 veces).

E. DAB CHROMOGEN

1. Anadir 2 gotas (100 pl) de la mezcla del reactivo C1 y C2 a cada corte, o lo
suficiente como para cubrir completamente el tejido.

2. Incubar durante 30 minutos.

3. Enjuagar bien con agua destilada 2 minutos.

4. Enjuagar con PBS 1X 3 veces de golpecito.
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5. Realizar contratincion con Hematoxilina y realizar la fijacion de la muestra.

Contratincidon con Hematoxilina

1. Sumergir la laminilla en Hematoxilina por 5 minutos

2. Sumergir en agua destilada 15x (15 veces) o hasta que desaparezca el
colorante

15x inmersiones en alcohol de 96

15x inmersiones en alcohol de 96-

15x inmersiones en alcohol absoluto

15x inmersiones en alcohol absoluto

15x inmersiones en Xileno

15x inmersiones en Xileno

© © N o 0o bW

Dejar secar unos minutos verticalmente hacia abajo

Fijacion de la muestra

1. Después de la tincién, colocar sobre el tejido una gota de resina sintética.

2. Colocar el cubreobjetos en un angulo de 45 grados para evitar la formacion
de burbujas, presione ligeramente la laminilla hasta que la resina se disperse
a lo largo del cubreobjetos y porta objetos, asegurando de que cubra el
residuo.
*Si es necesario el aire de las orillas se puede quitar, esto rodeando los
bordes con un aplicador de madera mojado previamente en xileno.

3. Limpie y rotule correcta y precisamente las laminillas para observar al

microscopio.
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Anexo 5. Andlisis inmunohistoquimico de imagenes en FUJI

ImageJ.

1. Abrir Imagen tefida por IHQ. File—Open.

(]
Fie Edt image Process Anayze Pugns Window Help
Eolalolzl«l#NAlo[al 4] >[=]uls|s]a] |»]

{Fip Is Just) imageJ 2.3 .0/1 53q. Java 1 8.0_322 [64-bit),
-3
21 33x156.00 inches (2048x1536), RGB. 12M8

2. Dar click en Image—Color—Color Deconvolution.

5 (Fiji s Just) image) - o X
Fie Edt [[IERE Process Analyze Plugins Window Help
EQJE Type e S AV A

Adjust »

Show Info. cul+l

Properties Cri+Mayis+P

Spit Channels
T Merge Channels
213306004 Arrange Channels
Channels Tool
Stack to RGB
Make Composte
Show LUT
Display LUTs
Edit LUT.

Color Picker.

Dichromacy

Simulate Color Bindness

Retinex

Replace Red with Magenta

Replace Red with Magenta (system clipboard)
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3. Enlaventana de Color Deconvolution seleccionar el tipo de tincion
de la imagen (H DAB).

Fie Edt image Process Anshze Plgins Window Help
sa,

Bocol /LN AL L ol slal |»

' Colow Deconvohution 1.7 X
X=1534 (1473). y=5 69 (546). value=158.131.105 (¥4 ‘

Warning This plugin s not sutatie 1o quantty
he infensay of immunastained sliges because
immanostams are not stoxhiomenic

4. La imagen original se dividira en 3 imagenes de un solo color.
Cerrar laimagen no deseada y guardar Unicamente la imagen con
coloraciéon Marrén como archivo TIFF (File—Save). Las imagenes
guardadas son de 8 bits por defecto.

I (Fiji Is Just) ImageJ - o
FJiIe Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
8 o|c|o| /| <[\ A|p|O| ] s|wlo|s]|o] |»]

a

olution - [m] X
3, 89K

olution: H DAB

6500286, 6:0.702021, B:0.Z8€012¢
26014753, 6:0.57020275, B:0.77€42715
7110272, 6:0.42210152, B:0.5€15€72

R N1CA15.tif-(Colour_3) (33
2048x1536 pixels; 8-bit; 3MB
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5. De la imagen deseada, dar click en

5 (i s st Imagel
Fie Edt [N Process Analze Pugns Window Help
Eolc 1

204215268

it | Crop
o § Ouicae
4% Rename
0] scale e
P Transiom

Image—Adjust—Threshold.

6. En la ventana Threshold, se seleccionan los pixeles que se

encuentran dentro del cuadro rojo. El color rojo indica el area

seleccionada a analizar. Arrastrar las barras (0-225) para

modificar el area seleccionada.

Bocol/4#NALA L x=|wls sl
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7. Luego, dar click en Appy. Se creara una imagen Binaria.

[Paintbrush Tool

File Edt Image Process Analyze Piugns Window Help
B oclol /4 A\ |A|o]| o] A oo |u

3

v

&

¥ Dark background ™ Stack histogram

: [ Rawaives

3 |
o | [Aoply] Reset| set

8. Dar click en Process—Binary—Watershed. Apareceran lineas de

separacion imaginarias entre las células. La funcion de Watershed

€S menos precisa si sus celdas estan demasiado llenas.

EF (i ks Just) Imaged
Fie Edi Image Process Anayze Plugins Window Help
|8 ol z|o|/ <5~ Al o] ] A oxfsm]ur)

5
v

4

&

>

- o X

Defeut ] |Res =l
 Dark backgrouna ™ Stack histogram
I Rawvalues
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9. Después haga click en Analyze—Analyce Particles. En la ventana
Analyce Particles, el tamafio de las particulas es importante si
tiene pequefios puntos dentro del umbral, pero no son celdas.
Establezca el tamafio minimo de las particulas para excluirlas
colocando de 0.0002 pulg? hasta infinito. En Mostrar, colocar

Outlines, Display Results y Summarize.

File Edit image Process Analyze Plugins Window Help
B o/clo| /4 \Alo AL ofom|u) g s]a] |»

10. Se desplegaran 3 ventanas como se muestra donde se

arrojaran los resultados. Los puntos no deseados se eliminan.

Fle Edt image Process Anahze Plugns Window Hep
Bl ool /LAl O S

3¢
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REACTIVOS

Reactivo 1

Tampon de citrato de sodio (10 mM sodium citrate, 0.05% Tween

20, pH 6.0).

*Siguiendo el procedimiento de abcam.

0N

Citrato trisodico (dihidratado) 2.94 gramos.

Agua destilada (1 L).

Mezclar para disolver. Ajuste el pH a 6.0 con HCI 1N.

Agregue 0.5 mL de Tween 20 y mezcle bien. Almacenar correctamente.

Reactivo A

*Se debe preparar al instante

1.

3.

Para tejidos en parafina, afiadir una parte de peréxido de hidrégeno al 30%
a nueve partes de metanol puro (o sin diluir). Mezclar bien.

Bafar los portaobjetos de la solucién para la eliminacién de la Peroxidasa
durante 10 minutos.

Lavar con PBS (2 minutos, 3 veces).

Reactivo B

Reactivo B1

Mezclar en una diluciéon 1:100 con PBS 1X la solucién MACH 4 UNIVERSAL

1 HRP.
Anadir 100 ul a cada corte, o lo suficiente como para cubrir completamente

el tejido por 20 minutos y después enjuagar con PBS 1X (2 minutos, 3 veces).

Reactivo B2

1. Mezclar en una dilucién 1:100 con PBS 1X la solucién MACH Polymer.
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2. Anadir 100 ul a cada corte, o lo suficiente como para cubrir completamente

el tejido por 30 minutos y después enjuagar con PBS 1X (2 minutos, 3 veces).

Reactivo C (C1ly C2)

* Proteger de la luz y usar durante las siguientes dos horas tras preparacion.

1. Anadir 1 gota o aproximadamente 26.5 pl del DAB Chromogen (Reactivo C2) a
1 mL de DAB Substrate (Reactivo C1). Mezclar bien.
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